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RESUMO

Algas marinhas sdo seres classificados no reino protista, predominantemente aquéticos e
com grande capacidade adaptativa. Encontradas em todas as regides do planeta, as algas
desempenham importante papel ecolégico e econémico, representando um grande
potencial de biorrecursos. A alga marinha vermelha Gracilaria birdiae, coletada
durante doze meses, foi submetida & extracdo aquosa a 100 °C de polissacarideos e
apresentou rendimento superior a 50 %, com excecdo nos meses de fevereiro, setembro
e novembro de 2007 ( 49,5%, 41,8% e 49,4% respectativamente). O teor de sulfato foi
obtido por microanalise e ndo variou significativamente ao longo dos meses analisados,
apresentando valor médio de 1,35%. O grau de sulfatacdo médio encontrado foi de 0,15.
O conteudo protéico nas amostras também nao apresentou variacdo consideravel, tendo
média de 0,5%, entretanto, no més de abril o contetdo protéico aumentou cerca de 3
vezes do valor médio encontrado. As doze amostras foram caracterizadas quimicamente
por cromatografia de permeacdo em gel (GPC), espectroscopia na regido do
infravermelho (FT-IR) e por ressonancia magnética nuclear (RMN). Os cromatogramas
de GPC das amostras apresentaram semelhancas e caracteristicas tipicas de
polissacarideos das algas vermelhas. Em geral, foram observados um pico principal, em
aproximadamente 7,58 mL e um ombro em aproximadamente 9,2 mL de volume de
eluicdo, com excecdo dos meses de agosto, outubro e novembro de 2007, que
apresentaram cromatogramas com pico principal em aproximadamente 8,27 mL de
volume de eluicdo, detectados pelo indice de refracdo. Os polissacarideos investigados
apresentaram altas massas molares , variando de 0,11 x 10* a 8,51 x 10° g/mol. Os
espectros de infravermelho das doze amostras de polissacarideos apresentaram perfis
semelhantes, com as bandas caracteristicas de agarocol6ides, mais especificamente, do
tipo agarana. Espectros de RMN foram empregados para a caracterizacdo estrutural das
amostras ao longo do ano e, revelaram que a estrutura do polissacarideo é composta por
segmentos de (1— 3)-B-D-galactopiranosil ligada a (1—4)-a-L-anidrogalactopiranosil.
O estudo da variagdo sazonal da composicdo centesimal, em geral, ndo apresentou
variacdo acentuada. Com relacdo a quantidade de proteinas solUveis e a atividade
hemaglutinante no extrato protéico, o estudo da variacdo sazonal revelou uma pequena
variacdo no teor de proteinas sollveis, com valor maximo (0,94 mgP/mL) em
novembro/06 e minimo no més de dezembro/06 (0,39 mgP/mL). Em geral, a atividade
hemaglutinante observada em Gracilaria birdiae é fraca, porém, ela esteve presente em
concentracdes variaveis ao longo de todo o periodo estudado, com exce¢do no més de
dezembro/06, independente do conteudo protéico total e solivel encontrado.
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ABSTRACT

Seaweeds are classified in the kingdom protist, predominantly aquatic and with great
adaptive capacity. Found in all regions of the planet, algae play an important role
ecological and economic, representing a great potential for bioresources. The red
seaweed Gracilaria birdiae, collected during twelves months, was submitted to aqueous
extraction of polysaccharides at 100°C, showed yield exceeding 50 %, except in
February, September and November 2007 (49,5%, 41,8% and 49,4% respectively). The
sulfate content was obtained by microanalysis and it not vary significantly over the
months examined averaging 1,35%. The sulfate degree was 0.15. The protein content in
the samples also showed no considerable variation, with average of 0,5%, howevwr in
April, the protein content increased about 3 times the average found. The twelve
samples were chemically characterized by Gel Permeation Chromatography (GPC),
Infrared (FT-IR) and Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy. The GPC
chromatograms of the samples showed similarity and typical characteristics of
polysaccharides from red algae. In general, we observed a main peak, at approximately
9,2 mL volume of eluition, with the exception of August, October and November 2007,
which showed chromatograms with main peak at approximately 8,7 mL volume of
eluition, detected by a refractive index. The polysaccharides investigated showed hight
molecular weight, ranging from 0.11 x 10* and 8.51 x 10° g/mol. The infrared spectra of
the twelve samples of polysaccharides presented similar profiles, with bands
characteristics of agarocolloids, more specifically agaran-like, with evidence of protein.
NMR were employed to the structural characterization of the samples throughout the
year and revealed that the structure of polysaccharides is composed by (1—3)-B-D-
galactopyranosyl linkage to (1—4)-a-L-anhydrogalactopyranosyl segments. The study
of seasonal variation in proximate composition, in general, showed no marked variation.
Regarding the amount of soluble protein in the crude extract, the study of seasonal
variation showed a small variation in the content of soluble protein, with maximum
value (0,94 mgP/mL) in November/06 and minimum (0,39 mgP/mL) in December/06.
The hemagglutinating activity during the period of one year, except in December/06.
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1. Introducéo

1.1. Algas Marinhas

O termo algas, latu sensu, compreende um agrupamento artificial de
organismos que tém muito pouca coisa em comum a nao ser o fato de serem
predominantemente aquaticos, fotossintetizantes, contém clorofila a e sdo desprovidos
de um tecido constituido de células estéreis envolvendo os 6érgdos de reproducgdo e de
um sistema diferenciado para conducdo de &gua, circulacdo de fluidos, sais minerais e
outros nutrientes. Por esta razdo sdo grupos polifiléticos e ndo constituem uma categoria
taxonémica definida, mas sim um amontoado de categorias dispares, tdo diversas que
chegam a ser classificadas em dois ou trés reinos diferentes, tradicionalmente
conhecidos como Monera, Protista e Plantae (BATTACHARYA, MEDLIN, 1998;
SOGIN, 1989). Atualmente a classificacdo mais bem aceita, posiciona todas as algas no
reino Protista (RAVEN; EVERT; EICHHORN,2001).

Em muitos ecossistemas aquaticos, as algas atuam como produtores
primarios na cadeia alimentar, sintetizando material orgénico a partir de diéxido de
carbono e agua e também o oxigénio necessario para 0 metabolismo dos organismos
consumidores (LEE, 1997). As algas calcarias sdo elementos importantes na formacéo e
manutencdo dos recifes de coral, ecossistemas com biodiversidade comparével a das
florestas tropicais (BROWN; OGDEN, 1993; REAKA-KUDLA, 1997; STENECK;
TESTA, 1997). E possivel ainda que as algas calcérias tenham um importante papel no
ciclo global do carbono, tendo abundancia e diversidade provavel influéncia sobre o
clima do planeta (OLIVEIRA, 1996).

Quanto a morfologia podem ser unicelulares, coloniais, filamentosas,
sifonaceas até complexos talos parenquimatosos das grandes algas (OGAWA; KOIKE,
1987).

Embora pertencendo a varios grupos taxondmicos, as algas podem ser
grosseiramente separadas pelo tamanho em dois grandes grupos: as algas microscopicas
(microalgas) e as algas macroscopicas (macroalgas), com dimensdes que variam de
alguns milimetros a algumas dezenas de metros (PANORAMA DE AQUICULTURA,
maio/junho, 1997). Tal variedade de organismos encontra-se distribuidas por diferentes

habitats: oceanos, corpos de aguas doces, solos rochas e mesmo, superficie de vegetais.



As algas macroscopicas, do ponto de vista botanico, sdo classificadas de
acordo com a estrutura fisica, funcdo e ciclo reprodutivo em: Chlorophyta (algas
verdes), Phaeophyta (algas pardas) e Rhodophyta (algas vermelhas) (RAVEN, 1996).

Segundo ROUND (1983), evolutivamente, as algas marinhas por
apresentarem um historico fossil muito extenso sdo consideradas como um grupo a
partir do qual todos os outros vegetais fotossintetizantes mais complexos, Criptdgamos
e, mais recentemente, Fanerégamas, se originaram. Apesar da sua variedade nos
aspectos morfologicos, citoldgicos e reprodutivos, seus mecanismos basicos e vias
metabolicas parecem ser similares aos demais vegetais.

Reconhecidamente, as algas marinhas representam um dos maiores
biorecursos, existindo aproximadamente 150.000 espécies, dentre as quais mais de

30.000 se encontram taxonomicamente classificadas (HARVEY, 1988).

1.2. Importancia Econdmica das Algas

O valor das algas marinhas para o ambiente marinho é igualado apenas ao
seu valor para a sociedade, pelo fato de elas oferecerem um amplo espectro de produtos
e beneficios, com aplicacbes na nutricdo, fertilizacdo, cosmética, farmacologia,
processamento de alimentos e biotecnologia (MORANO, 1991).

Em virtude da persisténcia e toxicidade ambiental da maioria dos pesticidas
sintéticos, vem sendo observado um maior interesse por compostos naturais nas
aplicacdes agroquimicas. As algas marinhas, além de reguladoras do crescimento de
plantas, sdao também utilizadas para aumentar o rendimento da colheita, reduzir a perda
de frutos armazenados, melhorar a absorgdo dos nutrientes e tornar saudavel a pastagem
do gado atraveés de sua aplicacdo no tratamento do solo (HARVEY, 1988).

Povos de vérias partes do mundo, especialmente no Extremo Oriente,
comem tanto algas pardas quanto vermelhas. Kelps (kombu) sdo regularmente
consumidos na China e no Japdo. Algumas vezes sdo cultivadas, mas séo, sobretudo
colhidos de populagdes naturais. Porphyra (nori), uma alga vermelha, € consumida por
muitos habitantes do Pacifico Norte e tem sido cultivada ha séculos no Japédo, Coréia e
China (RAVEN, 2001). Além de seu uso como alimento, as algas tém sido utilizadas
como complemento de ragGes, adubos solidos ou liquidos e como fontes de produtos

quimicos diversos, dentre os quais se destacam certas mucilagens conhecidas como
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ficocoldides, ou coldides de algas. Estas Gltimas substancias sdo classificadas em trés
grupos basicos em funcdo de sua estrutura quimica e propriedades reoldgicas: 0s agares
(A4gar-agar) ou agaranas, as carragenanas, € o0s algenatos.

No Brasil, a regido costeira compreendida entre os estados do Ceard e o
norte do estado do Rio de Janeiro, abriga a flora algal mais diversificada do pais. No
tocante a exploracdo de espécies com fins comerciais, a atividade de maior porte
corresponde a coleta de algas vermelhas (Gracilaria e Hypnea) no litoral do nordeste,
principalmente na costa dos estados do Ceara e da Paraiba. A coleta de Gracilaria vem
sendo feita desde a década de 60, por arrancamento manual ou através de mergulho
livre, para fins de exportacdo e também para processamento no proprio pais, na
producdo de agar. Ja a Hypnea tem sido exportada como matéria prima ou ja processada
para a industria de carragenana; neste caso, a biomassa é coletada em algas arribadas
nas praias, e ndo diretamente nos locais de crescimento (VIDOTT]I, 2004).

As algas marinhas podem ser consideradas como uma fonte potencial de
nutrientes, visto que elas usualmente contém grandes quantidades de proteinas e
carboidratos (MABEAU, 1992; BENEVIDES, 1998% RAMOS, 1998). Além disso,
elas ttm altos teores de iodo, justificando a baixa incidéncia de hipotireoidismo e
bocio nas populagcBes da costa asidtica (YAGAMATA e YAMAGATA, 1972;
ARASAKI e ARASAKI, 1983). Além disso, algumas algas contém quantidades
significantes de vitaminas A, B1 (tiamina), B2 (riboflavina), C e, especialmente, B12
(ERICSON e LEWIS, 1953; CHAPMAN, 1970; DARCYVRYLLON, 1993; PEREIRA,
2000). Algumas variedades de algas marinhas apresentam na sua composicdo de
aminoacidos altos teores de arginina e grandes quantidades de aminoacidos ndo
essenciais, tais como, aspartico, glutamico, glicina e alanina (MABEAU, 1992). A Ulva
lactuca (TAYLOR, 1960), é uma espécie muito rica em vitaminas do complexo B e
acido ascorbico. A composicdo de aminoacidos de algumas espécies de algas marinhas
nativas da costa nordeste do Brasil foi avaliada por RAMOS, (1998). Os autores
verificaram que a alga vermelha Amansia multifida é rica em aminoacidos acidos e
hidroxilados e pobre em metionina e cisteina, e que a alga verde Caulerpa
sertularioides apresenta grande conteudo de leucina e de alanina, mas baixos niveis de
aminoacidos sulfurados.

RAMOS, (2000), ao estudarem o conteudo de proteinas e seus aminoacidos
constituintes em quatro espécies de algas marinhas do nordeste do Brasil, observaram

grande variacdo no contetido protéico entre as especies analisadas, variando de 2,3%
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(Corallina officinallis) a 25,6% (Amansia multifida). As espécies Amansia multifida,
Caulerpa sertularioides, Enantiocladia duperreyi, Solieria filiformis e Vidalia
obtusiloba apresentaram niveis protéicos (acima de 18%) comparaveis aos de algumas
sementes de leguminosas. Elas apresentaram altos teores dos aminoacidos
aspértico/asparigina, glutamico/glutamina, fenilalanina, tirosina e treonina e quantidade
moderada do residuo do aminoacido essencial metionina.

Do ponto de vista da aplicacdo biologica, as algas tém demonstrado varias
atividades, como as do género Caulerpa, que apresentam propriedades antibioticas
contra varias bactérias. Outras espécies também agem contra fungos e virus.
Poderiamos citar ainda, algumas fragdes protéicas de Pterocladia capillacea que
apresentam atividade lipolitica, hipoglicémica, anticoagulante e fibrinolitica. O dleo
essencial desta espécie apresenta também atividade antibacteriana e antifungica
(GUVEM, 1979).

Os polissacarideos sulfatados de algas sdo de grande importancia no que
tange a aplicacdo bioldgica e encontram-se assim distribuidos: nas algas vermelhas as
galactanas sulfatadas, nas pardas as fucanas (homofucanas) e fucoidanas
(heterofucanas), contituidos principalmente de L-fucose sulfatada, enquanto as algas
verdes apresentam polissacarideos sulfatados mais heterogéneos ricos em galactose,
manose, Xilose, arabinose, glicose e ou acidos urénicos (CHEVOLOT, 2001). A
atividade anticoagulante para essas moléculas foi inicialmente descrita por CHARGAF,
(1936) e desde entdo, varios estudos aplicativos explorando essa propriedade ja foram
conduzidos em varias espécies. Por exemplo, os polissacarideos sulfatados da alga
Sptoglossum schroederi exibiram atividade anticoagulante semelhante a heparina e, uma
alta atividade na estimulacdo da sintese de antitromboticos a partir de células endoteliais
(LEITE, 1998).

Em geral, a atividade biologica dos polissacarideos sulfatados de algas
marinhas esta relacionada ao tamanho da molécula, tipo de unidades constituintes e
contetdo de sulfato. A posi¢do dos grupos sulfato, tipo de ligagdo e geometria da
molécula também sdo importantes para a atividade bioldgica (MELO, 2004).

O alginato, um ficocoldide encontrado na parede celular e no espago entre as
células das algas pardas, € um polissacarideo com carater acido, formado por D-
manurémico e L-gulurénico, e desempenha o importante papel de retardar a dessecagado
da alga. O alginato extraido das algas pardas é bastante usado como espessantes nas

industrias alimenticias, téxteis, cosmeticas e de papel (BOLD; WYNNE, 1985).
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O &gar é um polissacarideo bastante explorado comercialmente. Composto por
residuos de D e L-galactose, esse polissacarideo é usado em diversos produtos
alimenticios, como meio de cultura microbioldgica, na formulacdo de capsulas de
vitaminas e drogas e base para cosméticos (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Carragenanas sdo hidrocoldides semelhantes ao &gar, bastante usados como
agente estabilizante e emulsificante em tintas, cosméticos e laticinios (RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 2001). Na década 1990, estimava-se que o Brasil importava
cerca de 200 toneladas de carragenanas por ano, uma vez que a producdo comercial de
carragenanas no pais é esporéadica e pequena. Até entdo, apenas a espécie Hypnea
musciformis era explorada como fonte de carragenanas. Porém, outras espécies das
familias Gigartinaceae, Hypneaceae, Phyllophloraceae e Solieriaceae passaram a ser
estudadas como carragendfitas em potencial (SAITO; OLIVEIRA, 1990).

1.3. Algas Vermelhas

Os organismos aquaticos e o ambiente abiodtico estdo interrelacionados e
interagem entre si, dessa forma esses organismos marinhos desenvolveram mecanismos
para utilizacdo dos solutos disponiveis no meio e assim, adaptaram-se as altas
concentracdes de sais. Dentre 0s mais importantes ions presentes no ambiente marinho
estdo o sulfato, o cloreto, o brometo e o iodeto, em concentracbes de 885, 19000, 65, e
0,06 mg/L, respectivamente. Diante disso, € compreensivel o fato dos organismos
marinhos produzirem substancias halogenadas e sulfatadas em abundéncia, com maior
ou menor eficiéncia. As algas marinhas vermelhas (Rhodophytas) sdo os principais
organismos produtores dessas substancias e sdo capazes de sintetizar uma grande
diversidade de metabdlitos halogenados, que podem pertencer a praticamente todas as
classes quimicas, desde hidrocarbonetos de baixo peso molecular, cetonas simples,
fenois, acetogeninas até sofisticados terpenos. Além disso, séo eficientes na producéo de
polissacarideos sulfatados (carragenanas e agar), que chegam a representar mais de 70%
do seu peso seco.

As algas marinhas pardas (Phaeophyta) e verdes (Chlorophyta) sd&o menos
eficientes na producdo de substancias halogenadas e ambas produzem polissacarideos
sulfatados.

As algas vermelhas formam um grupo de organismos extremamente

diversificado. Com cerca de 6.000 espécies, as Rhodophytas sdo diferenciadas dos
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outros grupos de algas pela combinacdo de algumas caracteristicas (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2001). Elas se caracterizam por possuir como pigmentos a clorofila a, a
clorofila d, carotenoides e ficobilinas (ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina) que
mascaram a tonalidade verde das clorofilas, deixando a alga com seu tom avermelhado
caracteristico. A presenca da ficoeritrina permite-lhes absorver a luz azul, podendo
assim, sobreviver a profundidades muito superiores as das outras algas. Ja foram
encontradas algas desta divisdo a mais de 260 metros de profundidade, desde que agua
seja limpida o suficiente para a passagem de luz (CRAIGE, 1990). Os principais
produtos de reserva das algas vermelhas sdo os granulos de amido das florideas.
Armazenados no citoplasma, o amido das florideas € uma molécula que se assemelha a
porcdo amilopectina do amido (VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1989; RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 2001), pois é constituido por a-D-glucose, com ligacdes
glicosidicas do tipo a(1—4) e pontes de ramificagdes no carbono 6 (PAINTER, 1983).

Agar é uma mistura complexa de polissacarideos obtidos de algas vermelhas,
conhecidas como agaréfitas. O agar € constituido por duas fracBes principais: um
polimero neutro, agarose, que tem um alto poder gelificante e agaropectina, um
polissacarideo sulfatado de baixo poder gelificante (YAPHE, 1984).

A maior quantidade de &gar produzida no mundo €é derivada de

Gracilaria (53%) e Gelidium (44%) (MC HUGH, 1991). Apesar de espécies de
Gracilaria geralmente produzirem &gar de baixo poder gelificante, elas sdo
consideradas as mais importantes comercialmente (ARMISEN,1995) e tém sido objeto
de numerosos estudos de caracterizacdo desses ficocolodides.

A parede celular das Rhodophytas, assim como das Phaeophyta e Chlorophyta,
tem como componente principal a celulose (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).
A celulose da parede celular das Rhodophytas encontra-se embebida por um material
amorfo e mucilaginoso, responsavel pela flexibilidade, resisténcia e textura das algas.
Os principais componentes mucilaginosos das algas vermelhas sdo o &gar, a
carragenana e o alginato (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Entre os trés grupos de macroalgas, a presenca de pelo menos um tipo de
polissacarideo contendo ester sulfato é uma caracteristica marcante, uma vez que
polissacarideos sufatados ainda ndo foram relatados em plantas, embora ocorram
amplamente em tecidos conjuntivos de vertebrados e em menor propor¢cdo em
invertebrados (FARIAS et al, 2000)
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1.4. Lectinas

Lectinas séo glicoproteinas ou proteinas oligoméricas que fazem ligacdes
univalentes ou polivalentes (JCBN Nomenclature Committee of I1UB, 1981;
GOLDSTEIN e PORETZ, 1986; OHYAMA, 1986) com carboidratos, e sdo de natureza
ndo imune. Elas se ligam reversivelmente a agUcares especificos. Muitas lectinas podem
também conter um segundo tipo de sitio de ligacdo que podem interagir com ligantes
que ndo sdo carboidratos. Dessa forma, lectinas possuem varias especificidades que
estdo associadas com sua capacidade de interagir com acetilaminocarboidratos,
aminocarboidratos, &cido sidlico, hexoses, pentoses, além de outros tipos de
carboidratos, e precipitando polissacarideos, glicoproteinas e glicolipideos que
contenham acUcares especificos, agindo assim como células de reconhecimento
(GOLDSTEIN, 1980; LIS e SHARON, 1984).

As lectinas sdo amplamente distribuidas na natureza e tém sido encontradas
em muitos organismos, desde virus e bactérias até plantas e animais, embora a
observacao de sua larga ocorréncia em animais superiores somente seria constatada com
a descoberta das selectinas (SHARON e LIS, 2001).

O conhecimento sobre lectinas tem revelado sucessivas defini¢cdes para esta
classe especial de proteinas, dentre as quais, a mais utilizada e mais apropriada é aquela
citada por PEUMANS e VAN DAMME (1995), que as definiram como “proteinas de
origem ndo imune que possuem um ou mais sitios ligantes de carboidratos os quais, no
caso de enzimas, ndo sdo requeridos para a atividade catalitica”. CUMMINGS (1997)
definiu uma lectina, como uma proteina que se liga a carboidrato, que ndo seja anticorpo
e ndo tenha atividade enzimatica para carboidratos.

Com base na estrutura de suas subunidades (mais precisamente nos produtos
primarios da traducdo dos genes das lectinas) podem ser distinguidos cinco tipos
principais de lectinas: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas, superlectinas e
multilectinas.

As merolectinas sdo proteinas pequenas, formadas exclusivamente por um
dominio ligante a carboidrato. Devido a sua natureza monovalente, as merolectinas néo
sdo capazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células. Poucas merolectinas
foram descobertas, talvez pelo fato de ndo apresentarem atividade hemaglutinante.
Exemplos conhecidos sdo a lectina extraida do latex de Hevea brasliensis (VAN

PARIJS, 1991) e a proteina monomérica manose-ligante extraida de orquideas (VAN
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DAMME, 1994). As hololectinas sdo formadas exclusivamente por dominios ligantes a
carboidratos, porém, diferente das merolectinas, possuem dois ou mais destes dominios,
iguais ou homologos, e se ligam ao mesmo (ou estruturalmente similar) acucar. Por
apresentarem mais de um sitio de ligacdo sdo capazes de precipitar glicoconjugados e
aglutinar eritrécitos. A maioria das lectinas, ja isoladas, pertence ao grupo das
hololectinas (VAN DAMME, 1994). As quimerolectinas sdo compostas basicamente
por dominios ligantes a carboidratos, arranjados em sequiéncia com um dominio
apresentando uma outra atividade bioldgica. Tal dominio pode apresentar atividade
catalitica (ou outra atividade bioldgica qualquer), agindo de forma independente do
dominio de ligacdo a carboidratos. As superlectinas sdo um tipo especial de
quimerolectinas. Elas sdo formadas por dois dominios ligantes a carboidratos,
arranjados em sequéncia, os quais sdo estruturalmente diferentes e reconhecem acgucares
estruturalmente ndo relacionados. Até o momento, a lectina de bulbos de tulipa é a Unica
superlectina descrita (CAMMUE et al., 1986). As multilectinas séo caracterizadas por
possuirem mais de um sitio ligante a aglUcares que, embora idénticos, podem ligar
acucares diferentes (MONTEIRO-MOREIRA, 2002). Exemplos de multilectinas sao as

lectinas frutalinas (de Artocarpus incisa) e jacalina (de Artocarpus integrifolia).

A especificidade por acucar é uma caracteristica marcante das lectinas. A
interacdo das lectinas com células €, portanto, dependente da presenca dos carboidratos
apropriados na sua superficie. Deste modo, as lectinas ao interagirem com o0s
carboidratos da superficie dos eritrdcitos induzem ligagbes cruzadas entre as células,
que resultam na aglutinacdo, denominada tecnicamente de aglutinacdo celular ou
hemaglutinacdo (LIS; SHARON, 1998).
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1.5. Lectinas de Algas Marinhas

As lectinas de algas marinhas diferem das lectinas de plantas superiores em
uma variedade de propriedades. Em geral, lectinas de algas possuem uma pequena
massa molecular comparado a maioria das lectinas de plantas superiores e ndo
apresentam afinidade por aclcares simples mas apresentam maior especificidade por
oligossacarideos complexos, assim como por glicoproteinas. A maioria das lectinas de
algas marinhas ndo ¢é dependente de cations divalentes para suas atividades bioldgicas
(ROGERS e HORI, 1993). Elas ocorrem principalmente na forma monomérica.

Quanto a composicdo de aminoacidos, as lectinas de algas apresentam
elevadas concentracfes de aminoacidos acidos (acido aspartico e acido glutamico) e
aminoéacidos hidroxilados (serina e treonina) e baixos teores de aminoacidos basicos
(BENEVIDES, 1996; HORI, 19882 ; 1990; OKAMOTO, 1990; SAMPAIO, 1998? ,
1998b).Possuem ponto isoelétrico (PI) que variam de 4 a 6 (SHIOMI, 1981; HORI,
1990).

Ao analisar os dados publicados sobre a presenca de lectinas em algas
marinhas, SAMPAIO (1997) constatou que apenas 700 espécies haviam sido
examinadas e que em cerca de 57% delas observou-se a presenca de lectinas. Levando-
se em consideracdo que na natureza existem milhares de espécies de algas, este numero
representa apenas uma pequena parcela da contribuicdo das algas marinhas para 0s

estudos de deteccéo e isolamento da lectina.

1.6. Polissacarideos de Algas Marinhas

Polissacarideos sdo polimeros de aclcar que contém mais de 20 unidades
monossacaridicas, podendo ter cadeias de centenas ou milhares destas unidades. Dessa
forma, séo polimeros de média até alta massa molecular (NELSON & COX, 2002).

Os polissacarideos de algas apresentam em sua estrutura acucares bastante
comuns como glicose, xilose e galactose, assim como possuem agucares bastante
especificos e incomuns, diferentes dos encontrados em animais e vegetais terrestres
como € o caso da fucose e da anidrogalactose (ZHANG et al., 2003).

Os polissacarideos das algas verdes sdo polimeros heterogéneos altamente

ramificados, ricos em galactose, manose, xilose, arabinose, glicose e/ou &cidos
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urbnicos, ndo apresentando unidades repetitivas dissacaridicas (PERCIVAL, 1979;
PERCIVAL; MCDOWELL, 1990) como ocorre nos glicosaminoglicanos.

A composicdo polissacaridica das algas vermelhas é muito diferente das de
outras plantas, e contém usualmente carragenanas, que sao uma classe de polimeros
constituidos de galactanas sulfatadas lineares e solUveis em agua, como principal
constituinte estrutural da parede celular na matriz intercelular (PAINTER, 1983). Estas
polimeros sdo formados por residuos de B-D-galactopiranose unidas por ligacbes
a(1—3) ou a-D-galactopiranose unidas por ligagdes a(1—4). Além da galactose, outros
residuos de carboidratos como glicose, xilose e acidos urénicos podem estar presentes
em preparacOes de carragenanas (VAN DE VALDE; PEREIRA; ROLLEMA, 2004).
Além das carragenanas terem grande importancia nas inddstrias alimenticias e
cosméticas, elas vém sendo utilizadas como ferramentas para investigar o processo
inflamat6rio em ratos e camundongos (LEVY,1969).

As algas marrons produzem as fucanas sulfatadas que sdo polissacarideos
extremamente heterogéneos e ramificados, compostos por unidades de a-L-fucose
(1-3) e a-L-fucose (1—4) sulfatadas em C3, C2 e/ou C4. Além da fucose, podem
conter no polimero outros monossacarideos como galactose, xilose e acidos urbénicos
(LEITE, et al., 1998; DUARTE, et al., 2001; ROCHA, 2002; PONCE, et al., 2003).

Segundo KLOAREG e QUATRANO (1988) os polissacarideos da matriz das
algas marinhas estdo correlacionados com a regulacdo osmatica ou i6nica, adaptando as
algas ao meio marinho. Ainda com funcdo de osmorregulacdo, as algas biossintetizam

carboidratos de baixo peso molecular e/ou polidis (KARSTEN et al. 1993).

1.7. Galactanas Sulfatadas de Rhodophytas

As algas vermelhas biossintetizam uma grande variedade de galactanas
sulfatadas que s@o os principais componentes da matriz intercelular. As galactanas
consistem de polimeros de galactose, mais especificamente, por cadeias lineares de
dissacarideos repetitivos. Cada dissacarideo é constituido por duas subunidades, A e
B, e o polissacarideo é formado pela alternéncia dessas unidades (AB), (FIGURA 01).
A unidade A ¢ representada pela f-D-galactopiranose ligadas através dos carbonos C-
1 e C-3 enquanto a subunidade B ¢ representada pela a-galactopiranose ligadas

através dos carbonos C-1 e C-4. Algumas unidades B podem ocorrer na forma

27



ciclizada entre os carbonos C-3 e C-6, formando o composto 3,6-anidro-a-L-galactose
(PAINTER, 1983).

Segundo RESS (1961 apud USOV, 1998) o residuo de a-L-galactose 6-sulfato é
0 precursor bioldgico do residuo de 3,6-anidrogalactose-a-L-galactose. Ha duas
formas de promover essa conversdo. A primeira, natural, a reacdo é catalisada nos
tecidos algais por uma enzima especifica chamada sulfato eliminase. Uma segunda

forma pode ser realizada quimicamente por tratamento alcalino dos polissacarideos.

[ (— 3)-B-D-galactopiranose - (1—4)-a-galactopiranose-(1—) | »
I |

I
Unidade A Unidade B

FIGURA 01: Representacdo esquematica estrutural das galactanas de algas vermelhas

A mais simples classificacdo das galactanas de algas marinhas é feita de acordo
com a estereoquimica da unidade B: sendo a unidade B pertencente a série D, estas
galactanas sdo classificadas como carragenanas; sendo a unidade B pertencente a série
L, as galactanas séo classificadas como agaranas. No entanto, estudos estruturais
detalhados demonstram um terceiro grupo de galactanas onde a unidade B apresenta
configuragdo D- e L- na mesma molécula. Polissacarideos com essa estrutura sdo
denominados de carragar (CHOPIN et al., 1999) ou hibridos — D/L (STORTZ &
CEREZO, 2000). Uma caracteristica bastante comum nas galactanas de Rhodophytas é
a possibilidade de substituicdo dos grupos hidroxila por ésteres de sulfato, grupos metil,
grupos acetal de acido piravico e em alguns casos, por monossacarideos adicionais
(PAINTER, 1983; FALSHAL; FURNEAUX; STEVENSON, 2005; USOV, 1998;
MOLLET; RAHAOUI; LEMOINE, 1998; MARINHO-SORIANO, 2001). Esses grupos
substituintes ocorrem nas agaranas e carragenanas de forma bem peculiar: geralmente as
carragenanas tém maior conteudo de sulfato que as agaranas. Por outro lado, as
agaranas apresentam maior grau de substituicdo por grupos metil e piruvatos que as
carragenanas (LAHAYE, 2001).

Com o intuito de facilitar e homogeneizar a escrita das unidades
dissacaridicas repetitivas das galactanas KNUTSEN et al. (1994) desenvolveram uma

nomenclatura simbolica, na qual as unidades A (B-galactopiranose) séo simbolizadas
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pela letra G, e as unidades B quando pertencentes ao grupo das carragenanas Sao
simbolizadas pela letra D (a-D-galactopiranose) e DA (3,6-anidro-a-D-galactose). As
substituicdes por grupos metil, sulfato e xilose recebem o nimero correspondente ao
carbono que esta sendo substituido e as letras correspondentes ao tipo de substituinte M,
S e X, respectivamente. Acetal de &cido piravico substituindo as unidades A séo
representados simbolicamente de GP. Segundo essa nomenclatura, pode-se observar na
TABELA 01 algumas unidades monossacaridicas com suas correspondentes letras

codificadas.

TABELA 01: Codificacdo dos residuos de agUcar e grupos substituintes presentes nas
galactanas (KNUTSEN et al, 1994). NUmeros correspondem o atomo de carbono no

qual o substituinte encontra-se ligado.

Cddigo Unidade monossacaridica correspondente

D (1—4)-a -D-galactopiranosil

DA (1—4)-3,6-anidro-a-D-galactopiranosil

G 3-ligado -f-D-galactopiranosil

L (1—4)-a -L-galactopiranosil

LA (1—4)-3,6-anidro- a -L-galactopiranosil

M O-metil

P 4,6-0-(1-carboxietilideno)

S Ester Sultato

L2M,6S (1—4)-2-O-metil- o -L-galactopiranosil-6-sulfato
GAS-DA-G —3)-f -D-galactopiranosil 4-sulfato (1—4) 3,6-anidro- o

-D-galactopiranosil (1—3) f -D-galactopiranosil (1—

A caracterizagdo quimica das galactanas de algas vermelhas, bem como o
numero e os tipos de substituintes, &€ um passo essencial para o estudo das propriedades
e aplicacdes desses polimeros. Métodos quimicos e espectroscopicos sdo as principais
ferramentas para a caracterizagdo de galactanas de Rhodophytas (FALSHAW;
FURNEAUX, 1994; USOV, 1998)
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1.7.1. Agaranas

As agaranas formam uma classe de galactanas que ocorrem na matriz
extracelular de diversas espécies de algas marinhas vermelhas (Rhodophyta),
especialmente os membros das familias Gelidiaceae e Gracilariaceae (ARMISEN;
GALACTAS, 1987 apud MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2005). Sua fungdo, se
assemelha a dos polissacarideos de parede celular de plantas terrestres, porém, enquanto
estas requerem uma estrutura rigida capaz de resistir a constante atracdo da gravidade,
as algas marinhas precisam de uma maior flexibilidade em sua estrutura para acomodar

as variagdes nas correntes marinhas e movimento das ondas.

O agar consiste em dois diferentes componentes: agarose e agaropectina. A
agarose é um polissacarideo neutro, caracterizado por uma estrutura linear de unidades
repetidas do dissacarideo agarobiose [(1—3)-B-D-galactose e (1—4)-3,6-anidro-o-L-
galactose. J& a agaropectina caracteriza-se como um polissacarideo acido contendo
sulfato, metil, &cido pirtvico e acido D-glucurdnico adicionado a agarobiose (ARAKI,
1966 apud MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2005). KNUTSEN, et al (1994)
propuseram que o termo ‘““agarana” deveria ser empregado para designar polissacarideos
constituidos por monémeros de dissacarideos repetitivos de (— 3)-B-D-galactose ligada
a (1—4)-a-L-galactose (FIGURA 02).

R =H ou CH;
R’=HOUSO3_
>>=H ou CH
N )

unidade A unidade B n

FIGURA 02. Estrutura basica repetitiva de agaranas, com unidades bp- e L-alternantes.
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Por outro lado, o termo ‘“‘agarose” designaria o polissacarideo semelhante as
agaranas, porém, sua unidade B (4-O-ligada) ocorreria na forma de 3,6-anidro-o-L-
galactose, ou simplesmente 3,6-anidrogalactose (FIGURA 03 I). Segundo NOSEDA e
CEREZO (1995) a agarose teria como precursor bioldgico natural o composto a-L-
galactose-6-sulfato. (FIGURA 03 Il). A agarose € a galactana com maior propriedade
gelificante devido a presenca da ligacdo anidrica entre os carbonos C- 3 e C-6 da
unidade B das galactanas. (KNUTSEN et al, 1994).

FIGURA 03. Estruturas extremas encontradas em agaranas: Agarose (l); Precursor da

Agarose (I1).

Geralmente, espécies do género Gracilaria produzem agar com baixa qualidade
devido ao alto conteudo de sulfato (MARINHO-SORIANO, 2001). No entanto, a
qualidade do &gar pode ser aumentada através do tratamento de hidrdlise alcalina, com
conversdo de L-galactose-6-sulfato para 3,6-anidro-L-galactose (ARMISEN;
GALACTAS, 1987).

Géis de agarose modificados quimicamente sdo utilizados em laboratérios em
cromatografias de troca-ibnoca (DEAE-Sepharose, CM-Sepharose). Estes geéis estdo
entre 0os meios mais utilizados para eletroforese, assim como também o &gar é
amplamente utilizado para solidificar meios de cultura de microorganismos (NOSEDA,
1994).
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As agaranas podem ser utilizadas na fabricacdo de céapsulas de vitaminas e
outras drogas, em materiais odontologicos e como base para cosméticos. Séao
igualmente empregados como agentes que impedem a dessecacdo de produtos de
confeitaria, na preparacdo de geléias e sobremesas e como conservantes temporarios

para carne e peixe em regides tropicas (RENN, 1997).

1.7.2. Carragenanas

As carragenanas sdo polissacarideos sulfatados extraidos de Rhodophytas, com
cadeia linear, solGveis em agua e sdo muito explorados comercialmente devido suas
propriedades gelificantes e estabilizantes (DE RUITER; RUDOLPH, 1997; VAN DE
VELDE et al.,2002). Esse grupo de galactanas € formado por unidades repetitivas de
dimeros contendo (1—3)-B-D-galatopiranose (unidade A) ligadas a (1—4)-a-D-
galactopiranose (unidade B). (FALSHAW, FURNEAUX; STEVENSON, 2005; USOV,
1998; MOLLET; RAHAOUI; LEMOINE, 1998 MARINHIO-SORIANO, 2001; DE
RUITER; RUDOLPH, 1997; VAN DE VELDE et al.,2002). Esta ultima unidade pode
ser encontrada na forma totalmente ciclizada de 3,6-anidro-a-D-galactose, ou ainda na
sua forma precursora de anidro-agucar o-D-galactose-6-sulfato. Geralmente as
carragenanas apresentam uma alta porcentagem de grupos sulfato e uma baixa

porcentagem de grupos O-metil naturais (PAINTER,1983).

R’ =H ou SO5
CH,OR
OR 0 CH,OR 0
O /7
N OR OR
o HO
N 2N J
Y Y
Unidade A Unidade B

FIGURA 04: Padréo estrutural do dissacarideo presente nas carragenanas.
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Tradicionalmente, as carragenanas sao classificadas por letras gregas, que
indicavam o maior componente de uma amostra. Essa identificacdo é bastante utilizada
na ciéncia, legislacdo e regulacdo, porém, apresenta problemas no ponto de vista
cientifico, pois se trata de uma nomenclatura ndo logica, inflexivel, e incapaz de
descrever, sem ambiguidade, polimeros complexos (DE RUITER; RUDOLPH, 1997).
Tendo em vista esse problema, uma nova nomenclatura foi proposta por KNUTSEN et
al (1994), e atribuia letras-codigo para identificar cada monémero que compunha a
galactana. Essa nomenclatura baseada em letras-cddigo, apresentada na TABELA 02, é
atualmente adotada pela “International Union of Pure and Aplied Chemistry” (IUPAC),
e proporciona uma classificacdo sistematica para polimeros complexos (VAN DE
VELDE et al., 2002).

TABELA 02: Nomenclatura alternativa para as carragenanas proposta por Knutsen et
al (1994), modificada por Cauduro et al. (2000)

Unidade A (1—3) Unidade B (1—-4) Carragenana Familia
G4S DA K (kappa) Kappa
G4S DAZ2S 1 (iota)

G4S D6S u (mu)

G4S D2S,6S v (nu)

G4S D2S o (omicron)

G DA S (beta) Beta

G D6S v (gamma)

G D2S,6S d (delta)

G DA2S a (alpha)

G2S D2S,6S A (lambda) Lambda
G2S DA2S 0 (theta)

G2S D2S & (xi)

GP,2S D2S 7 (pi)

G6S DA o (omega) Omega
G6S D6S W(psi)
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Geralmente, as carragenanas naturais sdo misturas de diferentes polissacarideos
sulfatados. Diferentes tipos de hibridos de carragenanas sdo bastante relatados como « /
1- hibrido , « / p-hibrido, & / 6-hibrido, v / -hibrido, e mais estruturas complexas
contendo unidades metiladas e piruvatadas (VAN DE VELDE, 2008). As misturas e
proporcdes de carragenana podem variar de acordo com espécies, ciclo de vida,
condicBes fisiologicas e ambientais. Os estagios do ciclo reprodutivo de espécies da
familia Gigartinaceae afetam as estruturas de suas carragenanas, a alga Gigartina
pistillata biossintetiza na sua fase gametofitica um heteropolissacarideo constituido
majoritariamente por kappa/iota-carragenana, e baixas propor¢fes de nu-carragenana.
J4 na fase tetrasporofitica a alga biossintetiza um complexo de lambda/xi/pi-

carragenana, com grande parte das unidades A 2,6-dissulfatadas (AMIMI et al., 2001).

O contetdo de —O-SOj3 nos polissacarideos sulfatados pode variar entre 0-
41%(m/m), podendo resultar em polimeros altamente carregados negativamente.
Carragenanas comerciais, como a k, 1 ¢ A contém 22, 32 e 38% (m/m) de sulfato,
respectivamente, e massa molecular entre 400 e 600 kDa. A determinacdo do contetdo
de sulfato, bem como as posi¢cBes desses grupos, € importante para o estudo das
propriedades reoldgicas dos polimeros, suas aplicacfes em alimentos e cosméticos e
suas possiveis aplicagdes médicas (DE RUITER; RUDOLPH, 1997).

Entre as carragenanas, as gelificantes (kappa- e iota-) e as ndo gelificantes
(lambda-carragenana) sao amplamente utilizadas em diversos setores da industria. As

carragenanas gelificantes diferem nas propriedades dos hidrogéis (PICULELL,1995)

A lambda-carragenana é a carragenana mais sulfatada (G2S-D2,6S). Hélices
ordenadas ndo sdo formadas por essa estrutura, dessa forma, a lambda-carragenana nao
forma gel. As espécies formadoras de gel geralmente apresentam a unidade B na forma
de 3,6-anidrogalactose (PICULELL, 1995).

As carragenanas do tipo k e 1 tém a propriedade de formar gel devido a presenca
de um residuo de 3,6-anidrogalactose na unidade B do dissacarideo enquanto a A-
carragenana, caracteriza-se pela alta viscosidade, e pela incapacidade de formar gel (DE
RUITER; RUDOLPH, 1997; VAN DE VELDE et al., 2002).
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As carragenanas podem ser usadas como géis, espessantes ou em suspensao,
elas estabilizam emulsdes e controlam a sinerese (perda de agua), proporcionando
dispersdo, ligacdo e corpo ao produto final. O principal uso das carragenanas, em
particular na industria alimenticia € em produtos derivados do leite (GUISELEY et
al.,1980)

1.7.3. Hibrido D/L

Alem dos principais tipos de galactanas (agaranas e carragenanas), um terceiro
tipo foi identificado. Trata-se de um grupo de galactanas que apresentam caracteristicas
tanto de agaranas quanto de carragenanas. Inicialmente, esse novo grupo foi chamado
de carrdgar (CHOPIN; KERIN; MAZEROLLE, 1999), mas, posteriormente, STORTZ e
CEREZO (2000) propuseram o nome galactana DL-hibrida. A principal caracteristica
das galactanas DL-hibridas esta na unidade B da estrutura regular das galactanas, que
pode ocorrer tanto na forma D quanto na forma L. Dessa forma, a determinagdo das

unidades enantioméricas é o ponto fundamental para a caracterizacao dessas galactanas.

[ (— 3)-p-D-galactopiranose - (1—4)-a- D/L-galactopiranose-(1—) | »

Unidade A Unidade B
(D-) (D-eL-)
FIGURA 05: Representacdo esquematica estrutural das galactanas DL-hibridas de algas

vermelhas

As galactanas DL-hibridas séo definidas de acordo com a proporcéo da
configuracdo presente na unidade B das galactanas. Quando a molécula é constituida
principalmente por carragenanas (a-D-galactose), a galactana hibrida é denominada
carragenana-hibrida-p/L, mas quando as principais unidades dissacaridicas séo
moléculas de agaranas (a-L-galactose), o polimero hibrido é denominado de agarana-
hibrida-o/L (ESTEVEZ; CIANCIA; CEREZO, 2004).

A recente descoberta das galactanas do DL-hibridas proporcionou o estudo mais
minucioso das algas consideradas anteriormente como agarofitas ou carragendfitas

exclusivas. Apesar de o género Gymnogongrus ser considerado como carragenofito,
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ESTEVEZ, CIANCIA e CEREZO (2004) encontraram uma galactana DL-hibrida, com
maiores quantidades de agaranas e carragenanas tipicas e menores quantidades de
agaranas com padrdo nao usual. A alga Kappaphycus alvarezii apresentou uma
galactana DL-hibrida constituida de agaranas e agarana-k-carragenana, € marcante
presenca de Ca”* e Mg?*. Os cétions divalentes atuariam como agente agregante entre
galactanas hibridas (ESTEVEZ; CIANCIA; CEREZO, 2004).

1.8. Algas Marinhas Cultivadas no Ceara

Em geral, as algas sdo utilizadas de varias formas, como na alimentacdo
direta e em produtos processados, como é o caso dos ficocoloides. Tradicionalmente, as
algas séo coletadas em populacdes de estoques naturais, mas estes vém diminuindo em
todos os bancos naturais onde ocorre este processo, por isso, as técnicas de maricultura
estdo superando o extrativismo desde 1993, onde os principais cultivos concentram-se
nas seguintes espécies: Laminaria japonica e Undaria pinnatifida (Phaeophyta),
Eucheuma spp., Gracilaria spp. e Porphyra spp. (Rhodophyta) e Monostroma sp.
(Chlorophyta). Na América Latina, o Chile tem se destacado com o cultivo de
Gracilaria chilensis. Foram muitos os trabalhos experimentais no Chile para que se
chegasse a uma producdo mais significativa. Segundo ALVEAL (1998) a maioria dos
cultivos iniciados por pescadores com assessoria técnica de pesquisadores logram éxito,
entretanto, diversos fatores prejudicam a atividade, como epifitismo, grandes marés,
condicdes climaticas, dentre outros.

O cultivo de algas para producdo de agaranas e carragenanas tem sido
advogado como prioritario no Brasil. O pais importa estes produtos em quantidades
significativas, e o mercado mundial apresenta demanda crescente (PAULA, 1998;
OLIVEIRA, 1992; CRICHLEY, 1993). Alguns esforcos j& foram realizados para se
cultivar espécies de macroalgas nativas do Brasil, mas apesar destes esforcos a
maricultura comercial somente tornou-se realidade para Gracilaria no Chile (PAULA,
1998), como foi mostrado anteriormente. OLIVEIRA e MIRANDA (1998) citam que
embora a exploragdo de macroalgas no Brasil tenha se iniciado por volta de 1940, seu
impacto econémico e, sobretudo, social tem sido muito pequeno.

A partir de 1997, foram iniciados os experimentos preliminares realizados

pelo Instituto Terramar e Universidade Federal do Ceard, na comunidade de Flecheiras
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(Municipio de Trairi). Nesta ocasido, a viabilidade do crescimento da Gracilaria cornea
(J. Agardh) e G. birdiae (Plastino e Oliveira, 2002) foi testada com 0s experimentos
iniciais conduzidos em uma pequena estrutura, em parceria com a Associacdo de
Moradores de Flecheiras, que posteriormente, estendeu-se também para a comunidade
de Guajiru. Atualmente as atividades de cultivo estdo em expansdo, onde 0 processo
produtivo estd sendo desenvolvido pela Associacdo de Produtores de Algas de
Flecheiras e Guajiru (APAFG), com Assessoria direta do Instituto Terramar e de outros
Orgdos envolvidos no processo.

O cultivo de Gracilaria objetiva ampliar a renda das comunidades da zona
costeira do Estado do Ceara. Além de dar lucro, a alga pode ainda ajudar na repovoacao
de lagostas, camardes e peixes, pois estes vém buscar protecdo sob o abrigo das algas.
No Chile, onde o cultivo de Gracilaria esta integrado as fazendas de salmédo, as algas
crescem muito bem e reduzem os amonios excretados pelos peixes. No litoral do
Nordeste brasileiro, sdo mais de 300 espécies de algas crescendo em bancos de corais e
recifes. O extrativismo, desde a década de 70, reduziu bastante e esta sendo substituido
pelo cultivo de algas com éxito.

As algas produzidas nesse cultivo (Flecheiras - Trairi), especialmente, a G.
birdiae, também sdo empregadas em estudos realizados na Universidade Federal do
Ceard. O projeto financiado pelo CNPq — Ct - Agro intitulado, “Aproveitamento de
Algas marinhas como suplemento nutricional de formulacdes alimentares alternativas
(multimistura)”, sob a responsabilidade do laboratorio de Algas Marinhas I do
Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular, teve como interesse principal
estudar a multimistura, utilizada como alimento em comunidades carentes brasileiras, e
introduzir o uso regional de farinhas de algas como suplemento da citada formulacdo. A
avaliacdo da constituicdo bioquimica e do valor nutricional de algumas espécies de
algas foram avaliados nos ultimos experimentos nutricionais, tendo sido a espécie
cultivada G. birdiae, a escolhida para a continuagdo dos experimentos. A FIGURA 06
mostra a foto da alga Gracilaria birdiea e 0 modelo esquemético das condigdes de

cultivo dessa espécie.
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FIGURA 06: (I) Foto de G. birdiae; (II) Modelo esquematico do cultivo de algas

marinhas em Flecheiras.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos Gerais

Esse trabalho tem como um dos objetivos avaliar a estrutura quimica dos

polissacarideos da Rhodophyta Gracilaria birdiae, extraidos a cada més, em um

periodo de doze meses, fazendo um comparativo e identificando possiveis mudancas

estruturais, assim como suas implicagdes na qualidade do &gar, visando possiveis

aplicagdes bioldgicas, biotecnoldgicas ou industriais. Além disso, este trabalho também

visa realizar um estudo da sazonalidade da alga marinha G. birdiae, com relacdo a

presenca de atividade hemaglutinante e composicdo minima, durante o periodo de um

ano.

2.2. Objetivos Especificos

>

Avaliar o rendimento do polissacarideo extraido de G. birdiae, a cada més,
durante um ano, proveniente do cultivo de algas marinhas em Flecheiras (CE).
Determinar a massa molar dos polissacarideos através de Cromatografia em
Permeacédo em Gel (GPC);

Determinar a estrutura quimica fina dos polissacarideos de G. birdiae através de
métodos quimicos e espectroscopicos;

Determinar os teores de cinzas, fibra bruta, extrato etéreo, umidade, proteina e
valor cal6rico, através da analise centesimal mensal da farinha da alga G. birdiae
Realizar mensalmente, ensaios de hemaglutinacdo com o extrato protéico da
alga G. birdiae, visando detectar o periodo de maior atividade da lectina;
Realizar dosagens de proteinas (Lowry) no extrato protéico com o intuito de
verificar possiveis variacbes no contetdo de proteinas sollveis ao longo do

periodo investigado.
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3. Materiais e Métodos
3.1. Materiais
3.1.1. Algas Marinhas

Os exemplares da alga marinha cultivada Gracilaria birdiae foram coletados em
estrutura de cultivo, na praia de Flecheiras (3°22°S, 39°25°W), municipio de Trairi,
Ceara. Apos coleta, os exemplares foram guardados em sacos plasticos etiquetados, com
a identificacdo da espécie e transportados em recipientes térmicos em baixa temperatura
para o Laboratorio de Algas Marinhas | da Universidade Federal do Ceara-Brasil.

3.1.2. Células Sanguineas

Eritrocitos de galinha foram obtidos de animais criados no Departamento de

Zootecnia do Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal do Ceara.

3.1.3. Reagentes

- Alcool etilico comercial e acetona (P.A.) foram obtidos comercialmente,

sulfato de sddio e albumina sérica bovina, da Sigma — Aldrich, St. Louis, EUA.

Todos os demais reagentes sdo de Grau Analitico e foram obtidos comercialmente.

3.2. Métodos

3.2.1. Tratamento da Alga Marinha

Os exemplares da alga marinha vermelha Gracilaria birdiae, uma vez no

laboratdrio, foram lavadas com agua destilada e separadas de epifitas e outras algas,
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sendo entdo estocadas em sacos plasticos e armazenadas a -20°C, para posterior

utilizacéo.

3.2.2. Analise Elementar da Alga Marinha Vermelha Gracilaria birdiae.

Amostras da alga marinha vermelha Gracilaria birdiae foram utilizadas para

estudos de analise elementar, como descrito a seguir.

3.2.2.1. Umidade

Aproximadamente 4g da amostra foram pesadas (balanca analitica TECNAL
GEHARA, modelo BG400 Il) em pesa filtro tarado. As amostras foram secas em estufa
a temperatura estabilizada de 105°C (Estufa de esterilizacdo e secagem 1.6
ODONTOBRAS; temperatura de 0-300 °C), durante 12 horas, levadas ao dessecador e
apos o equilibrio térmico foram pesados. Em seguida os pesa-filtros retornaram a estufa
por mais 12 horas, sendo esta etapa repetida até o aparecimento de pesos constantes. A
perda de agua na secagem foi calculada pela diferenca entre os pesos das amostras
Umidas e o peso das mesmas secas. A determinacao de umidade foi realizada conforme
metodologia da A.O. A.C (1990).

3.2.2.2. Proteinas

O teor de proteinas foi determinado conforme o método de Kjeldhal citado pela
A.O0.A.C (1990). Uma amostra de 2g foi pesada e colocada em baldo de Kjeldhal com
auxilio de 30 mL de H,SQOy,; a qual foi adicionado 0,5g de catalisador sulfato de cobre e
9,5¢g de sulfato de sodio. O baldo foi levado ao digestor (Modelo TE 40/25 — TECNAL)
para mineralizacdo da matéria organica; depois foi deixado esfriar e a0 mesmo foi
acrescentado 200 mL de &gua destilada, aproximadamente 1g de zinco em p6 e 100 mL
de NaOH 40%. Foi destilado cerca de 2/3 do volume inicial utilizando como solugéo
receptora 50 mL de acido sulfdrico 0,1N e vermelho de metila como indicador. Apos a
destilacédo, foi titulado (Aparelho de titulacdo de nitrogénio TE 036/1 — TECNAL) o

excesso de acido sulfarico com solugdo de NaOH 0,1N.
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O célculo do percentual de proteina foi realizado através da formula:
Proteina = V x 0,14 x 6,25
P

Onde: V = diferenca entre o volume (mL) de acido sulfdrico 0,1N adicionado e o

volume (mL) da solucdo de NaOH 0,1N gasto na titulacdo; P = massa da amostra (g).
3.2.2.3. Cinzas

Amostras (4 g) da alga foram pesadas em cadinho de porcelana previamente
tarado em balanca analitica e em seguida a amostra foi transferida para o forno mufla
(Modelo EDGCON 1P) a uma temperatura até 550°C onde se dad a completa
mineralizacdo e carbonizagdo da mesma. O teor de cinzas foi obtido através da
diferenca entre a massa bruta dos cadinhos apds a incineracdo e a massa dos cadinhos

tarados, em relacdo a massa da amostra utilizada (A.O.A.C, 1990).

3.2.2.4. Lipideos

O teor de lipideos presente no extrato etéreo obtido a partir da amostra, farinha
da alga G. birdiae, foi determinado através do método descrito pela A.O.A.C (1990). As
amostras secas provenientes da determinacdo de umidade foram pesadas, transferidas
para cartuchos filtrantes, que foram colocados no aparelho extrator (Aparelho de Soxlet,
marca FANEM, modelo 308.26), onde foi posto aproximadamente 100mL de hexano
como solvente. O periodo de extracdo foi completado em 8 horas e, ao final da extracao,
apos a recuperacdo do solvente adequadamente, os frascos receptores foram transferidos
para secar na estufa a 100°C, e depois pesados até ser obtido peso constante. O peso dos
lipideos foi obtido pela diferenca entre os pesos dos frascos com a amostra e com 0 peso

da tara.

3.2.2.5. Carboidratos Totais

Os carboidratos totais, presentes na farinha da alga G. birdiae, foram obtidos por

diferenca segundo o método de PEARSON (1976) pelo emprego da seguinte equacao:

% Carboidratos = (100% da matéria seca) — [(% Lipideos)+(% Cinzas)+(% Proteinas)]
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3.2.2.6. Fibra Bruta

Esta determinacdo foi realizada segundo o método de HENNEBERG citado por
WINTON & WINTON (1958). A 1,0 g da amostra desengordurada foi adicionado
acido sulfarico (1,25%) previamente aquecido e, ap6s 30 minutos de aquecimento até
alcancar a fervura, essa amostra foi filtrada em papel de filtro quantitativo (faixa preta),
previamente aquecido em estufa a 105°C por 1 hora e pesado. Em seguida, o papel com
o residuo foi lavado com agua quente até ndo haver reacao basica com o papel indicador
de pH. Posteriormente, o residuo foi lavado por 3 vezes com alcool etilico e 2 vezes
com éter etilico. O solvente evaporou e em seguida o papel com o residuo foi colocado
em estufa a 105°C, para secagem, até alcancar um peso constante. Em um cadinho de
porcelana previamente tarado, o papel encerrando o residuo foi a este juntado, queimado
em bico de Bunsen, e em seguida incinerado em forno mufla a uma temperatura de
550°C.

O célculo da fibra bruta foi calculado através da seguinte férmula:
[P+F+C)-P]-C=F %F= F x 100

—
Onde: P = peso do papel; F=fibra; C= cinza.

3.3. Preparacdo do Extrato Total

A alga marinha vermelha Gracilaria birdiae, ap6s descongelamento e secagem
em papel de filtro, foi triturada em almofariz de porcelana na presenca de nitrogénio
liquido e a farinha obtida foi utilizada para extracdo das proteinas soltveis. O tampéo
fosfato de sddio 0,02 M, pH 7,0 foi adicionado a essa farinha, na propor¢édo de 1:5 (p/v)
e a mistura foi deixada em contato por 4 horas, a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, a amostra foi filtrada em tecido fino e centrifugada a 14.300 x g, 4 °C por 30
minutos. O residuo obtido foi desprezado e o sobrenadante, denominado extrato total,
foi empregado nos ensaios de atividade hemaglutinante, dosagens de proteinas e

carboidratos.
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3.4. Determinacdo de Proteina

As dosagens de proteinas nos extratos protéicos totais de G.birdiae foram feitas
segundo o método de LOWRY et al. (1951). A 1mL da amostra previamente diluida
foram adicionados 5 mL do reagente FOLIN C e, ap6s 10 minutos de repouso, foram
adicionados 0,5 mL do reagente FOLIN D. Apds repouso de 30 minutos, as
absorbancias foram lidas a 750 nm em Espectrofotdmetro Spectronic modelo 20
GENESYS. A concentracéo de proteinas foi estimada com relacdo a uma curva padrao

obtida com albumina sérica bovina (BSA).

3.5. Determinacdo de Carboidratos Soluveis

O teor de carboidratos foi determinado seguindo o método de DUBOIS et al.
(1956). Para 1mL da amostra, adicionou-se 1 mL de fenol a 5% e 5 mL de &cido
sulfurico concentrado. Ap0s agitacdo, a amostra permaneceu em repouso por 15
minutos e as leituras foram feitas a 490 nm em espectrofotdmetro Genesys — Spectronic
20. A concentracdo de carboidratos sollveis foi estimada com relacdo a uma curva
padrdo obtida com galactose.

3.6. Determinacédo da Atividade Hemaglutinante

A atividade hemaglutinante foi determinada através de diluicdes seriadas em
tubos de ensaio. Em cada tubo foram adicionados 100 ul de NaCl 150 mM. No primeiro
tubo foram adicionados 100 ul da amostra e, umas séries de diluicBes duplas foram
feitas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, etc.), sendo o tubo completamente homogeneizado antes de
cada transferéncia. A cada diluicdo foram adicionados 100ul de eritrocitos a 2% e a
reacdo foi incubada a temperatura ambiente por 60 minutos, conforme descrito por
MOREIRA e PERRONE (1977). Posteriormente, o material foi centrifugado a 2.000 x
g, por 30 segundos e os resultados foram lidos macroscopicamente, sendo o titulo
expresso em Unidade de Hemaglutinagdo (UH/ mL), que é o inverso da maior diluicdo

da amostra que apresentar nitida aglutinacéo.
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3.7. Extracgdo dos Polissacarideos

A alga marinha Umida passou por um processo de secagem a temperatura
ambiente, exposta ao sol para despigmentacdo, seguido de maceragdo com nitrogénio
liquido. Depois de triturada, uma amostra de 5 g da alga marinha foi submetida a
extracao aquosa (0,5 % p/v) sob agitacdo mecanica, a temperatura de 100 °C por 4horas.
ApOs essa etapa, 0 extrato aquoso foi filtrado em tecido de nylon, e ao sobrenadante foi
adicionado cloreto de sodio na concentracdo de 1:1. Em seguida foi adicionado etanol
(4:1; etanol:extrato) para precipitacdo dos polissacarideos. Por Gltimo, o carboidrato foi
filtrado (vacuo) em funil de placa sinterizada (n° 2) e seco em acetona P.A. Essa fracdo

obtida a partir da extracdo a quente foi denominada de G.b. (FIGURA 07).
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ALGA SECA E MOIDA
(59)

Extracéo aguosa 100 °C
- Agitacdo mecanica por 4 h (0,5 %, p/v)
- Filtracdo em tecido de nylon

Sobrenadante | Residuo 1
- NaCl (1: 1)
- Precipitagdo com - - Descartado

Etanol (4 volumes)
- Filtracdo a vacuo (funil
de placa sinterizada n° 2)

Polissacarideo
precipitado

- Acetona (para secagem)
- Filtracdo a vacuo (funil de
placa sinterizada n° 2)

Polissacarideo de
Gracilaria birdiae
(G.b.)

FIGURA 07. Extracdo aquosa dos polissacarideos da alga vermelha Gracilaria birdiae,

a 100 °C.
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3.8. Métodos Analiticos para Analise dos Polissacarideos
3.8.1. Determinacdo do Rendimento do Polissacarideo Extraido de G. birdiae

O rendimento da extracdo foi calculado a partir de 5 g da alga seca triturada em
nitrogénio liquido. Apds a extracdo e secagem dos polissacarideos, estes foram pesados

em balanca analitica e foi calculado o rendimento da extracgéo.
3.8.2. Dosagem de Proteinas

A quantificacdo de proteinas nas amostras de polissacarideos foi calculada por
microanalise elementar a partir da porcentagem de nitrogénio (%N) usando um fator de
corregédo de 6,25, proposto por MARKS, BAUM e SWAIN (1985).

3.8.3. Dosagem de Sulfato

As dosagens de sulfato nos polissacarideos de G. birdiae extraidos a 100° C
foram determinadas por microanalise elementar (Perkin Elmer CHN 2400), proposto
por MARKS, BAUM e SWAIN (1985)

3.8.4. Cromatografia de Permeacgdo em Gel (GPC)

A distribuicdo das massas molares dos polissacarideos de G birdiae foi
determinada por cromatografia de permeacdo em gel (GPC), em equipamento Shimadzu
com detectores de indice de refragdo e UV-visivel a 254 nm, a temperatura ambiente
com coluna de Ultrahydrogel (7.8 x 300 mm) e fluxo de 0.5 mL/min. Esse ensaio foi
realizado no Departamento de Quimica da Universidade Federal do Ceara.

Para esse ensaio foi usado uma solucéo de polissacarideo de G. birdiae 0.5 % e
NaNO3z; 0,1 M como solvente. O volume injetado das amostras e dos padrdes foi de 50
uL. Amostras de pululanas (Shodex Denko) de diferentes massas molares (5.9 x 10°,
1,18 x 10%, 4.73 x 10%, 2.12 x 10° e 7.8 x 10° g/mol) foram usadas como padrdes para a

determinacdo das massas molares.
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3.8.5. Espectroscopia de Absorcéo na Regido do Infravermelho (FT-IR)

Espectros na regido do infravermelho das amostras dos polissacarideos de G.
birdiae foram produzidos com espectrofotdmetro Shimadzu IR (modelo 8300) na regido
de 4000 cm™ a 400 cm™, em pastilhas de KBr.

3.8.6. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *C e 'H)

Espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) **C e *H foram feitas no
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Ceard em espectroscépio da
marca Bruker, modelo AVANCE — DRX — 500.

Para a obtencdo dos espectros de RMN, uma amostra do polissacarideo foi
dissolvida em agua deuterada (D?O - ~30 mg/mL™) em tubos de didmetro externo de 5
mm. O ensaio foi realizado a 70° C por 12 horas usando Sodium 2,2 -

dimethylsilapentane - 5 - Sulfonate (DSS) como padrio interno (0.00 ppm para *H).
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4. Resultados e discussao

4.1. Composigéo Elementar da Farinha da Alga Marinha Gracilaria birdiae

A literatura sobre a constituicdo quimica das algas marinhas é escassa, porém,
alguns dados ja foram publicados para espécies de algas marinhas da costa cearense. No
presente trabalho realizamos esta andlise durante um ano, da espécie cultivada
Gracilaria birdiae, visando verificar principalmente, a variacdo do teor protéico bruto,
fibra bruta e de carboidratos. Os dados desta analise em G. birdiae, servirdo de base
para estudos posteriores com relagdo a sua utilizacao.

As propriedades nutricionais das algas normalmente sdo avaliadas a partir de sua
composicdo quimica. A alga marinha vermelha G. birdiae, quando analisada em relagdo
a sua composicdo minima (TABELA 03), demonstrou um maior contetdo de
carboidratos, com percentuais menores de proteina bruta, residuo mineral, fibra bruta e
lipideos. Os resultados obtidos para essa espécie concordam com o0s obtidos para
Enantiocladia duperreyi (BENEVIDES et al., 1998), Solieria filiformes (BENEVIDES
et al., 1996) e Vidalia obtusiloba (MELO, 2000).

O estudo de sazonalidade de G. birdiae (FIGURA 07) revelou uma variacdo
muito pequena no percentual de matéria seca, com o menor valor (11,57%) em
novembro/06 e o maior valor (15,34%) em marco/07. O conteldo de proteina bruta,
apesar de pequeno, variou ao longo do periodo investigado, apresentando valores mais
elevados e comparaveis entre os meses de julho a novembro de 2006, com uma média
de 12,58% e nos meses subsequentes (entre dezembro/06 a mar¢o/07) os valores foram
menores, apresentando média em torno de 7,68%. BENEVIDES et al. (1999), ao
estudarem a variacdo sazonal da composicdo quimica de duas espécies de algas
vermelhas, encontraram para Gracilaria domingensis, uma varia¢do pequena no teor de
proteinas totais ao longo do periodo de estudo, enquanto que para Gelidium pusillum,
observaram uma variacdo mais expressiva para o conteudo de proteinas totais ao longo
do mesmo periodo, com valor maximo de 8,9% em Fevereiro e Outubro de 1994.
MELO (2000) ao investigar a variacdo sazonal da alga marinha Vidalia obtusiloba,
encontrou uma ampla faixa de variacdo no conteudo de proteinas totais (2,62% —
23,13%) e atribuiu este resultado, ao ciclo reprodutivo da alga, ja que ela passa

sucessivamente pelas formas gametofiticas (hapldide) e esporofiticas (dipldide),
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contendo estruturalmente diferentes proteinas. Segundo MARINHO-SORIANO (2006)
0 conteldo de proteina esta positivamente relacionado com os niveis de nitrogénio e
negativamente relacionado com a temperatura da agua e a salinidade. No que diz
respeito ao teor de lipideos de G. birdiae, foi observado em julho/06, 2,99% de lipideos
na matéria seca enquanto que em abril/O7 o conteudo de lipideos praticamente
desapareceu (0,03%). O maior valor de fibra bruta também foi encontrado em julho/06
(9,91%) e o menor valor ocorreu em abril/07 (6,52%). O conteido de residuo mineral
aumentou aproximadamente 2,67 vezes de abril/06 (4,24%) a dezembro/06 (11,35%).
Para carboidrato total, obtido por diferenga, a variacdo foi quase imperceptivel, tendo
em novembro/06 (77,2%) seu menor valor e em abril/06 (87,48%) seu valor maximo.
ROSEMBERG & RAMUS (1982) relatam que o0 aumento da sintese de carboidrato esta
relacionado com o periodo de méximo crescimento (biomassa) do organismo (algas),
com o aumento de sua atividade fotossintética e com a reducdo no contetdo de
proteinas (dados ndo mostrados). A FIGURA 09 mostra que o teor de proteina bruta
variou inversamente ao contetdo de carboidrato, ou seja, nos meses em que a sintese de
proteina foi maior, a sintese de carboidrato foi menor e nos meses em que a sintese de
proteina diminuiu, a de carboidrato aumentou. Esse resultado obtido para G. birdiae
concorda com os obtidos para Gracilaria cervicornis e Sargassum vulgare
(MARINHO-SORIANO, 2006), onde os autores confirmam que o periodo de maior
sintese de carboidrato € marcado pelo aumento da temperatura, da salinidade e da
intensidade de luz solar. A TABELA 04 mostra valores da composi¢do quimica de

outras espécies de algas.
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TABELA 03. Analise centesimal da farinha da alga Gracilaria birdiae.

Umidade Matéria Proteina Extrato Fibra  Cinzas  Carboidrato Energia
Més seca Bruta Etéreo Bruta (diferenca)  (Kcal/Kg)

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Abril/06 86,31 13,69 7,48 0,80 759 424 87,48 3567,00
Maio/06 85,43 14,57 8,22 0,65 7,04 447 86,66 3523,00
Junho/06 87,79 12,21 8,92 1,02 8,53 6,38 83,68 4104,01
Julho/06 85,95 14,05 13,68 2,99 9,91 5,05 78,28 4160,43
Agosto/06 87,59 12,41 11,88 1,5 8,66 5,53 81,09 4139,75
Setembro/06 88,26 11,74 12,52 0,94 7,88 5,63 80,91 3971,02
Outubro/06 88,36 11,64 12,40 1,38 8,34 5,09 81,13 4323,54
Novembro/06 88,43 11,57 12,42 0,40 8,65 9,98 77,20 4002,71
Dezembro/06 86,49 1351 7,10 0,40 8,35 11,35 81,15 4080,08
Janeiro/07 87,97 12,03 6,46 0,54 885 7,50 85,50 4029,63
Fevereiro/07 87,18 12,82 10,06 0,55 8,70 4,67 84,72 4153,21
Margo/07 84,66 15,34 7,12 0,27 841 539 87,22 5362,04
Abril/07 85,71 14,29 12,95 0,03 6,52 8,07 78,95 5528,78
Média 10,09+ 0,88+ 8,26+ 6,41+ 82,61+

2,58 0,74 0,84 2,16 3,42

Resultados com base na Matéria Seca.
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TABELA 04. Andlise quimica de diferentes espécies de algas relatadas por varios autores.

Umidade Proteina Extrato Fibra Residuo  Carboidrato
Umidade Bruta Etéreo Bruta Mineral  (diferenca)

Espécies (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Ulva rigida (a) 6,40 0,30 52,00 18,10
Gelidium 11,80 0,90 14,00 43,10
pristoides (a)

Caulerpa 3,98 1,36 55,11 3,60
racemosa (b)

Sargassum 8,72 6,57 44,29 3,73
filipendula (b)

Gracilaria 5,47 521 29,06 36,29
cérnea (b)

Ulva lactuca 10,60 7,06 1,64 55,40 14,60
(©)

Hypnea 9,95 19,00 1,42 4,28
japonica (c)

Porphyra 34,20 0,70 480 8,70 40,70
tenera (d)

Enteromorpha 9,00 9,45 36,38

sp. (e)

Gracilaria 14,33 22,96 0,43 5656 7,72 63,12
cervicornis (f)

Sargassum 14,66 15,76 0,45 7,73 14,20 67,80
vulgare (f)

Resultados com base na Matéria Seca.
(@) Foster and Hodgson (1998).
(b) Robledo and Freile-Pelegrin (1997).
(c) Wong and Cheung (2000).
(d) Arasaki and Arasaki (1983).
(e) Aguilera-Morales et al. (2005).
() Marinho-Soriano et al. (2006).
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4.2. Atividade Hemaglutinante Especifica do Extrato Protéico (1:5) de G. birdiae.

O estudo da variacdo sazonal no extrato protéico com base na quantidade de
proteinas solUveis e na atividade hemaglutinante (TABELA 05) revelou uma pequena
variacdo no teor de proteinas soltveis, com valor maximo (0,94 mgP/mL) em
novembro/06 e minimo no més de dezembro/06 (0,39 mgP/mL), uma reducdo de
aproximadamente 2,41 vezes. Em geral, a atividade hemaglutinante observada em
Gracilaria birdiae é fraca (titulo variando de 22 — 2%), porém, ela esteve presente ao
longo de todo o periodo estudado, com excecdao no més de dezembro/06. A atividade
hemaglutinante especifica foi menor no més de maio/06 (2,79 U.H./mgP), enquanto que
no més de junho/07 houve um aumento acentuado (33,05 U.H./mgP). Com esse
resultado, observa-se que mesmo que as proteinas sollveis tenham apresentado teores
mais baixos (0,484 mgP/mL) no més de junho/07, as proteinas capazes de causar
aglutinacdo de suspens@es de eritrocitos de galinha tratados com tripsina (atividade
hemaglutinante especifica) se mostraram mais ativas nesse més. CHILES & BIRD
(1989) observaram que muitos dos ensaios feitos para deteccdo de lectinas em algas
marinhas, tiveram resultados erréneos, devido a presenca de inibidores protéicos
enddgenos em concentracdes varaveis nos extratos. Esta afirmacdo pode justificar o fato
de que concentracdes menores de proteinas sollveis no extrato protéico do més de
junho/06 de G. birdiae, terem apresentado atividade hemaglutinante especifica mais

elevada.
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TABELA 05. Dosagem de proteinas (Lowry) e atividade hemaglutinante especifica do extrato
protéico de G. birdiae.

Més Volume (mL) Proteina Atividade Hemaglutinante
Soluvel U.H.Total U.H/mgP
(mg/mL)
Abril/06 25 0,425 100 9,41
Maio/06 25 0,717 50 2,79
Junho/06 25 0,870 400 18,39
Julho/06 25 0,752 100 5,32
Agosto/06 25 0,716 100 5,58
Setembro/06 25 0,420 200 19,04
Outubro/06 25 0,597 50 3,35
Novembro/06 25 0,940 200 8,51
Dezembro/06 25 0,390 S/IA S/IA
Janeiro/07 25 0,516 100 7,75
Fevereiro/07 25 0,400 100 10,00
Marco/07 25 0,515 200 15,53
Abril/07 25 0,568 400 28,17

- Dosagens feitas no extrato protéico na concentragdo de 1:5.

- Atividade hemaglutinante testado no extrato protéico de G. birdiae na concentragdo de
1:5, utilizando sangue de galinha tratado com tripsina.

- S/A: Sem atividade.

56



4.3. Variacdo Sazonal do Polissacarideo de G. birdiae.

4.3.1. Rendimento do Polissacarideo Extraido de G. birdiae.

Algas da espécie Gracilaria birdiae foram coletadas no periodo de dezembro/06
a novembro/07 em uma fazendo de crescimento na praia de Flecheiras/Trairi. O
polissacarideo extraido a quente (100°C por 4 h), apresentou rendimento bastante
elevado (FIGURA 12) com um rendimento médio de 56,5%. Durante o periodo
avaliado o maior rendimento foi observado no més de agosto/07 (72%) e o menor no
més de setembro/07 (41,8%). Se comparado com o polissacarideo da mesma alga
utilizando a extracao a frio, observa-se um aumento de 8,7 vezes. Esse elevado teor de
polissacarideo extraido de G. birdiae por este método, indica uma boa vantagem para
extracdo comercial de agaranas desta espécie de alga. MARINHO-SORIANO (2003),
estudando o efeito da sazonalidade, no rendimento de &gar de das espécies Gracilaria
gracilis (méaximo - 30% e minimo — 19%) e Gracilaria bursa-pastoris (maximo - 36% e
minimo — 23%) observou que 0 maior rendimento ocorreu no verdo e na primavera,
onde também foi observado os maiores valores de temperatura e salinidade. Dessa
forma, os autores sugeriram que esses dois parametros podem influenciar na biossintese
de &gar.

Rendimento de carboidratos
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FIGURA 12. Rendimento dos polissacarideos de G. birdiae extraidos em diferentes
periodos.
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TABELA 06. Rendimento e Dosagem de Carboidratos Soluveis do Polissacarideo de

Gracilaria birdiae

Més/Ano Rendimento( %) Carboidrato* Umidade(%)
(mgC/mL) (%)

Dezembro/06 55,0 0,850 93 8,6
Janeiro/07 59,8 0,768 82 6,3
Fevereiro/07 49,5 0,809 87 7,0
Marcgo/07 54,0 0,834 90 7,3
Abril/07 53,2 0,768 86 10,7
Maio/07 61,2 0,890 97 8,2
Junho/07 64,4 0,577 63 8,3
Julho/07 64,4 0,612 67 8,7
Agosto/07 72,0 0,561 62 9,5
Setembro/07 41,8 0,535 59 9,3
Outubro/07 53,6 0,603 67 10,0
Novembro/07 49,4 0,607 67 94

* Valores corrigidos com base na umidade.
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TABELA 07. Rendimento de agar de algumas espécies de Gracilaria

Espécie Rendim.(%) Localidade Fonte

G. dura 32-35° Franca Marinho-Soriano;Bourret, 2005.
G. cervicornis 11-20° Brasil (RN) Marinho-Soriano, 2001.

G. cervicornis 39,3 México Freire-Peregrin;Murano, 2005.
G. corticata 21,8 Madacascar Adriamanantoanina et al., 2007.
G. fisheri 13,3 Tailandia  Praiboon et al.,2006.

G. edulis 10,9 Tailandia  Praiboon et al.,2006.
Gracilaria sp. 39,4 Japéao Praiboon et al.,2006.

G. gracilis 11,1 -18,7° Franca Mollet;Rahaoui;Lemoine, 1998.
G. bursa-pastoris 34,8 Franca Marinho-Soriano, 2001

G. dura 33,5 Franga Marinho-Soriano, 2001

G. gracilis 30,0 Franga Marinho-Soriano, 2001

G. salicornia 30,2 Tanzénia  Buriyo; Kivaisi, 2003

G. cornea 29 - 41 Brasil (RN) Marinho-Soriano, 2001.

G. cornea 21,4 Brasil (CE) Melo et al., 2002.

G. bursa-pastoris 36,5 38,3 Franca Marinho-Soriano et al., 1999.
G. birdiae 6,5 Brasil (CE) Maciel et al., 2008.

a: Maximo més de outubro e minimo no més de junho

b:Maximo e minimo na estacdo seca

¢: Maximo més de marco e minimo més de abril

d: Extracdo a partir do estagio vegetativo e reprodutivo da alga, respectivamente.

4.3.2. Microanalise Elementar do Polissacarideo Extraido de G. birdiae.

O teor médio de proteinas (TABELA 08) é bastante inferior ao observado para o
extraido da mesma alga a frio (7,6%), provavelmente devido a maior solubilizagdo do
polissacarideo a quente do que da proteina. HOLANDA (2007) estudando a alga
vermelha Solieria filiformes também encontrou um baixo teor de proteina (5,5%) na
fracdo extraida a quente (90°C — 4h). O grau de sulfatagdo (GS) foi calculado com base
na metodologia utilizada por Maciel (2008), levando em consideragédo a %S e %C
obtida por microanélise. O GS é definido como o nimero de OSO3" atomos de enxofre
por unidade dissacaridica, a qual possui 12 &tomos de carbono.

GS = (%S / massa molar de S) / (%C / massa molar de C x 12) = 4,5 x (%S / %C)
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O grau de sulfatacdo (GS) médio determinado (0,15) € menor do que o

determinado por MACIEL et al. (2008), na extracgéo a frio, que foi de 0,22, o que indica

uma diminuicdo na propor¢cdo do precursor bioldgico da agarana, onde 0S grupos

sulfatos estdo presente no carbono -6 da a-L-galactose. A tabela 9 mostra o contetdo de

NaSO; para vérias espécies de Gracilaria. O teor médio de NaSOs é similar ao obtido

por CRAIGIE et al. (1984) para G. tikvahiae e inferior ao encontrado em muitos

polissacarideos extraidos de espécies de Gracilaria.

TABELA 08. Microanélise do polissacarideo extraido a 100°C de Gracilaria birdiae

Amostras % S GS NaSO; % C %H % N Proteina
G. birdiae (%6p/p) %
DEZ/06 1,47 0,17 4,70 39,70 6,73 0,36 2,30
JAN/07 1,62 0,19 5,20 38,90 6,30 0,55 3,40
FEV/07 1,33 0,15 4,30 39,80 6,40 0,56 3,51
MAR/07 0,99 0,11 4,20 40,40 6,80 0,51 3,20
ABR/07 1,39 0,15 4,50 40,50 6,90 1,71 10,70
MAI/07 1,35 0,15 4,30 40,10 6,30 0,64 4,00
JUN/07 1,22 0,14 3,90 39,30 6,70 0,63 4,00
JUL/07 1,28 0,14 4,10 40,10 7,08 0,82 513
AGO/07 1,02 0,11 3,30 41,07 7,17 0,73 4,60
SET/07 1,60 0,18 512 39,93 6,86 0,92 5,80
ouT/07 1,40 0,15 4,50 40,55 7,00 0,76 4,80
NOV/07 1,50 0,17 4,80 39,55 7,04 0,81 5,10

TABELA 09. Comparacao com agares de diferentes espécies de Gracilaria

Polissacarideo NaSO;3 (% p/p) Referéncias

G. tikvahiae 4,3 Craigie et al. (1984)
G. sjoestedtii 2,3 Craigie et al. (1984)
G. textorii 13,9 Craigie et al. (1984)
G. dominguensis 7,6 Valiente et al. (1992)
G. mammillaris 8,9 Valiente et al. (1992)
G. cornea 4,8 Melo et al. (2002)

G. birdiae 6,4 Maciel et al. (2008)
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4.4. Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

Polissacarideos sdo macromoléculas polidispersas quanto a massa molar, ou
seja, ndo possuem massa molar precisamente definida. Dessa forma, a massa molar dos
polissacarideos € representada pela média da massa molecular dos polimeros
semelhantes na estrutura, pois variam com o tamanho da cadeia (STANLEY, 1995).

Os cromatogramas de GPC do polissacarideo de G. birdiae extraido a 100° C
estdo apresentados na FIGURA 13 (a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, I, m). Em geral, s&o
observados um pico principal, em aproximadamente 7,58 mL e um ombro em
aproximadamente 9,2 mL de volume de eluicdo, com excecdo dos meses de agosto,
outubro e novembro de 2007, que apresentaram cromatogramas com pico principal em
aproximadamente 8,27 mL de volume de eluicdo, detectados pelo indice de refragdo. As
massas molares dos picos foram estimadas a partir da equacéo log M,, = 12,65 — 0,96
Ve, onde Ve corresponde ao volume de elui¢do. O coeficiente de correlacdo linear para
essa reta foi 0,9980.

Os cromatogramas de GPC para o polissacarideo extraido a 100° C,
apresentaram altas massas molares (tabela 10), variando de 0,24 x 10* a 8,51 x 10°
g/mol. O polissacarideo de G.birdiae comporta-se como um sistema polidisperso (picos
largos) semelhante a outros polissacarideos de algas, como G. cornea (MELO et
al.,2002) , Solieria filiformis (Holanda, 2007) e Botryocladia occidentalis (FARIAS et
al., 2000).
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FIGURA 13. Cromatograma de Permeacdo em Gel (GPC) do polissacarideo de G.
birdiae extraido a 100°C. (a) G. birdiae dez/06, (b) G. birdiae jan/07, (c)
G. birdiae fev/07, (d) G. birdiae mar/07, (e) G. birdiae abr/07, (f) G.
birdiae mai/07, (g) G. birdiae jun/07, (h) G. birdiae jul/07, (i) G. birdiae
ago/07, (j) G. birdiae set/07, (I) G. birdiae out/07, (m) G. birdiae nov/07.
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TABELA 10: Massas molares de cada pico das extragdes de polissacarideos de G.
birdiae a 100° C.

Volume de Massa Molar
Fracdes Picos Eluicéo

(mL) (g/mol)

G.b. dez/06 | 7,65 2,02 x 10°
G.b. jan/07 | 7,10 6,82 x 10°
G.b. fev/07 | 7,00 8,51 x 10°
I 7,75 1,62 x 10°

G.b. mar/07 | 7,83 1,35 x 10°
G.b. abr/07 | 7,15 6,11 x 10°
G.b. mai/07 | 7,7 1,81 x 10°
G.b. jun/07 | 7,65 2,02 x 10°
G.b. jul/07 | 7,10 6,82 x 10°
I 7,87 1,24 x 10°

G.b. ago/07 | 7,32 4,23x 10°
I 8,25 5,37 x 10*

G.b. set/07 | 7,52 2,7 x 10°
G.b. out/07 | 7,32 4,23 x 10°
I 8,15 6,7 x 10

G.b. nov/07 | 7,25 4,9 x 10°

I 8.43 3,6 x 10*




4.5. Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram utilizados para investigar a
estrutura dos polissacarideos extraidos a quente (100°C) da alga G. birdiae. A FIGURA
14 (a, b e c) mostra os espectros de RMN de proton para o os polissacarideos extraidos
nos meses de janeiro, abril e agosto de 2007. Os sinais de ‘H foram atribuidos
comparando-os com os dados obtidos por MACIEL et al. (2008) para o polissacarideo
de G. birdiae extraido a frio.

Os sinais devido aos protons anoméricos em 6 5,14 ¢ 5,28 foram atribuidos a 3,6 a-
L-anidrogalactose (LA) e a-L-galactose-6-sulfato (L-6S), respectivamente. O residuo L-6S
é um precursor biologico do LA. Os prétons anoméricos referentes a g-D-galactose (G’)
ligada a o-L-galactose-6-sulfato (L-6S) e o da p-D-galactose (G) ligada a 3,6 a-L-
anidrogalactose (LA) estdo em ~ & 4,45 e 4,55 respectivamente.

A partir da TABELA 11, é possivel fazer um comparativo entre a razdo molar
do residuo LA e L-6S dos trés meses investigados. A razdo molar foi obtida dividindo-
se a area do sinal referente a LA (0 5,14 ) pela area do sinal referente a L-6S (3 5,28).
Observa-se que o polissacarideo extraido no més de agosto possui um maior percentual

de 3,6 a-L-anidrogalactose do que nos outros meses investigados.

TABELA 11. Razao molar do residuo LA e L-6S de G.birdiae.

G. birdiae | LA/L-6S
Jan/07 1,18
Abr/07 1,95
Ago/07 3,14
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FIGURA 14. Espectro de RMN *H do polissacarideo de G. birdiae: (a) Janeiro/07, (b)

Abril/07, (c) Agosto/07.
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Os espectros de RMN de *3C dos polissacarideos extraidos nos meses de janeiro,
abril e agosto de 2007 sdo mostrados na FIGURA 15 (a, b e ¢). Na regido de carbono
anomérico (6 90 — 110) os espectros das amostras coletas em janeiro e abril,
apresentaram quatro sinais principais, os quais foram atribuidos tomando como base os
dados da literatura (USOV et al., 1997, USOV et al.,1980 e VALIENTE et al., 1992)
como C-1 de p-D-galactose (unidade G’) ligado a a-L-galactose-6-sulfato (L-6S) em &
103,6; C-1 de p-D-galactose (unidade G) ligado a 3,6 a-L-anidrogalactose em & 102,5, C-
1 do residuo de a-L-galactose-6-sulfato (L-6S) em & 101,3 ¢ C-1 de 3,6 a-L-
anidrogalactose (LA) em & 98,4. A amostra coletada em agosto ndo mostra sinais de C-1
devido aos residuos G’ e L-6S, indicando a auséncia ou a baixa quantidade do precursor
bioldgico da 3,6 a-L-anidrogalactose. Na extracéo a frio do polissacarideo de G. birdiae,
0s sinais de CH, do C-6 foram observados em & 69,6, 67,7, 61,9 e 61,6 e atribuidos aos
residuos LA, L-6S, G’ e G, respectivamente. Observa-se nos trés espectros que o sinal
devido a L-6S (6 67,2) diminui de janeiro a agosto, confirmando a diminui¢do do
precursor bioldgico do 3,6 a-L-anidrogalactose.

A TABELA 12 apresenta a composi¢cdo estimada das unidades presentes nos
polissacarideos extraidos a quente nos meses de janeiro, abril e agosto de 2007, essa

composic¢do aproximada foi realizada comparando a area dos carbonos anoméricos.

TABELA 12. Composicdo estimada das unidades presentes nos polissacarideos

extraidos a quente de G. birdiae.

Polissacarideo G. birdiae

Extracdo a quente LA~ L6S  GeG

Janeiro 352 12,0 528
Abril 395 6,1 54,4
Agosto 54,3 - 46,1

Extragéo a frio (Maciel, 2008) (40,5 9,2 50,3

Observa-se um aumento no teor de 3,6 a-L-anidrogalactose de janeiro a agosto
de 2007. Comparando o polissacarideo de G. birdiae extraida a frio com a amostra

extraida em agosto (a 100°C), o teor de 3,6 a-L-anidrogalactose aumentou 34%.
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FIGURA 15. Espectro de RMN *C do polissacarideo de G. birdiae: (a) Janeiro/07, (b)
Abril/07, (c) Agosto/07.
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TABELA 13: Assinalamentos de RMN de *H e **C para residuos de Gb-f (fracéo a

frio).

Residuo H assinalamento quimico (ppm)

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6
S-D-galactopiranosil 4.54 3.62 3.75 4.12 3.72 3.76
3,6-a-L-anidrogalactose 5.13 4.09 453 4.64 4.55 4.10
a -L-galactose-6-sulfato 5.28 3.85 3.94 nd nd 4.30
S-D-galactose ligadaa L-6S  4.43 3.72 nd nd nd 3.51

13C assinalamento quimico (ppm)

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
S-D-galactopiranosil 102.6  70.5 82.4 68.9 75.5 61.6
3,6-a-L-anidrogalactose 98.5 70.0 80.5 7.7 75.9 69.6
a -L-galactose-6-sulfato 101.3  69.9 69.3 78.9 71.0 67.7
p-D-galactose ligadaa L-6S 103.7 70.8 80.3 69.2 76.0 61.9

nd: ndo detectado

As TABELAS 13 e 14 referem-se aos dados de RMN (*H e **C) obtidos por

MACIEL et al. (2008) e outros autores da literatura, respectivamente. Estes, serviram de

base para determinacdo dos sinais das amostras de polissacarideos extraidos a quente de

G. birdiae nos meses de janeiro, abril e agosto de 2007 (TABELAS 15, 16 e 17).
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TABELA 14: Assinalamentos de referéncia do espectro de RMN de **C.

Unidade de residuo

3Carbono sinais quimicos (PPM)

Cl C2 C3 C4 C5 C6 Me

Usov et al. (1980)
(G-LA)n G 102.3  70.1 82.2 68.6 75.2 61.3

LA 98.2 69.7 80.0 77.2 75.5 69.7
G6M-4S 102.4  70.0 80.0 715 70.8 70.0 59.0
Lahaye et al. (1989)
(G-LA)Nn G 1024  70.2 82.2 68.8 75.3 61.4

LA 98.3 69.9 80.1 77.4 75.7 69.4
(G’-L6S) G’ 103.7  69.8 81.2 69.1 75.9 61.8

L6S 101.3 69.3 71.1 79.1 70.3 67.9
Miller e Furneaux (1997)
(G6M-A) G6M 102.3  70.1 82.1 69.0 735 71.7 59.1

LA 98.2 69.9 80.1 77.3 75.5 69.3
Lai e Lii (1998)
(G-LA)Nn G 1024  70.2 82.3 68.7 75.3 61.4

LA 98.2 69.9 80.1 77.3 75.6 69.4
Valiente et al.(1992)
(G-LA)n G 1024 701 821 684 756 614

LA 98.3 69.8 80.1 77.4 75.6 69.3

TABELA 15 : Assinalamentos de RMN de *H e **C para residuos de G.b. jan/07

Residuo 'H assinalamento quimico (ppm)

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6
p-D-galactopiranosil 4.55 3.62 3.76 411 3.73 3.76
3,6-a-L-anidrogalactose 5.14 nd nd 4.66 4.55 3.94
a -L-galactose-6-sulfato 5.28 3.86 3.94 nd 3.62 nd
S-D-galactose ligadaa L-6S 4.45 3.73 nd nd nd 3.52

13C assinalamento quimico (ppm)

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
S-D-galactopiranosil 1025 70.1 82.3 69.1 75.7 61.5
3,6-a-L-anidrogalactose 98.4 nd nd 77.5 75.9 69.5
a -L-galactose-6-sulfato 101.2  69.9 nd 78.9 70.6 nd
p-D-galactose ligadaa L-6S  103.6  70.9 nd 69.2 nd nd

nd: ndo detectado
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TABELA 16: Assinalamentos de RMN de *H e *3C para residuos de G.b. abr/07

Residuo

'H assinalamento quimico (ppm)

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6
f-D-galactopiranosil 4.55 3.62 3.76 411 3.73 3.76
3,6-a-L-anidrogalactose 5.14 4,01 4,53 4.66 4.55 3.93
a -L-galactose-6-sulfato 5.28 nd 3.93 nd 3.62 4.29
S-D-galactose ligadaa L-6S nd 3.73 nd nd nd nd

13C assinalamento quimico (ppm)

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
p-D-galactopiranosil 1025 705 82.3 68.9 75.7 61.5
3,6-a-L-anidrogalactose 98.4 69,6 80,5 77.7 76,0 69.5
a -L-galactose-6-sulfato 101.2 nd nd nd nd 67.6
S-D-galactose ligadaa L-6S  103.6  70.9 nd 69.2 nd nd

nd: ndo detectado

TABELA 17: Assinalamentos de RMN de *H e *3C para residuos de G.b. ago/07

Residuo 'H assinalamento quimico (ppm)

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6
-D-galactopiranosil 4.55 3.62 3.76 411 3.73 3.76
3,6-a-L-anidrogalactose 5.14 3,95 4.53 4.66 4.55 3,94
a -L-galactose-6-sulfato 5.29 nd nd nd 3.62 4.29
p-D-galactose ligadaa L-6S nd nd nd nd nd 3.51

13C assinalamento quimico (ppm)

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
p-D-galactopiranosil 1025 70,4 82.3 68.8 75.7 61.5
3,6-a-L-anidrogalactose 98.4 69,9 80,2 77.5 75,7 69.5
a -L-galactose-6-sulfato nd nd nd nd nd nd
S-D-galactose ligadaa L-6S  nd nd nd nd nd nd

nd: ndo detectado

75



4.6. Espectro de Absorcéo na Regido do Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho € muito utilizada na identificacdo de
estruturas de polissacarideos. Trata-se de uma técnica importante tanto para 0 meio
académico quanto para a industria, pois conduz a um breve levantamento da estrutura
quimica de ficocolGides que possam despertar interesse industrial. A TABELA 18
apresenta algumas atribuicdes de bandas caracteristicas para polissacarideos de algas

vermelhas.

Os espectros de infravermelho dos polissacarideos extraidos a 100° C (FIGURA
16 a, b, c, d, e, f, g, h, i, j, | e m) demonstram perfis espectroscopicos semelhantes.
Bandas caracteristicas de agarocol6ides foram observadas para o polissacarideo de G.
birdiae (1375, 1076, 933, 893, 850, 775 cm™). Podemos observar a presenca da banda
em 1076 cm™ referente & vibracdo C — O — C do esqueleto de galactanas. As bandas
1258 e 930 cm™ podem ser atribuidas as vibragdes S = O dos grupos sulfatoe C— O —C
de 3,6-anidro-o-L-galactose, respectivamente. A banda de 893 cm™ presente em todos

0s espectros analisados, corresponde a uma banda especifica de agar.

A regido entre 800 e 850 cm™ é usada para inferir a posicéo dos grupos sulfato
na posi¢do 4 nos agarocoldides. Apenas o espectro de infravermelho do més de janeiro
apresentou baixa intensidade na banda de 850 cm™, nos demais meses investigado essa
banda n4o foi detectada. As bandas 845, 830 e 820 cm™ sdo atribuidas & presenca de 4-
sulfato, 2-sulfato e 6 sulfato da D-galactose, respectivamente. A auséncia de sinal
siginicativo em 820 cm™ e 805 cm™ indica que a posic&o 6 da galactose e a 2 da 3,6-

anidrogalactose ndo estdo sulfatadas ou estdo presentes em concentra¢fes muito baixas.

76



TABELA 18: Atribuicbes no espectro do infravermelho para polissacarideos de algas

marinhas.

NGmero de onda (cm™) Atribuicdes Referéncia
1653 (CO0O"), Amida | A
1640 H,O C
1562 Amida Il A

1380 — 1355 Ester Sulfato Bc
1250 — 1240 O =S = O (estiramento assimétrico) Bcd
1080 — 1040 Esqueleto de galactanas (C - O + C — OH) Be
930 C — O - C de 3,6-anidrogalactose Bcd
900 — 890 Banda especifica do agar E
850 Galactose-4-sulfato F
820 - 810 Galactose-6-sulfato Bed
805 - 800 3,6-anidrogalactose-2-sulfato Cd
740 - 725 C — O - C de ligacdo glicosidica
716 C — O - C de ligacdo glicosidica
705 Galactose-4-sulfato (axial secundario) Bc
615 - 608 0=S=0 B
580 0=S=0 B

: Grosev; Bozac; Puppels, 2001.

: Prado-Fernandes et al.,2003.

: Rochas; Lahaye; Yaphe, 1986.

: Chopin; Whalen, 1993.

: Mollet; Rahaoui, Lemoine, 1998.
Chopin ; Kerin ; Mezerolle. 1999.

D OO TP
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FIGURA 16. Espectro na regido de infravermelho do polissacarideo extraido a 100°C
de G. birdiae . (a) G. birdiae dez/06, (b) G. birdiae jan/07, (c) G.
birdiae fev/07, (d) G. birdiae mar/07, (e) G. birdiae abr/07, (f) G.
birdiae mai/07, (g) G. birdiae jun/07, (h) G. birdiae jul/07, (i) G. birdiae
ago/07, (j) G. birdiae set/07, (l) G. birdiae out/07, (m) G. birdiae nov/07.
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5. Conclusoes

O estudo de sazonalidade na composi¢do centesimal da farinha da alga G.
birdiae revelou variagdo, com diferentes niveis de intensidade, em todos os constituintes
da alga. A variacdo nos percentuais de matéria seca e carboidratos totais (obtido por
diferenca) foi muito pequena. Ja para proteina bruta, foi detectada uma maior variacéo,
onde os valores mais elevados e comparaveis foram detectados entre os meses de julho
a novembro de 2006, e nos meses subseqlientes (entre dezembro/06 a margo/07) os
valores reduziram cerca de 39%. O teor de lipideos foi o que variou mais
expressivamente, onde em julho/06, foi detectado 2,99% de lipideos na matéria seca e
em abril/07 o contetdo de lipideos praticamente desapareceu (0,03%). O maior valor
para fibra bruta foi encontrado em julho/06 (9,91%) e o menor valor em abril/07
(6,52%) e o conteudo de residuo mineral aumentou aproximadamente 2,67 vezes de
abril/06 (4,24%) a dezembro/06 (11,35%). Através da atividade hemaglutinante, frente a
eritrécitos de galinha tratados com tripsina, foi possivel constatar a presenca da lectina
no extrato protéico durante todo o ano, exceto no més de dezembro de 2006.

A caracterizacdo estrutural, realizada por métodos quimicos e espectroscopicos
do polissacarideo de Gracilaria birdiae, extraido a 100 °C constatou que a alga
biossintetiza galactanas do tipo agarana, constituida basicamente por residuos de S-D-
galactose e 3,6 a-L-anidrogalactose, e com baixa substituigdo por grupos O-metil. Os
espectros de infravermelho dos polissacarideos demonstraram perfis semelhantes, sendo
que apenas nos meses de dezembro/06 e janeiro/07 foi detectado um sinal (850 cm™)
relativo a sulfatagdo na posicdo 4. A estrutura do polissacarideo de G. birdiae,
apresentou pequena variacdo, durante o periodo estudado, no conteudo 3,6 a-L-
anidrogalactose, que aumentou de janeiro a agosto de 2007. Esse resultado indica uma
maior viscosidade do polissacarideo extraido em agosto, com a auséncia ou pouca
quantidade de a-L-galactose-6-sulfato. Os polissacarideos extraidos durante o periodo

investigado apresentaram massa molar variando entre 0,24 x 10* a 8,51 x 10° g/mol.
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