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RESUMO 

A alga marinha verde Caulerpa racemosa pertence é ordem Caulerpales, 

apresentando vesículas semelhantes a cachos de uva na região ereta e um 

talo rizomatoso na região basal. Nesta espécie, verifica-se a presença de 

polissacarideos sulfatados (PS), os quais são compostos muito estudados 

atualmente com possíveis usos nas ciências biomédicas e na biotecnologia. 

Este trabalho teve como propósito extrair, purificar e avaliar a atividade 

anticoagulante dos polissacarideos sulfatados obtidos dessa alga. Para a 

extração, foram utilizados dois métodos, I e II. Em ambos, o tecido seco (2 g) 

foi hidratado com tampão acetato de sódio 0,1 M,  pH  5,0 + cisteina 5 mM e 

EDTA 5 mM. Em seguida, adicionou-se ao material uma solução de papaina 

bruta, sendo a mistura incubada em banho-maria a 60°C por 24 horas. Após 

esse período, o material foi filtrado e separado o resíduo do sobrenadante. No 

método I, foi adicionado  CPC  10% para precipitação dos polissacarideos, 

seguida de uma nova precipitação com etanol absoluto. No método II, a 

precipitação foi apenas com etanol absoluto. Finalmente, os polímeros obtidos 

a partir dos dois métodos foram secos em estufa a 60°C e fracionados em 

coluna de troca i6nica, eluida com diferentes concentrações de NaCI. A 

atividade anticoagulante foi determinada, nas frações, através de um 

coagulômetro e o teor de açúcar foi determinado pelo teste de  Dubois.  0 

rendimento total dos polissacarideos extraídos pelo método II foi superior 

(315mg/g) ao do método I (260mg/g). No entanto, os picos obtidos no 

fracionamento dos polissacarideos provenientes do método II (44  incubação) 

foram bem menores do que os oriundos do método I, o que denota a possível 

extração de polissacarideos não sulfatados. De uma maneira geral, os 

polissacarideos sulfatados de C. racemosa apresentaram uma baixa atividade 

anticoagulante, exceto duas frações obtidas na quarta incubação do método II. 



LISTA DE FIGURAS 

Página 

Figura 1. Espécies de Caulerpas. (a)C. prolifera; (b)C. Floridana; 2 

(c)C. racemosa; (d)C. mexicana; (e)Regido rastejante e 

(f)Região ereta. 

Figura 2. Alga marinha verde Caulerpa racemosa. 2 

Figura 3. Estrutura dos proteoglicanos ("agregan") mostrando a 

proteína central em azul e as cadeias de condroitim sulfato 

(CS) e queratan sulfato  (KS).  3  

Figura 4. A cascata de coagulação sanguínea 6 

Figura 5. Fluxograma mostrando os procedimentos realizados no 

método de extração I. 11 

Figura 6. Fluxograma mostrando os procedimentos realizados no 

método de extração II. 12 

Figura 7. Rendimento dos polissacarideos sulfatados obtidos através 

dos dois métodos de extração utilizados para a alga 14 

marinha verde Caulerpa racemosa. 

Figura 8. Metacromasia, teor de açúcar e atividade anticoagulante 

dos polissacarideos sulfatados obtidos na 11  incubação da 

alga marinha verde Caulerpa racemosa (Método l). 

Figura 9. Metacromasia, teor de açúcar e atividade anticoagulante 

dos polissacarideos sulfatados obtidos na 41  incubação da 

alga marinha verde Caulerpa racemosa (Método I). 

Figura 10. Metacromasia, teor de açúcar e atividade anticoagulante 

dos polissacarideos sulfatados obtidos na 11  incubação da 

alga marinha verde Caulerpa racemosa (Método II). 

ix  

15 

16 

16 



1  

EXTRAÇÃO, FRACIONAMENTO, PURIFICAÇÃO E ATIVIDADE 

ANTICOAGULANTE DE POLISSACARIDEOS SULFATADOS EXTRAÍDOS 

DA ALGA MARINHA VERDE Caulema racemosa (CHLOROPHYTA, 

CAULERPALES). 

JOSÉ ARIÉVILO GURGEL.  RODRIGUES 

1. INTRODUÇÃO 

As algas estão organizadas em 12 classes, 13 divisões e diversos 

grupos menores ainda não totalmente estudados. Estas abrangem formas 

unicelulares, sem muita diferenciação, coloniais, filamentosas e sifonáceas, 

bem como, complexos talos parenquimatosos, com tecidos especializados para 

o desenvolvimento de diversas funções  (ROUND,  1965; BICUDO, BICUDO, 

1970). 

Os exemplares da ordem Caulerpales, também citada como Siphonales 

ou Codiales, são essencialmente marinhas e de Aguas tropicais apresentando 

organização filamentosa cenocitica, assumindo um formato de uma célula 

gigante devido a presença de numerosos filamentos de material da parede 

celular denominado de trabécula, e constituídos geralmente, de um talo de 

formato macroscópico fixado ao substrato através de ramos rizoidais simples 

ou em tufos. 0 talo apresenta também uma porção rizomatosa resistente, de 

onde partem ramos eretos com formatos de folhas, penas, cachos de uva ou 

simplesmente ramificados (Figura 1) (JOLY, 1965;  GRAHAM,  WILCOX, 2000). 

A parede celular das algas do gênero Caulerpa não possui celulose e 

sim polímeros de xilano e manana ligados através de ligações 13-1,3 e 13-1,4, 

respectivamente. Suas células possuem numerosos cloroplastos de formato 

fusiforme e/ou, em alguns casos, observa-se a presença de amiloplastos  (LEE,  

1999). 
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(e) Região rastejante (f) Região ereta 

Figura 1. Espécies de Cauletpas. (a)C. prolifera; (b)C. Floridana;(c)C. 

racemosa; (d) C. mexicana; (e) Região rastejante e (f) Região ereta 

1.1. A alga marinha verde Cauterpa racemosa 

A familia Caulerpaceae, na qual a alga marinha verde Caulerpa 

racemosa se encontra inserida, abrange aproximadamente sessenta espécies 

reunidas em apenas um gênero  (GRAHAM,  WILCOX, 2000). Seus exemplares 

podem atingir mais que um metro de comprimento (SZE, 1998). Esta espécie 

(Figuras 2) é constituída de uma porção estolonifera fixada ao substrato 

através de estruturas rizoidais e por ramos eretos de onde partem numerosos 

ramos curtos. Estes últimos, apresentam formato clavar ou cilíndrico com 

terminação mais ou menos esférica. Na região basal, destacam-se estolões 

grossos aderidos ao substrato por ramos finos (JOLY, 1965). 

Figura 2. Alga marinha verde Cauletpa racemosa. 

Fonte: http://www.aqualandia.hpg.ig.com.br/racemosa.htm  
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1.2. Os polissacarideos sulfatados 

Os polissacarideos sulfatados são polímeros formados por unidades 

repetitivas de açúcares e carregados negativamente devido à presença de 

radicais sulfato. Estas moléculas são encontradas nos tecidos dos vertebrados, 

invertebrados, em grandes quantidades nas algas marinhas e ausentes em 

plantas superiores (MATHEWS, 1975; CASSARO, DIETRICH, 1977;  PAINTER,  

1983; HUSSEIN et  al.,  1998). 

Geralmente, os polissacarideos sulfatados formam compostos de maior 

complexidade ligados covalentemente a uma proteína central sendo 

denominados de proteoglicanos  (PGs)  (Figura 3). Nos vertebrados, estes  PGs  

possuem cadeias de polissacarideos sulfatados denominados de 

glicosaminoglicanos (GAGs). Dentre os GAGs mais conhecidos estão os 

galactosaminoglicanos, com destaque para o condroitim sulfato (CS) e o 

dermatam sulfato  (DS),  e os glucosaminoglicanos, representados pela heparina 

e ácido hialurônico (KJELLÈN, LINDAHAL, 1991). 

Figura 3. Estrutura de um proteoglicano ("agregan") mostrando a proteína 

central em azul e as cadeias de condroitim sulfato(CS) e queratam 

sulfato  (KS).  

Segundo PERCIVAL, MCDOWEL (1967), os polissacarideos sulfatados 

encontrados nas algas marinhas pardas (Phaeophyceae) podem estar na 

forma de fucanas, de galactanas nas algas vermelhas (Rhodophyceae), 

destacando-se o ágar e as carragenanas e, nas algas verdes (Chlorophyceae), 

os mais encontrados são as arabino-galactanas. 
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Em especial nas algas verdes, diversas pesquisas foram desenvolvidas 

a fim de se determinar possíveis polissacarideos presentes nas espécies dessa 

divisão. RAMANA, RAO (1991), por exemplo, isolaram da alga verde 

Cladophora socialis um heteropolissacarideo sulfatado, chegando a um 

polimero formado por unidades de  galactose  e arabinose unidas através de 

ligações a-1 -->3 e p-t-A, respectivamente. 

1.3. Atividades biológicas de polissacarideos sulfatados 

Nos últimos anos, a busca por novos compostos provenientes dos 

organismos aquáticos, aplicáveis nas ciências biomédicas e na biotecnologia, 

vem se expandindo. Dentre estes compostos, pode-se destacar os 

polissacarideos sulfatados com atividade anticoagulante, antitrombótica, 

imunoestimulante  etc  e as lectinas (proteínas hemaglutinantes e mitogênic.as) 

extraídos de invertebrados e de algas (micro e macroalgas) (HIRSH, 1984;  

ARTHUR  et ai, 1985; BICK, FAREED, 1997; AINOUZ et ai, 1991). 

Nos polissacarideos sulfatados, uma das atividades biológicas mais 

amplamente estudadas é a sua ação anticoagulante e antitrombótica, que se 

expressa em vários representantes como na heparina, no sulfato de dextran, 

nas fucanas e galactanas sulfatadas  (THOMAS  et  al.,  1989; COLLIEC et  al.,  

1991; NISHINO et ai, 1991; NISHINO, NAGUMO, 1992). Recentemente, foi 

isolada e caracterizada a estrutura de uma galactana sulfatada da alga 

vermelha Botryocladia occidentalis com uma elevada atividade anticoagulante 

e que também possui atividade antitrombática (FARIAS et  al.,  2000; FARIAS et  

al.,  2001). 

Além das atividades biológicas acima citadas, os polissacarideos 

sulfatados apresentam diversas outras, tais como  antiviral,  antiinflamatória, 

interação com fatores de crescimento, antiproliferativa, antimetastática, 

antiadesiva, podendo ainda inibir a fertilização (BOISSON-VIDAL et  al.,  1995).  

DI  ROSA (1972) avaliou os efeitos das carragenanas na indução da 

inflamação aguda, na úlcera péptica, na coagulação, em  granuloma  e 

interferência do sistema imune. Seus estudos baseavam-se em testes do efeito 

antiflamatário de novos compostos avaliando a capacidade de suprir o edema 

de pata de rato causado por esse polímero. 
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Pesquisas com polissacarideos sulfatados extraídos de algas pardas, as 

fucanas sulfatadas, mostraram um grande potencial farmacológico e 

antiinflamatório (BLONDIN et ai, 1994). Além disso, os polissacarideos 

sulfatados extraídos das algas, Nothogenia fastigiata (vermelha) e Sargassum 

homeri (parda), apresentaram uma alta atividade  antiviral  contra o  virus  do 

herpes  simplex  tipo I (DAMONTE et  al.,  1994; HOSHINO et  al.,  1998). 

Uma galactana sulfatada de alto peso molecular extraída da alga 

marinha vermelha Grad/aria corticata exibiu uma atividade  antiviral  seletiva 

contra os  virus  do herpes simples tipos I e II, sendo esta atividade mediada 

através da inibição do ancorarnento do  virus  na célula hospedeira 

(MAZUMDER et ai, 2002). 

Segundo ZHOU et  al.  (2004), a alga marinha vermelha Chondrus 

ocefiatus possui galactanas sulfatadas com atividade antitumoral e 

imunomodulatdoria. Esses polissacarideos foram degradados em frações com 

diferentes pesos moleculares, sendo que todas apresentaram atividade em 

maior ou menor grau. 

As galactanas sulfatadas extraídas das macroalgas vermelhas 

Gymnogongrus griffithsiae e Cryptonemia crenulata também apresentaram 

atividade  antiviral  contra o  virus  do herpes simples tipos I e ll. O mecanismo de 

ação dessa atividade está relacionado com a inibição da adsorção do  virus  na 

célula-alvo. Além disso, essas galactanas foram eficientes em evitar a infecção  

viral  do herpes tipo II a partir de uso tópico em vagina de roedores (TALARICO 

et  al.,  2004). 

Recentemente, pesquisas avaliaram a atividade imunoestimulante da 

alga marinha Macrocystis pyrifera após sua adição na ração para a 

alimentação de camarões. Segundo RIVERA et  al.  (2002), dietas compostas 

com 10, 15 e 20% de algas durante 25 dias revelaram que nos tratamentos 

com 15 e 20% observou-se maior consumo alimentar em relação a 10%, 

melhorando assim, a taxa de crescimento e a produção de biomassa. 

CAMPA-CÓRDOVA et  al.  (2002) avaliaram as ações do p-glucano e de 

um polissacarideo sulfatado extraído de uma microalga cianoficea, em banhos 

de imersão com juvenis do camarão branco americano, Litopenaeus vannamei, 

por 1, 3 e 6 horas. Os pesquisadores concluíram que, após 6 horas de imersão, 
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estes polímeros apresentaram atividade imunoestimulante, sendo que o 

sulfatado foi 500 vezes mais potente do que o p-glucano (não sulfatado). 

Os polissacarideos sulfatados extraídos da alga marinha verde Ulva 

pertusa foram utilizados em testes de atividade anti-hiperlipidémica. Após a 

degradação, as frações de baixo peso molecular (U1 e U2) foram fornecidas na 

dieta de ratos durante 21 dias. Os resultados indicaram que estes polímeros, 

com diferentes pesos moleculares, exibiram diversos efeitos, diminuindo os 

níveis de lipídios desses animais (YU et  al.,  2003). 

1.3.1. A atividade anticoagulante 

1.3.1.1. A coagulação sanguínea 

A cascata de coagulação sanguínea (Figura 4) envolve uma série de 

reações que são dependentes da presença de cálcio podendo ocorrer em duas 

vias, a intrínseca, que é responsável pelo crescimento e manutenção da rede 

de fibrina, e a extrínseca, a qual depende de um fator tecidual (DAVIE et  al.,  

1991). Este processo consiste na transformação do sangue liquido em coágulo 

pela conversão do fibrinogênio solúvel em filamentos insolúveis de fibrina 

estimulada por uma catálise enzimática. A enzima trombina é necessária para 

a coagulação do sangue, colaborando tanto para a formação da rede de fibrina 

como para ativar outros cofatores importantes (OLSON, BJORK, 1992). 

CÁLCIO 

Vias envolvidas: a intrínseca e a extrínseca 

Enzima trombina 

Formação da rede de fibrina Ativa outros cofatores importantes 

COAGULAÇÃO SANGUINEA 

Figura 4 A cascata de coagulação sanguínea 
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Os componentes, chamados de "fatores", estão presentes no sangue na 

forma de precursores inativos que são ativados por proteálise promovendo a 

ativação de uma pequena quantidade de um certo fator que catalisa a 

formação de quantidades maiores do fator seguinte e assim sucessivamente, 

de modo que a cascata proporciona um mecanismo de amplificação  (RANG  et  

al.,  2001). 

Segundo pesquisas realizadas por BOURIN, LINDAHL (1993), a 

coagulação sanguínea pode ser bloqueada. Segundo os autores, após a 

adição do proteoglicano trombomodulina, este se liga A trombina alterando 

suas atividades procoagulantes para anticoagulantes. 

Os invertebrados possuem polissacarideos sulfatados com atividade 

anticoagulante, podendo ser encontrados em moluscos, equinodermas e 

ascidias, estes últimos possuem moléculas de sulfato de dermatan. Outro 

polissacarídeo sulfatado, o sulfato de condroitina fucosilado, isolado do pepino 

do mar Ludwigothuria grisea também possui atividade anticoagulante e 

antitrombática (BURSON et  al.,  1956; MOURAO et  al.,  1996; PAVÃO et  al.,  

1998). 

Nas algas marinhas, a atividade anticoagulante encontra-se presente, 

por exemplo, nas carragenanas extraídas da alga vermelha Chondrus crispus, 

nas fucanas sulfatadas presentes na alga parda Laminaria digitata e nas algas 

verdes, a espécie Codium  fragile  possui um proteoglicano sulfatado 

denominado de arabino-galactose que apresentou atividade anticoagulante 

através do prolongamento do tempo da trombina (HAWKINS,  LEONARD,  1962; 

GRAUFFEL et  al.,  1989; ROGERS et  al.,  1990). 

FARIAS et  al.  (2000), avaliando o efeito de galactanas sulfatadas 

extraídas da alga marinha vermelha Botryocladia occidentalis, constataram que 

esta apresenta uma potente atividade anticoagulante inibindo a ação da 

trombina. 

1.3.1.2. 0 uso da heparina como anticoagulante 

A heparina, um polimero da família dos glicosaminoglicanos sulfatados, 

foi descoberto em 1916. Este polissacarideo apresenta alta atividade 

anticoagulante e é extraído de pulmão bovino ou de intestino de suínos, sendo 
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as de baixo peso molecular as mais utilizadas na clinica médica  (RANG  et  al.,  

2001). 

A busca por novas substâncias anticoagulantes e antitromboticas é 

justificada, principalmente, pelos efeitos adversos da heparina como episódios 

de sangramento e queda na contagem de plaquetas  (THOMAS,  1997). 

O objetivo deste trabalho foi extrair, purificar e avaliar a atividade 

anticoagulante dos polissacarideos sulfatados da alga marinha verde Caulerpa 

racemosa. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Coleta da alga 

A coleta da alga marinha Caulerpa racemosa foi realizada na Praia do 

Pacheco no município de Caucaia - CE, na maré baixa, sendo acondicionada 

em sacos plásticos e conduzida ao laboratório. 

2.2. Extração de polissacarideos sulfatados 

Para a extração dos polissacarideos sulfatados foram utilizadas duas 

metodologias, as quais serão descritas a seguir; 

2.2.1 Método I 

Inicialmente, 2 g de alga seca e triturada foram hidratados com 100 mL 

de tampão acetato de sódio 0,1 M,  pH  5,0 + cisteina 5 mM e EDTA 5mM. 

Em seguida, foram adicionados 7 mL de uma solução de papaina bruta 

(30 mg/mL), sendo a mistura incubada em banho-maria a 60°C por 24 horas. 

Após esse período, o material foi filtrado em tela de 60 t, centrifugado a 15.000 

rpm e, ao sobrenadante, foram adicionados 6,4 mL de cloreto de cetilpiridinio  

(CPC)  a 10% para a precipitação dos polissacarideos presentes na mistura por, 

no mínimo, 24 horas A temperatura ambiente. 

Logo após a precipitação, os polissacarideos sulfatados foram lavados 

com 200 mL de  CPC  0,05% sendo, em seguida, dissolvidos em 70 mL de 

cloreto de sódio 2 M:etanol absoluto (100:15;v/v) em banho-maria (60°C) e 

submetidos a uma nova precipitação por, no mínimo, 24 horas a 4°C através da 

adição de mais 122 mL de etanol absoluto. 

Em seguida, o material foi centrifugado e submetido a duas lavagens 

com 200 mL de etanol a 80% e uma com 120 mL de etanol absoluto. Após esta 

etapa, os polissacarideos sulfatados foram então levados A estufa a 60°C, por 

um período aproximado de 24 horas para secagem e obtenção do extrato bruto 

total. 
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Um esquema mostrando todos os passos da extração por este método 

está apresentado na Figura 5. 

A fim de otimizar o rendimentos resíduos das extrações foram 

submetidos a novas incubações. 

2.2.2. Método H 

A segunda metodologia utilizada é bastante semelhante ao primeiro 

método. Inicialmente, 2 g da alga seca e triturada foram hidratados com 100 

mL de tampão acetato de sódio 0,1 M,  pH  5,0 + cisteina 5 mM e EDTA 5mM. 

Em seguida, foram adicionados 7 mL de uma solução de papaina bruta 

(30 mg/mL), sendo a mistura incubada em banho-maria a 60°C por 24 horas. 

Ao retirar do banho-maria, o material foi submetido a uma filtração e, ao 

filtrado, foram acrescentados quatro volumes de etanol absoluto gelado 

permanecendo em repouso no  freezer  por 72 horas para precipitação. 

Após a precipitação, os polissacarideos sulfatados foram lavados duas 

vezes com 200 mL de etanol a 80% e uma vez com 120 mL de etanol absoluto. 

Finalmente, o material foi levado para secagem em estufa a 60°C para a 

obtenção do extrato bruto total (Figura 6). 

A fim de otimizar o rendimentos resíduos das extrações foram 

submetidos a novas incubações. 

2.3. Fracionamento dos polissacarideos sulfatados em coluna de troca 

iônica 

Os polissacarideos brutos obtidos nas 1-4- e 41  incubações de ambos os 

métodos foram fracionados em coluna de DEAE-celulose acoplada a um 

coletor de frações, a fim de se comparar o perfil cromatográfico das frações. 
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RESIDUO (reextração) 
'Ilr 

SOBRENADANTE (centrifugado) 
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Dissolvido em NaCI 2 M:etanol absoluto (100:15; v/v) 

PRECIPITAÇÃO (etanol absoluto; 24 horas; 4°C) 
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lif 
LAVAGEM (etanol 80%; 2x) 

LAVAGEM (etanol absoluto) 

SOBRENADANTE (descartado) 

 

.. SECAGEM (estufa; 60°C; 24 h) 

 

POLISSACARiDEOS SULFATADOS TOTAIS 

Figura 5. Fluxograma mostrando os procedimentos realizados no método de 

extração I. 



MATERIAL SECO (2 g) 

HIDRATAÇÃO (tampão acetato de sódio 0,1 M;  pH  5,0 + EDTA 5 mM + cisteina 5 mM) 

DIGESTÃO (papaina 30 mg/mL; 60°C; 24 h) 

FILTRAÇÃO 

RESIDUO (reextragdo) SOBRENADANTE (centrifugado) 

PRECIPITAÇÃO (Etanol absoluto gelado; 72 h) 

LAVAGEM (Etanol 80%, 2x) 

LAVAGEM (Etanol absoluto) 

SECAGEM EM ESTUFA (60°C; 24 h) 

POLISSACARIDEOS SUFATADOS TOTAIS 

Figura 6. Fluxograma mostrando os procedimentos realizados no método de 

extração II. 

0 fluxo da coluna foi de 1 mUminuto, sendo coletadas frações de 1 mL. 

A coluna, com 1,5 cm de diâmetro e 6,5 cm de altura foi, inicialmente, 

equilibrada com tampão acetato de sódio 0,1 M,  pH  5,0 + cisteina 5 mM e 

EDTA 5mM e eluida, passo a passo, com soluções de diferentes 

concentrações de NaCl (0,5; 0,7; 0,9; 1,2; 1,4; 1,8 e 2,0 M) preparadas no 

mesmo tampão de equilíbrio. 

12 
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2.3.1. Monitoramento dos polissacarideos sulfatados 

Os polissacarideos sulfatados foram monitorados através da reação 

metacromática com azul-dimetil-dimetileno (DMB) no espectrofot6metro com 

leitura no comprimento de onda em 525 nm. 

2.4. Determinação do açúcar nas frações 

A presença do açúcar nas frações foi realizada de acordo com DUBOIS 

et  al.  (1956). 0 teste foi realizado utilizando uma amostra de 50 jL de solução 

do polissacarideo, a qual foi incubada por 30 minutos com 350 ptL de água 

destilada, 20 !AL de fenol redestilado e 1 mL de ácido sulfúrico concentrado. 

Após a incubação, a amostra foi levada ao espectrofotômetro para a leitura da 

absorbancia em 490 nm. 

2.5. Atividade anticoagulante 

A avaliação da atividade anticoagulante, segundo metodologia descrita 

por ANDERSSON et  al  (1976), foi determinada em um coagulômetro  (Drake,  

modelo  Quick-timer),  utilizando plasma humano obtido de quatro doadores 

diferentes. 

Primeiramente, as amostras de sangue humano foram reunidas e 

centrifugadas (2.500 rpm durante 15 minutos) para a obtenção de um plasma 

humano pobre em plaquetas. 

Para a realização do teste do tempo de ativação da tromboplastina 

(aPTT), inicialmente, foram incubados a 37°C por 3 minutos, 50 1.11.. de plasma 

humano, 50 p,L de cefalina ativada e 5 1.11. de solução de polissacarideos 

sulfatados. Após a incubação, foram adicionados 50 L de cloreto de cálcio 

0,025 M A mistura para ativar a cascata de coagulação. Os testes foram 

realizados em duplicata, sendo o tempo de coagulação determinado 

automaticamente pelo coagulômetro. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Extração de polissacarideos sulfatados 

A Figura 7 mostra o número de incubações com seus respectivos 

rendimentos, em ambos os métodos. Foram realizadas quatro incubações para 

cada método de extração, separadamente. Os resultados mostraram que os 

rendimentos obtidos pelo método II foram superiores ao método I da 22  a e-

incubações, sendo inferior apenas na 12  extração. Além disso, os rendimentos 

obtidos nas quatro incubações do método I foram decrescentes. 

8- 

lo 2o 3o 40  

Número de extrações 

Figura 7. Rendimento dos polissacahdeos sulfatados obtidos através dos dois 

métodos de extração utilizados para a alga marinha verde Caulerpa 

racemosa. 

3.2. Fracionamento em DEAE-celulose 

Após o fracionamento dos polissacarideos brutos obtidos pelo método I, 

na primeira incubação (Figura 8), verificou-se a presença da atividade 

metacromática em todas as frações eluidas com NaCI, bem como, a presença 

de açúcar. A fração eluida com 0,7 M de NaCI apresentou a maior atividade 

metacromática, seguida das frações eluidas com 1,2 e 0,9 M, respectivamente. 

Por outro lado, o teor de açúcar não seguiu este padrão nas referidas eluições, 

sendo elevado nas frações eluidas com 1,8 e 2,0 M de NaCl. Estas mesmas 

frações apresentaram uma baixa metacromasia. 
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1,8 

1,6 al  

1,4 

1,2 

1,0  

15 

o 40 60 

Frações (1 mL) 

Figura 8. Metacromasia, toor de açúcar e atividade anticoagulante dos 

polissacaride s sulfatados obtidos na 12  incubação da alga 

marinha verde Caulorpa racemosa (Método l). 

Na quarta incubação (Figura 9), observou-se uma semelhança entre as 

atividades metacromáticas após as eluições na coluna com as diferentes 

concentrações dL5 NaCi, sendo também a fração 0,7 M a que apresentou maior 

atividade. Por outro lado, nenhuma fração foi eluida com 0,5 M de NaCI. 

Entretanto, na detecção d açucar, os maiores valores foram observados nas 

frações eluidas com 2,0; 0,7 e 1,4 M de NaCl, respectivamente. 

Pelo método II, na primeira (Figura 10) e quarta (Figura 11) incubações, 

os resultados diferiram bastante quando comparados ao método de extração I. 

Na primeira, nenhuma fraga'o f*i eluida com 0,5 e 1,8 M de sal. A maior 

atividade metacromática fictu por manta da fração eluida com 0,7 M de NaCI, 

semelhante ao ocorrido nas 12.e 4g1  ncubações pelo método I. 

Com relação ao teor de açúcar na 1?- incubação, os maiores valores 

foram obtidas nas frações eluidas com 1,2 e 1,4 M de sal. De uma maneira 

geral, os picos observados foram inferiores quando comparados aos obtidos 

com a 1- incubação pelo método I. 
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Figura 9. Metacromasia, teor de açúcar e atividade anticoagulante dos 

polissacarideos sulfatados obtidos na 4-4  incubação da alga 

marinha verde Caulerpa racemosa (Método l). 

Figura 10. Metacromasia, teor de açúcar e atividade anticoagulante dos 

polissacarideos sulfatados obtidos na 11  incubação da alga 

marinha verde Caulerpa racemosa (Método II). 
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Frações  (1 mL) 
80 so  

Figura 11. Metacromasia, teor de açúcar e atividade anticoagulante dos 

polissacarideos sulfatados obtidos na 42  incubação da alga 

marinha verde Caulema racemosa (Método II). 

Na quarta incubação do método de extração II, as atividades 

metacromáticas foram semelhantes As obtidas na 12  incubação, no entanto foi 

eluida uma fração com 1,8 M de NaCI, ausente na 12  incubação desse mesmo 

método. 

Na determinação de açúcar, as frações obtidas assumiram um 

comportamento crescente na medida em que se aumentava a concentração de 

sal, revelando valores bastante próximos, mas, por outro lado, apresentaram 

baixas metacromasias. 

A avaliação dos dois métodos de extração permite a observação de que 

os perfis cromatográficos das frações são bastante semelhantes entre a 12  e 42  

incubações do método de extração I e que, estes diferenciam 

significantemente, quando comparados com as mesmas incubações obtidas 

pelo método de extração II. 

17 
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3.3. Atividade anticoagulante (aPTT) das frações obtidas na coluna de 

troca kinica 

No método I, na 12  incubação, a atividade anticoagulante esteve 

presente em quase todas as frações, exceto na fração eluida com 0,5 M de 

NaCI. As maiores atividades foram detectadas nas frações eluidas com 0,9 e 

1,4 M de sal, prolongando em aproximadamente 1,8 e 1,7 vezes, 

respectivamente, o tempo normal de coagulação. Na e incubação desse 

método de extração, estas mesmas frações (0,9 e 1,4 M) tiveram suas 

atividades reduzidas para aproximadamente 1,35 e 1,1 vezes, 

respectivamente. Por outro lado, a fração eluida com 0,7 M de sal na 42  

incubação apresentou uma atividade anticoagulante superior (1,35 vezes) 

obtida na 12  incubação (praticamente sem atividade). 

No método II, na 12  incubação, a atividade esteve presente apenas nas 

eluições com 1,2, 1,4 e 2,0 M de NaCl, sendo esta última a maior, prolongando 

o tempo de coagulação cerca de 1,3 vezes. Na 42  incubação do referido 

método, a atividade anticoagulante foi semelhante nas frações eluidas com 1,2 

e 1,4 M de sal. No entanto, uma elevada atividade foi obtida nas frações 

eluidas com 1,8 e 2,0 M de sal (mais de 6 vezes que o tempo normal de 

coagulação) estourando o limite de leitura do aparelho, sendo necessário 

reduzir para 3 1.11_ o volume de solução de polissacarideo utilizado no teste do 

aPTT para se detectar o tempo real de coagulação. É importante ressaltar que 

não se trata de nenhum erro no método já que a atividade se mostrou dose-

dependente. 

Desta forma, foi possível observar que para a alga marinha verde 

Caulerpa racemosa, o método de extração I, com  CPC,  foi mais eficiente, pois 

além de extrair um maior número de frações sulfatadas, também extraiu uma 

maior quantidade dessas moléculas. Provavelmente, o método II, que utiliza 

apenas álcool (método II), promoveu também a extração de polissacarideos 

neutros, os quais não são capazes de interagir com a coluna de troca iônica. 

Com relação à atividade anticoagulante, foi observado que no método II, 

foram eluidas duas frações com atividade anticoagulante, pelo menos, 5 vezes 

maior do que as obtidas em qualquer fração extraída pelo método I. Assim, 

esse método poderá ser utilizado para a produção de polissacarideos 
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sulfatados com  &rands  potencial para  us*  cifnico A baixa Aividade 

anticoaguiante não implica em ausência de outras possíveis atividades 

biológicas. Por exemplo, a gaiactana sulfatada enc*ntrada na alga marinha 

Cryptonemia crentilata não apresentou atividade anticoagulante (FARIAS, 

2000), n as, por outr Iad*, se revelou um potente agente  antiviral  (TALARICO 

et  al.,  2004). 

* 
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CommusõEs 

Após a reaiizaç5o desse trabaino, as seguintes conclusões podem ser 

apontadas: 

1) 0 rendimento total, considerando todas as incubagies, dos polissacarideos 

extraídos pelo método l foi maior (315mg/g) do que o ebtido pelo método 

(260rng/g); 

2) A coluna de troca inica DEAE-celulose foi bastante eficiente para separar 

as diferentes fragies de polissacarideos sulfatados presentes na alga marinha 

verde  Caulerpa race osa; 

3) Apesar do maior rendimento obtido peio método II após o fracionamento em 

DEAE-celulose, fora ri obtidas frações menores quando comparadas ao 

primeiro método o que denota a possível extração de polissacarideos não 

sulfatados; 

4) Com relação à atividade anticoagulante, de uma maneira geral, os 

polissacarideos sulfatados de C. racernose apresentaram uma baixa atividade, 

com exceção das duas últimas frações obtidas no fracionamento da quarta 

incubação pelo método l. 

5) Em resumo, conclui-se que no método seria o mais eficiente em extrair os 

polissacarideos sulfatados enquanto o método li seria o mais eficiente em 

extrair polissacarídeos suifatados com atividade anticoagulante presentes na 

alga marinha verde Caularpa recemosa 
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