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ISOLATION AND PARTIAL CHEMICAL ANALYSIS OF EXOPOLYSACCHARIDES FROM CULTIVATED MARINE DIATOM
Coscinodiscus wailesii (Coscinodiscales, Bacillariophyta). The marine diatom Coscinodiscus wailesii has attracted ecological interest

because their blooms affect fishing areas. The aim of this work was the isolation, extraction and partial chemical characterization

of soluble exopolysaccharide and bound exopolysaccharide from C. wailesii. Cultures were grown in Guillards f/2 medium under

controlled conditions of temperature, aeration, photoperiod and light intensity. Percentage of carbohydrate, uronic acids, sulfates

groups and cellular lipids was determined. Ion exchange chromatography of exopolysaccharides produced three fractions whose

partial chemical structures were disclosed using '*C NMR and methylation techniques.
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INTRODUCAO

As floracoes de algumas espécies de microalgas podem trazer
consequéncias negativas ao ecossistema prejudicando dreas de pesca
e cultivo comerciais, através da producio de toxinas, mucilagens e
vdrias alteragdes nas cadeias tréficas aquéticas.!

A microalga marinha Coscinodiscus wailesii Gran et Angst, uma
diatomdcea céntrica, quando em floracdo pode diminuir o indice de
nutrientes e de oxigénio da dgua, provocando a morte ou migragao
de peixes. Efeitos desta espécie no ecossistema resultaram em sé-
rios danos em culturas de “Nori” (Porphyra), macroalga marinha
muito utilizada comercialmente como alimento, devido a absor¢do
acelerada de nutrientes por esta diatomécea durante sua floracao na
costa japonesa.’

A distribuicdo da espécie C. wailesii, antes restrita ao Pacifico
Tropical e ao Atlantico Ocidental, ampliou-se até a Europa, Estados
Unidos, Japdo e Austrdlia, tornando-se, em algumas dreas, importante
componente da comunidade fitoplanctonica.® No Brasil, na Bafa de
Paranagud - PR, a espécie C. wailesii tem sido encontrada desde 1991
em baixas concentracdes em todos os meses do ano, produzindo flo-
racdes esporadicamente, durante as quais se observou uma marcada
diminui¢do da populagdo do fitoplancton e zooplancton. Embora a
relac@o entre esses eventos ainda nio tenha sido explicada, a possi-
bilidade dessa microalga causar efeitos nocivos motiva a realizagao
de estudos sobre essa espécie ecologicamente importante.*

Virios autores divergem quanto a composi¢do do polissacarideo
da cépsula mucilaginosa de microalgas ser diferente ou ndo da compo-
sicdo do exopolissacarideo solivel no meio de cultura. Experimentos
distintos com diatomdceas do género Chaetoceros, com as espécies
Cylindrotheca closterium, Nitzschia sp. e Navicula salinarum, mos-
traram que os exopolissacarideos produzidos sao diferentes daqueles
constituintes da capsula mucilaginosa, descartando a possibilidade
dos polissacarideos encontrados no meio serem provenientes da morte
ou degradagio celular durante a fase estaciondria do cultivo.>® Os
autores afirmam que essas diferengas na composi¢do, localizagdo e
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producao dos polissacarideos sugerem que os polimeros servem para
diferentes propésitos e que, provavelmente, possuem um controle
metabdlico diferente.®

Desta forma, foram avaliados os polissacarideos extracelulares
soldveis e os polissacarideos da capsula mucilaginosa de C. wailesii,
uma vez que ndo hd estudos sobre esses polissacarideos em condigdes
padronizadas de cultivo. O presente estudo visa contribuir para o me-
lhor entendimento dos danos causados ao ecossistema marinho, uma
vez que esses ja foram atribuidos a grande quantidade de mucilagem
produzida por essa espécie de diatomdcea.'’

PARTE EXPERIMENTAL
Cultivo da microalga marinha Coscinodiscus wailesii

A microalga foi coletada na Bafa de Paranagud e classificada por
Fernandes.* O cultivo foi realizado em meio Guillard-f/2,% temperatura
de 22 £ 1 °C, intensidade de irradiagdo luminosa de 45 mol m?s'e
fotoperiodo de 12 h.

Descontaminacio e adaptacao das células de C. wailesii em
micro e macrocultivos

As células de C. wailesii foram descontaminadas por isola-
mento segundo método de Nagai e colaboradores’ modificado, em
placa de 24 pocos contendo meio /2, com auxilio de lupa e pipeta
de Pasteur. Uma tnica célula foi colocada no 1° pogo e sequen-
cialmente transferida entre os pogos, até o 24°. Apés a lavagem
e descontaminacdo, as células foram submetidas ao cultivo. Esta
técnica foi utilizada uma vez que o uso de antibiéticos (kanamicina,
eritromicina e penicilina G) impedia o desenvolvimento celular. As
culturas unialgais foram confirmadas por colora¢do de Gram. Apds o
periodo de adaptacdo e multiplicacdo, as células foram transferidas
para placas de pogos maiores. O tempo necessdrio de adaptacio
em cada placa foi de aproximadamente 2 semanas. Em seguida,
as células foram sequencialmente cultivadas em erlenmeyers de
250, 500 e 2000 mL, sob aeracdo até se adaptarem para o cultivo
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em baldes de 12 L, contendo 7 L de meio de cultura, sob aeracio
constante, os quais foram usados para a determinac@o da curva de
crescimento e obtencdo de biomassa.

Curva de crescimento

A curva de crescimento foi determinada usando culturas em
triplicata, sendo o indculo inicial (dia zero), de aproximadamente 2
células/mL de meio de cultivo, obtidas de cultura em fase logarit-
mica de crescimento. Para a contagem das células foram coletados
5 mL do meio de cultura, apés agitacdo dos baldes de cultivo. Esse
procedimento foi feito em dias alternados, até o 20° dia. O volume
coletado foi fracionado em aliquotas de 0,5 mL em placas de 12 pogos
e as células visualizadas e contadas com auxilio de lupa (aumento de
300x). O nimero de células foi obtido pela média de 10 contagens.
O cdlculo do tempo de geragdo (TG) foi realizado segundo Shapiro'®
e o cdlculo para pméx segundo EPA.!" Durante o experimento foi
monitorada a producdo de agucar total e proteina conforme técnica
descrita em Métodos analiticos.

Extracéo dos polissacarideos

A fracdo polissacaridica extracelular foi obtida por filtragdo
das culturas em funil de Biichner. O filtrado foi concentrado em
evaporador rotatério sob pressdo reduzida a temperatura de 50 °C,
dialisado (cutoff 12-14 kDa) e liofilizado dando origem a fracao EXO.
A massa celular retida (R I) foi submetida a extra¢do aquosa por 1 h,
a 80 °C. Este material foi filtrado (R II), dialisado (cutoff 12-14 kDa),
concentrado e liofilizado dando origem a fragdo EAQ, que contém
os polissacarideos da cdpsula mucilaginosa.

Extracio e caracterizacio de lipideos

A massa celular (R II) foi submetida a extracdo em CHCI,/
MeOH (2:1) em sistema de refluxo a 80 °C. Foram realizadas trés
extragdes de 2 h cada. Os extratos foram reunidos, filtrados a quente,
evaporados a temperatura ambiente e submetidos a metandlise com
solugdo de MeOH/benzeno/H,SO, (20:1:1) por 2 h a 80 °C. Apds
resfriamento, adicionou-se dgua destilada sob agitagao constante. Os
ésteres metilicos resultantes foram extraidos com hexano (3 ciclos),
concentrados sob um fluxo de azoto para a evaporacio do solvente.
Os 4cidos graxos derivatizados na forma de ésteres metilicos foram
analisados por CG-EM, sendo a identificagdo dos compostos basea-
da nos tempos de retencio e no perfil de fragmentagdo de massa de
padrdes auténticos. Esteres metilicos de 4cido palmitico (> 99%),
acido miristico (= 99%), acido estearico (> 98,5%) e acido behéni-
co (= 95,5%) foram adquiridos de Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinhein, Germany. As percentagens relativas dos ésteres metilicos
presentes na amostra foram calculadas por integragdo de dreas no
cromatograma e os resultados expressos em mol%.

Métodos analiticos

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Bradford'? e
a dosagem de acucares totais pelo método de Dubois.'* Para as curvas
padrdes utilizou-se albumina e glicose, respectivamente. A determina-
¢do de grupamentos sulfatos foi feita pelo método de Dodgson' e a
dosagem de dcidos urdnicos pelo método do m-hidroxibifenil.'> Para
a curva padrdo utilizou-se 4cido glicurdnico. A desproteiniza¢do das
fragdes polissacaridicas foi feita pela adigdo de 4cido tricloroacético
(TCA 20% 1:1 v/v). A solug@o obtida foi centrifugada e o sobrena-
dante neutralizado com NaOH 5%, dialisado contra dgua destilada
(cutoff 12-14 kDa) e liofilizado.
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Reducio e acetilacio dos produtos de hidrélise

A curva de hidrélise dos polissacarideos foi monitorada pelo
perfil cromatogréfico obtido por CLAE nos tempos de 6, 8, 12 e
18 h (material suplementar). Nesses tempos, ndo foi observada a
geracdo de produtos de degradacdo dos monossacarideos (furfural e
metilfurfural), sendo o tempo de 18 h o mais eficiente. Os produtos
de hidrdlise foram reduzidos com boro-hidreto de sédio por 12 h
a temperatura ambiente e tratados com resina Lewatit, forma H*.
Ap6s a filtracdo, as solugdes foram concentradas em evaporador
rotativo a 50 °C até secura. O dcido bérico formado foi eliminado na
forma de seu éster volatil por sucessivas codestilagdes com MeOH.
Os alditéis formados foram submetidos a acetilagdo com anidrido
acético e piridina (1:1 v/v) durante 24 h a temperatura ambiente. A
rea¢do foi interrompida pela adi¢do de gelo pulverizado e os alditdis
acetilados extraidos com CHCI,. A fase cloroférmica foi lavada com
dgua destilada e solucgdo de sulfato de cobre a 5%, levada a seco e
submetida a andlise de CG e CG-EM.

Metilagao

A metilacio das fracdes polissacaridicas foi realizada segundo
Ciucanu e Kerek,'¢ através da adi¢do alternada de NaOH pulverizado
e iodeto de metila. Foram realizados dois ciclos de metilagdo. As
fracGes foram submetidas a hidrélise de Saeman,'” reduzidas, aceti-
ladas e analisadas por CG e CG-EM na forma de acetatos de aldit6is
parcialmente metilados.

Analises cromatograficas

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os cromatogramas foram obtidos em aparelho Shimadzu equipa-
do com detector de indice de refracio (RID 10A). Foi utilizada coluna
HPX-87H 300 x 7,80 mm (Amunex Ion Excrusion-Bio Rap) a 40 °C e
fase mével dcido sulftirico 8 mM L' em H,0 mQ (saturada com gds
hélio) em sistema isocrético com fluxo de 0,6 mL min™'. Os tempos de
retencio dos monossacarideos das amostras foram comparados com
padrdes auténticos. As percentagens relativas dos monossacarideos
das amostras foram calculadas por integracéo de dreas, sendo feito o
ajuste de resposta ao detector para cada monossacarideo.

Cromatografia gasosa (CG)

As andlises foram realizadas em cromatégrato Hewlett Packard,
modelo 5890, acoplado a detector FID (300 °C). Foi utilizada coluna
capilar de silica fundida 30 m x 0,25 mm d.i., revestida com DB-225
da marca J.W. Foi utilizado nitrogénio como gds de arraste. A tem-
peratura do injetor foi de 250 °C e os cromatogramas dos acetatos
de aldit6is foram obtidos a 220 °C.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG-EM)

As andlises foram realizadas em cromatégrafo Varian, modelo
3.300, acoplado a espectrometro de massa da marca Finnigian Mat,
modelo ITD 800, equipado com coluna capilar de silica fundida
30 m x 0,25 mm d.i., modelo DB-225 da marca J.W. Foi utilizado
hélio como gds de arraste. A temperatura do injetor foi de 250 °C. Os
espectros de massa foram obtidos por impacto de elétrons a 70 meV
a cada 1/8 de segundo, na faixa de 90 a 550 m/z.

Cromatografia de filtragao em gel (CFG)

As andlises de homogeneidade foram realizadas em cromato-
grafo de exclusdo estérea de alta pressido (HPSEC) Waters, equipado
com detector de indice de refracio diferencial Waters modelo 2410
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e detector de espalhamento de luz em multidngulos (Malls Wyatt
Technology) modelo DAWN DSP, com 18 detectores dispostos ao
redor da fotocélula em diferentes angulos. Utilizou-se o programa
Astra (Wyatt Techonology) para analisar os dados obtidos. Foi efe-
tuada a medida do espalhamento do feixe luminoso em fun¢do da
concentracdo do polimero e em funcdo do angulo do feixe luminoso.

Cromatografia de troca idonica em coluna de DEAE-Sephacel

As andlises foram realizadas em coluna de vidro DEAE-Sephacel
na forma de sal de trietilamonio. A amostra foi eluida em gradiente
descontinuo de NaCl (0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 M). As subfragdes
obtidas foram concentradas, dialisadas (cutoff 12-14 kDa) contra
dgua destilada e liofilizadas.

Andlise de ressondncia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em
espectrometro da marca Bruker, série Avance, modelo DRX400. As
amostras foram solubilizadas em 0,5 mL de D,O (98%), colocadas
em tubos de 5 mm de didmetro e analisadas a temperatura de 70 °C.

Os espectros de RMN de *C (normal e DEPT135) foram obtidos
na frequéncia base de 100,16 MHz com janela espectral de 220 ppm
e resolucdo de 32 K. Utilizou-se o intervalo de 0,6 s entre os pulsos
para as aquisigdes dos sinais, sendo feitas, em média, 50 K aquisicdes.
Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm e calibrados
com acetona (30,200 ppm).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da curva de crescimento da microalga C. wailesii em
condi¢des padronizadas de cultivo permitiu determinar o melhor
periodo de coleta do material para estudo quimico (fase estaciondria,
14° dia), onde € observada viabilidade celular e maior producéo de
carboidrato total no meio de cultura (Figura 1).
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Figura 1. Curva de crescimento da diatomdcea Coscinodiscus wailesii versus
concentragdo de proteinas e carboidratos em ug/mL de meio f/2 aerado

A quantidade de proteina soltiivel no meio de cultura entre os
estdgios de crescimento da microalga foi insignificante, ocorrendo
aumento apenas a partir do 16° dia de cultivo, provavelmente por
morte celular referente a fase de declinio. Esses dados descartam
morte celular nas fases exponencial e estaciondria, o que comprova
que a dosagem de carboidrato total € decorrente apenas de exopolis-
sacarideos secretados pelas células.

Andlise dos acidos graxos produzidos pela diatomacea C.
wailesii

O perfil de fragmentag¢do dos espectros de massa de ésteres

Quim. Nova

metilicos de dcidos graxos presentes no cromatograma obtido por
CG-EM demonstra que a diatomécea C. wailesii sintetiza 4cidos
graxos saturados, ndo sendo evidenciada a presenca de dcidos graxos
insaturados. Os dcidos graxos encontrados na forma de ésteres meti-
licos foram: 4cido palmitico (55 mol%), dcido miristico (33 mol%),
acido estedrico (12 mol%) e tracos de dcido behénico, sendo o
primeiro relato na literatura da composicdo de 4cidos graxos para a
espécie C. wailesii. Estes dados sdo extremamente importantes para
os estudos de microalgas marinhas, uma vez que a biossintese destas
moléculas em diatomdceas pode estar relacionada com processos de
adaptacdes fisioldgicas, principalmente aqueles envolvendo fluidez
de membrana quando as células sdo expostas a diferentes condi¢des
de temperatura e salinidade.*

Os resultados aqui apresentados poderdo ser tteis para correlacdes
em estudos visando explicar a ampliacdo da distribuicdo geografica
que vem sendo observada para C. wailesii em regides de climas
diferentes® e seus efeitos nocivos ao ecossistema marinho.*

Analises quimicas das fracdes polissacaridicas obtidas da
diatomacea Coscinodiscus wailesii

Os rendimentos obtidos das fragdes polissacaridicas brutas (ndo
desproteinizadas) da microalga C. wailesii foram 31 e 10 mg/L, fra-
¢des EXO e EAQ, respectivamente. A baixa massa obtida, aliada a
complexidade destes polimeros, retrata a dificuldade em se trabalhar
com carboidratos de microalgas marinhas.

A presenca de componentes como dcidos urdnicos, piruvato e
grupamento sulfato indica a natureza dcida dos exopolissacarideos
de microalgas, que t€m sido observados em biofilmes produzidos
por bactérias e diatomdceas.'® Neste estudo foi observada a presenca
de 4cidos urdnicos e altas porcentagens de grupamentos sulfatos,
demonstrando a natureza dcida dos exopolissacarideos produzidos
por C. wailesii. A Figura 2 mostra a porcentagem de carboidrato
total, 4cido urdnico e sulfato das fracdes EXO e EAQ. A presenga
de compostos dcidos nos exopolissacarideos de células de C. wailesii
também foi demonstrada por coloragdo de Alcian Blue' (material
suplementar).

50
40
30
20 HEXO
10 OEAQ
0 T 1
Carboidrato  Acido Sulfato
total Urénico

Figura 2. Porcentagem (g%) de carboidrato total, dcido urénico e sulfato das
fracoes EXO e EAQ obtidas de cultivo da microalga C. wailesii

Os polissacarideos sulfatados sdo reportados como tendo um pa-
pel importante em oferecer flexibilidade e protecdo ao dessecamento
das células de microalgas, quando submetidas a condigdes adversas
devido a variagdes sazonais e de marés.?

Determinacio da composicio monossacaridica das fracoes
EXO e EAQ

A Tabela 1 apresenta a composi¢do monossacaridica das fragdes
polissacaridicas brutas obtidas da microalga C. wailesii cultivada.

Percival e colaboradores?' analisaram os polissacarideos de C.
wailesii, ainda classificada como C. nobilis, coletada no oeste do
Canal Inglés no Reino Unido, a partir do extrato da lama coletada do
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Tabela 1. Composi¢dao monossacaridica das fracdes obtidas de C. wailesii (mol%)
Fragdo Glc Man Gal Xyl Fuc Rha Ara GalA GalNAc
EXO 20 18 29 1 16 7 3 4 2
EAQ 14 35 10 3 19 10 - 9 -

- = ndo detectado

fundo do mar e do exopolissacarideo produzido por essa diatomdcea
cultivada em meio Erd-Schreiber por 10 semanas, em condicdo de
cultivo ndo padronizada. As principais diferencas encontradas no
exopolissacarideo da microalga C. wailesii obtido nesse trabalho
e o realizado por Percival e colaboradores® sdo a porcentagem de
galactose, o tipo de dcido urdnico e a presenca ou ndo de agucar
aminado. A galactose € o principal monossacarideo encontrado
em nosso estudo, sendo relatado apenas tragos por Percival e cola-
boradores,?' o qual apresentou como monossacarideo majoritario
a fucose (34%). Outra diferenga € a detecgdo de arabinose no
presente estudo. Levando em considerag¢do o método de obtencio
das amostras descrito por aqueles autores, pode-se argumentar que
os polissacarideos obtidos de amostras de lama do fundo do mar
seria uma mistura de carboidratos oriundos de fontes diversas, nao
representando apenas os exopolissacarideos produzidos por C. wai-
lesii, o que poderia explicar as diferencas encontradas. Além disso,
o uso de técnicas analiticas de alta sensibilidade e confiabilidade
aqui empregadas contribui para maior riqueza de dados e seguranca
nos resultados apresentados.

Diferentemente de trabalhos com outras diatomdceas que apre-
sentaram o dcido glicurénico como principal monossacarideo acido,
a C. wailesii apresentou como Unico agtcar carboxilado o dcido ga-
lacturdnico, detectado através de andlise por CLAE. Essa diferenga
também € observada nos estudos de Percival e colaboradores,?! onde
relataram a presenca de dcido glicurdnico no exopolissacarideo de
C. wailesii, sendo que, nesse caso, o agucar dcido foi detectado por
eletroforese de papel. A técnica de CLAE € uma poderosa ferramenta
empregada no estudo de carboidratos, sendo considerada referéncia
para este tipo de estudo. Sua alta sensibilidade quando comparada a
eletroforese em papel sugere que possa ter havido um equivoco nos
resultados apresentados por Percival e colaboradores?' em relagdo
ao 4cido glicurdnico.

Um dado significativo na composi¢do monossacaridica descrita
neste trabalho € a presenga de N-acetil-galactosamina, sendo a primei-
ra vez que se relata a presenca de agtiicar aminado em polissacarideos
de diatomdceas. Faz-se necessdrio ressaltar que acicares aminados
ndo sdo detectados por técnicas convencionais de CG, empregadas
na maioria dos trabalhos publicados referentes a polissacarideos de
diatomdceas. No presente estudo, o uso de CLAE permitiu a detec-
¢do de N-acetil-galactosamina, sendo confirmada sua presenga nos
polissacarideos através da técnica de RMN de "*C. Uma revisdo dos
trabalhos ja publicados utilizando CLAE como método para avaliar
a composicdo monossacaridica das microalgas ja estudadas poderia
alterar o cendrio da presenga de acticares aminados em diatomdceas.

A diferenga na composicao monossacaridica do exopolissacarideo
secretado por C. wailesii estudada neste trabalho quando comparado

com o exopolissacarideo da mesma espécie estudada por Percival
e colaboradores® pode ser explicada pelas diferencas nos cultivos,
principalmente pela padronizacio e curva de crescimento da microal-
ga. Como ndo houve padronizagio de cultivo nos estudos realizados
por esses pesquisadores,”' deve ser considerada a probabilidade da
composi¢do monossacaridica encontrada para o exopolissacarideo
ser a soma do exopolissacarideos mais os carboidratos intracelulares
e de reserva, originados de células rompidas.

A composicao do exopolissacarideo da cdpsula mucilaginosa
produzido pela diatomdcea C. wailesii € quantitativa e qualitativa-
mente diferente da encontrada para o exopolissacarideo soltivel, como
mostra a Tabela 1, portanto, para a diatomécea C. wailesii estes dois
carboidratos sdo polimeros distintos.

Fracionamento da fracao EXO por cromatografia de troca-
ionica —- DEAE-Sephacel

A Tabela 2 mostra as diferencas na composicéo monossacaridica
das fragoes polissacaridicas produzidas por C. wailesii obtidas por
cromatografia em coluna de troca-ionica DEAE-Sephacel.

Os resultados obtidos da cromatografia de exclusao estérea mos-
traram que estas subfragdes se apresentam nao homogéneas, sendo
necessdrios passos adicionais de purificacdo para se propor uma
estrutura com melhor defini¢do. Porém, € possivel observar a pre-
senca de polimeros distintos, sendo dados inéditos para essa espécie.

Analise quimica parcial da fracdo EX0-0,1

A atribuigio de sinais no espectro de RMN de "*C descrita aqui
foi realizada considerando a composi¢cdo monossacaridica dos po-
limeros obtidos (Tabela 2) e a intensidade dos sinais nos espectros,
comparada com sinais caracteristicos jd descritos na literatura. A
fracdo EXO-0,1 apresentou galactose como monossacarideo prin-
cipal do polimero. A andlise de RMN de *C dessa fragdo mostra
uma grande variedade de sinais (Figura 3). A andlise da regido
anomérica do espectro de RMN de '*C mostra sinais mais intensos
em 103,4 e 100,1 ppm, que podem ser atribuidos ao C-1 da unida-
de de B-D-galactopiranose e C-1 de unidade a-L-galactopiranose,
respectivamente.? Estas atribui¢des de sinais estdo de acordo com
os propostos por Gorin e Mazurek? para padrdes de metil-B-D-
galactopiranosideo e metil-a-L-galactopiranosideo. A modificagdo
do ambiente quimico na molécula de galactose causada por mu-
danga de uma anomericidade 3 para o promove um deslocamento
quimico paramagnético do sinal de C-1 (3,3 ppm) no espectro de
RMN de 1C, o que permite diferenciar e sugerir a presenca destes
dois andmeros na amostra. Os sinais em 102,7 e 100,7 ppm podem

Tabela 2. Composi¢do monossacaridica (mol%) e andlise de sulfato (NaSO,%) das fragoes obtidas pelo fracionamento da amostra EXO em coluna DEAE-Sephacel

Fracoes Glc Gal Man Xyl Fuc Rha Ara GalA GalNAc Sulfato
EXO0-0,1 12 64 4 3 2 6 8 - - 33
EXO0-0,2 14 46 2 TR 4 15 10 7 3 1,4
EXO-1,0 8 8 30 TR 41 10 - 2 - 12,7

TR = tragos, - = ndo detectado
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ser atribuidos a unidades de -glicose? e a unidades de o.-glicose,*
respectivamente. Similar ao discutido para galactose, ocorre um
deslocamento quimico paramagnético de 2,0 ppm entre o andmero
alfa e beta da glicose no espectro de RMN de "*C. Sinais em 61,2
ppm no espectro de RMN de "°C sdo caracteristicos de carbonos
primdrios, como € o caso de carbonos 6 de hexoses. Somando esse
dado ao espectro de RMN de '*C DEPT135 obtido para esta amostra,
o qual promove a invers@o do sinal de carbonos primdrios, torna-se
possivel a atribui¢@o deste sinal ao carbono 6 das hexoses presentes
na amostra (galactose, manose e glicose).

—103.4
—100.1
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—102.7
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Figura 3. Espectro de RMN de °C da fra¢cdo EXO-0,1. Deslocamentos qui-
micos em ppm. Calibragdo interna acetona (30,200 ppm)

A heterogeneidade e a maior intensidade dos sinais no espectro
de RMN de BC, referentes a galactose, quando comparados aos da
glicose, sugerem uma mistura de dois polimeros principais, uma
galactana em maior propor¢ao e uma glucana. Esta galactana pode
ser formada de unidades de B-D-Gal 3-O substituida e unidades de
o-L-Gal 4-0 substituida, onde os sinais atribuidos ao C-1 sdao 103,5
e 100,2 ppm, respectivamente.® O sinal atribuido ao C-1 de 3-D-Gal
sofre um deslocamento quimico paramagnético no espectro de RMN
de *C para 104,8 ppm, quando ligada a unidades de a-D-Galactose
(96,1 ppm).*

A presenca do grupamento metil (-CH;) de unidades de ramnose
é observada em 16,6 ppm.?? A auséncia de dcido urdnico na fragéo
EXO-0,1 e a presencga de sinais em 1744 e 22,1 ppm sugerem a
presenca de dcido pirdvico e/ou acetil. Os sinais em 23,7 e 175,2
ppm, referentes ao grupo metil e ao carbono carbonilico de acetal
de 4cido pirtdvico, respectivamente, sdo atribuidos a unidades de
[B-galactose piruvatadas em C-3 ¢ C-4.” O sinal em 107,2 ppm sugere
substituicdo por acetal de dcido pirdvico, esterificando os carbonos
3 e 4 de unidades de -galactose (material complementar). Segundo
Ravenscroft,”” quando o dcido pirdvico estd ligado ao C-3 e C-4, o
anel formado nessa estrutura assemelha-se a um anel furanosidico,
deslocando o sinal referente ao C-2 do acetal pirtivico no espectro
(107,23 ppm). Todavia, segundo Gorin e colaboradores,”® o tempo
de relaxagdo do carbono acetdlico pode impedir sua detec¢do por
espectroscopia de RMN de *C, mesmo quando este substituinte estd
presente em uma quantidade significativa, o que, entdo, nao descarta a
possibilidade do sinal ser também resultante da presenca de unidades
furanosidicas de arabinose, uma vez que este monossacarideo estd
presente na amostra.”

Este € o primeiro relato na literatura da presenca de dcido pirivico
em polissacarideos de diatomdceas. O dcido pirdvico ligado como
acetal ciclico a uma unidade glicosil € comum em polissacarideos
extracelulares de bactérias; frequentemente se encontra ligado a
C-4 e C-6 de unidades de D-glicopiranose, D-manopiranose ou
D-galactopiranose. Estas unidades podem ser terminais ou estarem
no meio da cadeia.*

Quim. Nova

Analise quimica parcial da fracao EX0O-0,2

A fracdo EXO0-0,2 ¢ constituida principalmente de galactose,
ramnose, glicose e arabinose. Possui, ainda, na sua composi¢do
dcido galacturdnico, N-acetil-galactosamina e pequena porcentagem
de sulfato. A composi¢ao monossacaridica e o espectro de RNM de
BC dessa amostra mostram um perfil diferente da fragdo anterior
(Figura 4).
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Figura 4. Espectro de RMN de °C da fracdo EXO-0,2. Deslocamentos qui-

micos em ppm. Calibragdo interna acetona (30,200 ppm)

Na regido anomérica do espectro de RMN de *C desta fra-
¢do, os sinais em 104,3 e 103,8 ppm sdo atribuidos a unidades de
[3-D-galactopiranose, levando-se em consideragdo maior porcentagem
de galactose na amostra.”? Deslocamentos quimicos paramagnéticos
referentes a arabinose indicam sua forma furanosidica e configura-
¢do a. O sinal em 109,5 ppm presente no espectro de RMN de *C
pode ser atribuido ao C-1 de unidades terminais ndo redutores de
o-arabinofuranose.”

Observa-se ainda a presenga do sinal em 16,6 ppm, caracteristico
de grupamento metil da ramnose.?> O sinal em 98,3 ppm indica C-1
das unidades de a-dcidos urdnicos.’! Os sinais em 174,0 a 173,6 ppm
sdao caracteristicos de carbonila, sendo atribuidos ao C-6 de acido
galacturdnico® e ao carbono amidico da N-acetil-galactosamina, res-
pectivamente.*? Este espectro mostra ainda sinais em 22,1 e 52,1 ppm,
que podem ser atribuidos a metil ligado ao carbono carbonilico e do
C-2 ligado a nitrogénio de N-acetil-galactosamina, respectivamente.*

As andlises dos derivados metilados da fragdo EXO-0,2 apre-
sentaram grande porcentagem de terminais n@o redutores. Os
derivados majoritdrios presentes nesta fracdo foram 2,3-Me2-Rha
e 3,4-Me2-Rha, que demonstram liga¢des (1—4) e (1—2) nas uni-
dades de ramnose e 2,3,6-Me3-Gal, que demonstra ligagdo (1—4)
nas unidades de galactose. A presenca de terminais ndo redutores de
unidades de arabinofuranose foi demonstrada através do derivado
metilado 2,3,5-Me3-Araf.

Analise quimica parcial da fracao EXO-1,0

A andlise dessa fracdo mostra um polimero sulfatado constituido
principalmente por fucose e manose. Sdo observadas mudancas dos
sinais no espectro de RMN de *C dessa fragdo em relacdo as demais
fragdes (Figura 5).

O espectro de RMN de "*C da fragao EXO-1,0 mostra um elevado
grau de complexidade na regido anomérica. Devido a grande variagdo
de monossacarideos e da relagdo 1:1 entre fucose e manose, um tinico
sinal nessa regifo pode ser atribuido a mais de um tipo de unidade.
Como exemplo, o sinal em 102,4 ppm que pode ser atribuido ao C-1
de a-L-fucopiranose®® ou ao C-1 de unidades terminais ndo redutoras
de manopiranose.?



Vol. 35, No. 8

102.4
1017

ppm

Figura 5. Espectro de RMN de "C da frag¢do EXO-1,0. Deslocamentos qui-
micos em ppm. Calibrag¢do interna acetona (30,200 ppm)

Outra dificuldade para atribui¢do de sinais € o fato dessa amos-
tra ser sulfatada. SubstituicGes por grupamentos sulfato causam
deslocamentos quimicos paramagnéticos nos sinais de RMN de "*C.
Sendo assim, a heterogeneidade da fracio e a provdvel complexidade
desses polimeros dificultam uma andlise quimica mais detalhada.
Entretanto, alguns sinais caracteristicos podem ser discutidos: a
presenca de grupos O-metil de fucose e ramnose € demonstrada em
16,2 a 16,4 ppm, respectivamente.” Devido a baixa porcentagem de
acido ur6bnico na amostra, nao foi evidenciado o sinal referente ao
C-6 do grupamento carboxilico em 174,0 ppm. Diferentemente das
fragdes EX0-0,1 e EX0O-0,2, ndo aparecem no espectro de RMN de
13C da fragdo EXO-1,0 sinais em 22,1 ppm referentes a metil ligado
a carbono carboxilico de dcido pirtivico e/ou N-acetil-galactosamina.

Exopolimeros contendo fucose destacam-se por sua alta vis-
cosidade. Além disso, os desoxi acgucares apresentam propriedades
hidrofébicas, devido a presenga de metil no C-6, que podem promo-
ver a formac¢do de agregados de exopolimeros durante as floracdes
marinhas.**

As andlises dos derivados metilados das 3 subfragdes mostraram-se
coerentes com os sinais atribuidos nos espectros de RMN de "*C.
Porém, a ndo homogeneidade observada por cromatografia de ex-
clusdo estérea ndo permite propor estrutura fina dos polimeros ana-
lisados, o que poderia ser contestado. Entretanto, uma vez que foram
determinadas a condi¢@o de cultivo e a extrag@o dos polissacarideos
da microalga, a elucidac@o das estruturas finas desses polissacarideos
¢é possivel de ser realizada em futuros estudos.

CONCLUSAO

O isolamento e o cultivo da diatomdcea C. wailesii foram re-
alizados sob condig¢des controladas, possibilitando estabelecer sua
curva de crescimento. Durante a fase exponencial de desenvolvi-
mento da microalga foram obtidas duas fracdes de polissacarideos,
exopolissacarideos e polissacarideos da cdpsula mucilaginosa, com
composic¢do monossacaridica, teores de aguicar total, 4cido uronico e
grupamentos sulfatos distintos. A composicao lipidica da microalga
C. wailesii apresentou somente dcidos graxos saturados. O fracio-
namento da amostra de exopolissacarideo forneceu trés subfragdes.
Esses resultados sdo inéditos para o género Coscinodiscus, sendo
sugeridas as estruturas quimicas parciais através de técnica de RNM
de BC e metilagdo. A fracdo EX0-0,1 demonstrou ser constituida
principalmente por uma galactana com esterificagdes por dcido pirt-
vico. A fracdo EX0-0,2 demonstrou ser composta principalmente por
uma galactana, além de apresentar unidades de dcido galactur6nico e
N-acetil-galactosamina, sendo a primeira vez que se relata a presenga
de aguicar aminado em polissacarideos de diatomdceas. A fracdo
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EXO-1,0 demonstrou ser composta principalmente por um polissa-
carideo sulfatado constituido de fucose e manose, ou dois polimeros
distintos, sendo uma fucana e uma manana. Esses resultados sdo de
suma importancia, uma vez que, com excecao do polissacarideo de
reserva (crisolaminarana), pouco se conhece sobre a estrutura quimica
de polissacarideos de diatomaceas.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Fotomicroscopia da microalga C. wailesii cultivada evidenciando
a natureza dcida de seus exopolissacarideos, através de coloracao de
Alcian Blue, bem como o perfil cromatografico obtido por CLAE da
curva de hidrdlise dos exopolissacarideos de C. wailesii no tempo
de 18 h e figura ilustrativa da atribui¢ao de sinais de RMN de *C
para acetal de dcido pirtvico esterificando C-3 e C-4 de unidades de
[B-galactose estdo disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, na
forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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Figura 18. Fotomicroscopia da microalga C. wailesii cultivada (vista lateral e frontal em aumento de 400 X)

Figura 2S. Fotomicroscopia da microalga C. wailesii, evidenciando a natureza dcida de seus exopolissacarideos através de coloragdo de Alcian Blue
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Figura 38S. Perfil cromatogrdfico obtido por CLAE da curva de hidrdlise dos 3,4-0-(1-CARBOXIETILIDENO)-GALACTOSE
exopolissacarideos de C. wailesii no tempo de 18 h Figura 4S. Atribui¢do de sinais de RMN de "*C para acetal de dcido pirivico

esterificando C-3 e C-4 de unidades de f-galactose
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