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Resumo - Os polissacarideos sulfatados (PS) sdo macromafe complexas e heterogéneas de grande
interesse em Biotecnologia. A rodoficelalymenia pseudofloresiéem sido relatada como
possuidora de PS com atividades biologicas. Poemmprego de diferentes técnicas pode
influenciar o rendimento e/ou as propriedades quesdesses compostos. Desta forma a busca
por novas estratégias de obtencéo desses polisiggesem estudos. Avaliou-se a eficiéncia de
duas metodologias de precipitacdo (M | e M 1) &R isolados da alga marinha vermetha
pseudofloresiacomparando o rendimento, o fracionamento e o deapurificacdo. O PS total
(PST) foi obtido com papaina bruta em tampéo axedat sédio 0,1 M (pH 5,0) contendo
cisteina 5 mM e EDTA 5 mM. O PST assim obtido fieigipitado com uma solucéo de cloreto
cetilpiridinio (CCP) a 10% (M I) ou, alternativantencom etanol absoluto (M 1l). O PST foi
analisado por cromatografia de troca ibnica em r@olde DEAE-celulose utilizando um
gradiente de NacCl, sendo as fracdes de PS obtibasesidas a procedimento de eletroforese em
gel de agarose a 0,5%. Verificou-se que tantomdimeentos como os perfis cromatograficos de
PST foram diferentes entre os métodos. O M Il faimeficiente na obtencdo de PST (46,08%)
guando comparado ao M | (41,16%). A separacéo idedderentes fracoes de PS (F I; F II; F
lll; FIV; FV e F VI), eluidas com 0,50; 0,75; D;01,25; 1,50 e 1,75 M de sal, respectivamente,
também foram obtidas com o emprego do M |l quaraloparadas ao M |, porém revelando,
por eletroforese, moléculas com baixo grau de ipagfio em ambos os métodos. Por outro lado,
os resultados sugerem que a utilizagdo de apemasl seria uma forma mais econémica para a
obtencdo de PS da rodofiddapseudofloresia

Palavras-chaves: Halymeniaceae, Halymeniales, paobsrde carboidratos, métodos de obtencgéo.

SULFATED POLYSACCHARIDES FROM Halymenia pseudofloresia (RHODOPHYCEAE ) (COLLINS &
M. HOWE): ANALYSIS OF PRECIPITATION METHODS

Abstract — Sulfated polysaccharides (SP) are complex arerdggneous macromolecules of a great interest
in Biotechnology. TheHalymenia pseudofloresiehodophyceae has been reported to have SP
possessing biological activities. However, the eyplent of different techniques can influence
the yield and/or chemical properties of these camps. The search of new strategies of
obtaining these polymers suggests studies. It vimedato evaluate the efficiency of two
precipitation methods (M | and M 1l) of SP isolatedm the red marine algd. pseudofloresia
comparing the vyield, fractionation and purificatidagree. Total SP (TSP) was obtained with
crude papain in 0.1 M sodium acetate buffer (pH Bdhtaining 5 mM cysteine and 5 mM
EDTA, and then precipitated with a 10% cetylpiridim chloride (CPC) solution (M I) or,
alternatively, by absolute ethanol (M 1l). The TSRas analyzed by ion-exchange
chromatography on DEAE-cellulose column using a Ngt@dient. The obtained SP fractions
were submitted to 0.5% agarose gel electrophorgsscedure. The yields and the
chromatographic profiles were different betweenrtethods. TSP was more efficient obtained
in M 1l (46.08%) when compared to M Il (41.16%) dasix different fractions of SP (F I, F II, F
I, F IV, FVand F VI), eluted at 0.50, 0.75, 0,01.25, 1.50 and 1.75 M of salt, respectively,
were also obtained using the M Il when comparedMol, but on both methods the
electrophoresis procedure revealed molecules wittdegree of purification. On the other hand,
the results suggest that the only use of ethanalldvbe a more economical procedure for
obtaining SP fronH. pseudofloresiahodophyceae.

Keywords: Halymeniaceae, Halymeniales, carbohygrvalgmers, obtaining methods.
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INTRODUCAO
As algas representam um diversificado grupo denisgeos autotréficos que exercem papéis

biolégicos importantes no meio ambiente, contridoirdesde a producdo de oxigénio até a
producédo de diferentes moléculas a partir da eaengitida pelo sol, representando o primeiro elo
da cadeia alimentar de varios ecossistemas agsidtze, 1997; Teixeira, 2002). A biossintese de
compostos conhecidos como polissacarideos sul&ai@f) despertam interesse do homem devido
as suas propriedades como agentes emulsificangdiicamtes, espessantes nas industrias de
alimentos (Campo et al., 2009), farmacéutica (HaiyaSoshimitsu & Kojima, 1996; Farias,
Valente, Pereira & Mourédo, 2000; Bezerra-Neto, Rpars, Pontes & Farias, 2008; Zhang et al.,
2008; Rodrigues, Bezerra-Neto, Pontes & Farias920Rodrigues, Torres, Alencar, Sampaio &
Farias, 2009b; Pontes, Bezerra-Neto, Rodrigues r&a$,a2009; Silva et al., 2010) e outros setores
econdmicos (Fu, Hou, Yeh, Li & Chen, 2007; Rodrggee al., 2008; Rodrigues, Junior, Lourenco,
Lima & Farias, 2009c). Varios aspectos quanto etrutesa e metabolismo de polissacarideos
algais podem ser encontrados em revisdes espsdifieacival & McDowell, 1967; Painter, 1983).

Nas algas marinhas, os PS podem ser encontradoemeade galactanas sulfatadas nas algas
marinhas vermelhas, de fucanas nas algas pardaamons e, nas cloroficeas, os mais encontrados
séo as arabino-galactanas (Percival & McDowell,71$&inter, 1983), enquanto nos animais os PS
mais conhecidos sdo os glicosaminoglicanos, dexlaese, por exemplo, o condroitim sulfato,
dermatam sulfato e heparina (Kjellen & Lindahl, 199podendo os PS ser expressos em
vertebrados (Rodrigues, Vanderlei, Queiroz, Qui@dé&r Benevides, 2009d) e invertebrados
(Mouréo & Pereira, 1999).

O agar, a carragenana e o alginato (conhecidos ditnooléides) sdo o0s principais
componentes da parede celular das algas, os quaseatam aspectos quimicos e econémicos
importantes na industria, e que distingue as fodéesspécies produtoras (Percival & McDowell,
1967, Painter, 1983; Campo, Kawano, Silva & Camwal009). A consideravel variacao estrutural
dos PS obtidos a partir de diferentes espécie$gds marinhas coletadas em diferentes ambientes
ou periodos do ano também contribui para a naturemgplexa e heterogénea desses compostos
(Percival & McDowell, 1967; Painter, 1983; Farid&glente, Pereira & Mourao, 2000; Marinho-
Soriano, 2001; Rodrigues, Torres, Alencar, Samgaiearias, 2009b). Ademais, a utilizacdo de
diferentes protocolos de extragdo de PS, incluinslosaridveis processos biotecnoldgicos neles
envolvidos, tal como o emprego de solventes deiptacdo, pode ocasionar a obtencao de
macromoléculas com propriedades quimicas e bi@&gdiferenciadas (Percival & McDowell,
1967; Bezerra-Neto, Rodrigues, Pontes & Farias82B@drigues, Bezerra-Neto, Pontes & Farias,

2009a; Rodrigues, Torres, Alencar, Sampaio & Fa@889b; Rodrigues & Farias, 2009; Pontes,
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Bezerra-Neto, Rodrigues & Farias, 2009).

Embora bem conhecidos em varios setores econéonmaod)a um procedimento padréo para
a extracdo de PS de algas marinhas e algumas gp&sguigerem o uso de diferentes técnicas e/ou
solventes de precipitagdo como formas alternapaas a obtencdo desses compostos heterogéneos
presentes em diferentes espécies de algas marahmasnor custo. A utilizacdo de enzimas
proteoliticas (papaina) no processo consecutivexttacdo e de alcool na etapa de precipitacdo de
PS da alga marinha verd€aulerpa sertularioidesresultou em semelhantes propriedades
moleculares quando comparadas aquelas obtidas deatotolo sugerido padrdo (Bezerra-Neto,
Rodrigues, Pontes & Farias, 2008). Tal procedim&ntthém foi alternativo para a obtencdo de PS
da alga marinha vermelt®olieria filiformis por Pontes, Bezerra-Neto, Rodrigues & Farias (R009
Rodrigues, Bezerra-Neto, Pontes & Farias (2009ajstataram que a utilizagdo da mesma
metodologia mediante o uso de &lcool como solveltéenativo de precipitacdo dos PS isolados
com papaina mostrou ser eficiente para a alga hanerdeCaulerpa racemosaguando fracdes
de PS anticoagulantes superaram as atividades ldagoletidas de um protocolo utilizado no
isolamento dessas moléculas.

Algumas atividades biologicas de interesse em Bimtlvgia tém sido relatadas para PS
isolados da alga marinha vermetalymenia pseudofloresi@odrigues, Torres, Alencar, Sampaio
& Farias, 2009b; Rodrigues, Junior, Lourenco, Lid-arias, 2009c). Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi isolar, fracionar e avaliar @uwgrde resolucdo dos PS da rodofi¢ea
pseudofloresia utilizando duas metodologias de precipitacdo, trdmrindo assim com o
desenvolvimento de novos protocolos alternativoslitencéo dessas macromoléculas isoladas de

algas, mediante analises bioquimicas comparativas.

MATERIAL E METODOS
COLETA E TRATAMENTO PRELIMINAR DA ALGA MARINHA

Exemplares arribados da alga marinha verméihgseudofloresigCollins & M. Howe)
foram coletados na zona entre marés da Praia dbdhlas-Trairi-Ceara (Julho/2005) e a pesquisa
desenvolvida no laboratério de Bioquimica Marintta Repartamento de Engenharia de Pesca,
Universidade Federal do Ceara. No laboratério, lgasaforam lavadas com &agua destilada,
desidratadas em estufa (40 °C; 15 h), cortadasegmemos pedacos e armazenas em frasco fechado
para posterior extracao do PS total (PST).

EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS
O PST foi obtido a partir de duas metodologias @M 1l), diferindo apenas quanto ao uso

do agente precipitante de PS.
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METODO |

O PST foi obtido de acordo como previamente desgdr Rodrigues, Torres, Alencar,
Sampaio & Farias (2009b). Inicialmente, a algataitia (2 g) foi hidratada em 100 mL de tampéao
acetato de sédio 0,1 M (AcNa) (pH 5,0) contendo BI®ImM e cisteina 5 mM, e digerida com
uma solucéo de papaina bruta (30 mg'jmiurante 24 horas a 60 °C em banho-maria. Emd&gui
o material foi filtrado, centrifugado (7965gx4°C; 20 min.) e, ao sobrenadante, foram adiciosad
20 mL de uma solugéo de cloreto cetilpiridinio (J@PL0% (24 h; 25 °C) para a precipitacdo dos
PS. Logo ap6s uma nova centrifugacéo, o extraisgaaaridico foi lavado (200 mL; CCP 0,05%),
dissolvido em 174 mL de NaCl 2 M: etanol absoludt@d¢ 15; v/v) e novamente precipitado atraves
da adicdo de 200 mL de etanol absoluto (24 h; 4E@) seguida, o material foi lavado com 200
mL de etanol absoluto a 80% (2 x), etanol absof@@) mL; 1 x) e, finalmente, submetido a

secagem por estufa (24 h; 60 °C).

METODO II

O PST foi obtido de acordo com Rodrigues, BezemtNPontes & Farias (2009a).
Inicialmente, a alga triturada (2 g) foi hidrataelm 100 mL de tampado acetato de sédio 0,1 M
(AcNa) (pH 5,0) contendo EDTA 5 mM e cisteina 5 midigerida com uma solucdo de papaina
bruta (30 mg mL) durante 24 horas a 60 °C em banho-maria. Em d&gaimaterial foi filtrado,
centrifugado (7965 wg; 4°C; 20 min.) e, ao sobrenadante, foram adiciosd®s volumes de etanol
absoluto para precipitagdo dos PS por 48 h emdregez20 °C). Em seguida, o material foi
centrifugado e submetido a duas lavagens com 20@ené¢tanol absoluto a 80% e uma vez com
etanol absoluto (200 mL). Finalmente, o PST foosam estufa (24 h; 60 °C).

CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM COLUNA DE DEAE-CELULOSE

O PST (10 mg) foi dissolvido em tampdo AcNa 0,1 ® g mL') e submetido &
cromatografia de troca idnica em coluna de DEAKHosk (6,5 x 1,5 cm) equilibrada e percolada
com tampado AcNa 0,1 M até a completa remocdo déisspoarideos nao retidos, seguido do
fracionamento dos PS por eluicdo (stepwise) conesnmo tampao de equilibrio contendo NaCl em
diferentes concentragdes (0,50; 0,75; 1,00, 1,A%) & 1,75 M) utilizando um coletor de fragbes
(FRAC-920) com fluxo ajustado (60 mL'}; como previamente também descrito (Rodrigetes.,
2009b). As fracbes de PS (5,0 mL) foram monitoragavés da propriedade metacromatica
usando o azul de 1,9-dimetiimetileno (ADM) (FarmgjalButtle & Barrett, 1986) em
espectrofotdmetro ajustado a 525 nm. As fracdescr@naticas assim obtidas foram dialisadas
exaustivamente contra 4gua destilada e concentpaddisfilizacdo para os ensaios posteriores.
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ANALISES QUIMICAS

A deteccdo de acucares totais (AT) das fracoes 8HeoBtidas do procedimento de
cromatografia de troca i6nica (DEAE-celulose) fetatminada pelo método fenol-4cido sulfarico
(Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers & Smith, 1956)déterminacéo de sulfato também foi realizada
através da medida da area metacromatica integ@geerdil cromatografico em DEAE-celulose,

utilizando-se o programa ORIGIN 7.0.

ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Com a finalidade de avaliar possiveis diferencaeomtares quanto em densidade de cargas e
no padrdo de resolucéo, o PST e as fracdes deSAgjdoram analisados por eletroforese em gel
de agarose a 0,5% (Dietrich & Dietrich, 1976) emgéo 1,3 - acetato diaminopropano 0,05 M (pH
9,0) entre os métodos. Desta forma, os PS foramadpls no gel e a corrida foi realizada em
voltagem constante (110 V) durante 60 min. Apogargdimento, as amostras presentes no gel
foram fixadas com uma solucéo Mecetil-N,N,N-brometo de trimetilaménio 0,1% por 24 horas.
Em seguida, o gel foi corado com azul de toluidifi®s e, finalmente, descorado com uma solucéo

contendo etanol absoluto, agua destilada e aciéticaconcentrado (4,95: 4,95: 0,1; v/iv/v).

RESuULTADOS E DiscussAo

A utilizacdo de dois protocolos para a obtencdoP&I da rodoficedd. pseudofloresia
resultou em uma diferenca no rendimento de apeB2844 a partir da alga desidratada em estufa
(15 h; 40 °C) e triturada. A maior quantidade del A8 obtida no M Il (46,08%) quando
comparado ao M | de obtencéo (41,16%), respectintar(€igura 1).

M (1)
CCOMI(2

Rendimento (%)
N
()]

1
Extracao

Figura 1. Rendimento, por método, dos polissacarideos sdatala alga marinha vermelha
Halymenia pseudofloresia alga foi desidratada (15 h; 40 °C) e triturgdaa posterior extracao
do PST com papaina em tampéao acetato de sodio (pHM,0) contendo cisteina 5 mM e EDTA
5mM em banho-maria (24 h; 60 °C). O rendimento 83 Pi expresso em porcentagem, ap0s seco
em estufa (24 h; 60 °C).
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A diferenca nos rendimentos de PST sugere a inflaéto método de precipitacdo utilizado
(Percival & McDowell, 1967; Rodrigues, Bezerra-Neteontes & Farias, 2009a) e algumas
pesquisas revelam que o emprego de alcool comapppaete alternativo para concentracdo de
PSTs isolados de algas marinhas também sugerensesolvente eficaz na obtengcdo desses
compostos. Por exemplo, a extracdo proteoliticdP8&s das algas marinh&s sertularioides
(Bezerra-Neto, Rodrigues, Pontes & Farias, 2008)acemosgRodrigues, Bezerra-Neto, Pontes
& Farias, 2009a) (Chlorophyceaspefiliformis (Pontes, Bezerra-Neto, Rodrigues & Farias, 2009)
(Rhodophyceae) resultaram em rendimentos de P$&sdqg concentrados com &alcool (M 1), de
8,10; 13,00 e 43,40%, respectivamente, apdés azaeadlh de extracdes sequenciais desses
compostos a partir das espécies, sendo, no genaglisantes aqueles rendimentos de PSTs obtidos
pelo M 1 (7,10; 15,75 e 46,80%, respectivamentedtifizacdo do rendimento de PST da mesma
espécie utilizada neste trabalho, Rodrigues, ToAksicar, Sampaio & Farias (2009b) obtiveram,
mediante a realizacdo de trés extracdes de PSI4%7de rendimento total utilizando o M 1.
Portanto, a realizacdo de extracdes sequencidsSdiecom papaina utilizando o M Il de obtencéo
também sugere estudos de maneira tornar 6timaalieamente o rendimento de polissacarideos
isolados deH. pseudofloresiae, consecutivamente, com posteriores aplicacbe8ietacnologia
(Hayashi, Toshimitsu & Kojima, 1996; Fu, Hou, Yéh & Chen, 2007; Campo, Kawano, Silva &
Carvalho, 2009; Rodrigues, Torres, Alencar, Samp&id~arias, 2009b; Rodrigues, Junior,
Lourenco, Lima & Farias, 2009c; Silva et al., 2010)

CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM COLUNA DE DEAE-CELULOSE

Os perfis cromatograficos obtidos em DEAE-celulés@am diferentes entre os meétodos
(Figura 2). A separacéao de seis fracOes diferataeRS (F I; F II; F llI; F IV; F V e F IV), eluidas
nas concentra¢des 0,50; 0,75; 1,00; 1,25; 1,50%M,de NaCl, respectivamente, foram obtidas no
M 1l (Figura 2B), enquanto o M | resultou em cirfcagBes polissacaridicas sulfatadas (F I; F II; F
lll; F IV e F V), eluidas com 0,50; 0,75; 1,00;3.2 1,50 M de NaCl, respectivamente (Figura 2A).

Avaliando a eficiéncia dos métodos M | e M Il deesigéo na concentracdo por precipitacéo
dos PSTs isolados de diferentes hidrolisados etizinsa(papaina) obtidos da alga marinha verde
C. sertularioidesBezerra-Neto, Rodrigues, Pontes & Farias (2008gn/aram semelhantes perfis
cromatograficos em DEAE-celulose entre os métoditigados, sugerindo a obtencdo do mesmo
grupo de moléculas, enquanto o emprego de ambaetaslologias na obtencédo de PST oriundos
de extracdo sequenciais resultou na separacadedentes fracoes polissacaridicas para as espécies
S. filiformis e C. racemosarespectivamente, segundo Pontes, Bezerra-Netirigres & Farias,

(2009) e Rodrigues, Bezerra-Neto, Pontes & Fa@t@89a). Rodrigues, Torres, Alencar, Sampaio
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& Farias (2009b) também constataram diferentessperbmatograficos de PST da rodofidéa
pseudofloresiaquando trés digestdes com papaina foram reafizddesta forma, as pesquisas
demonstram que as caracteristicas desses compsstados de diferentes extra¢bes, quando
concentrados por diferentes solventes e fracionadoscolunas de separacado (DEAE-celulose),
variam de espécie para espécie, podendo também sé&r uma ferramenta valiosa em estudos
taxondmicos de algas (Rodrigues & Farias, 2009 emtificacdo de novos PS com atividade
anticoagulante (Bezerra-Neto, Rodrigues, Ponteadak, 2008; Rodrigues, Bezerra-Neto, Pontes
& Farias, 2009a; Rodrigues, Torres, Alencar, SamaiFarias, 2009b; Pontes, Bezerra-Neto,
Rodrigues & Farias, 2009).

0.7 2.0
06l P 18
] -—1.6
-—1.4

-1.2

[OeN

-1.0 =

(N

Metacromasizg.25 .

~0.8
~0.6

. ; T . T - T - 0.4
0 10 20 30 40 50

5 nm

MetacromasigZ

FracOes (5 mL)

Figura 2. Cromatogramas dos PST obtidos pelos métodos | (A) ) de Halymenia
pseudofloresiiam coluna de DEAE-celulose. A coluna foi equildag lavada com tampé&o AcNa
0,1 M. Os PS adsorvidos no gel foram eluidos corarmopdo de AcNa contendo NaCl em
concentracgdes diferentes (0,50; 0,75; 1,00; 1,28 & 1,75 M). Os PS foram monitorados através
da propriedade metacromatica com o 1,9 azul-dimetileno a 525 nm.X[] M) metacromasia
(PS); ©O O) acucares totais (AT) e (--) gradiente salinopisise).
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Neste trabalho, o procedimento de cromatografidratz idnica (DEAE-celulose) do PST
mostrou diferentes perfis entre os métodos utibza@rigura 2). Curiosamente, o M Il demonstrou
ser mais eficiente na obtencao de fracbes de P&lgusomparado ao M | (Figuras 2A e 2B). A
maior quantidade de PST obtido no M Il quando caagimao M | (Figura 1) também justificou o
maior numero de fracdes polissacaridicas obtidegi@ 2B). Tal fato sugere posterior avaliacao
dessas moléculas, quando obtidas do M Il, em difese atividades bioldgicas, tais como
anticoagulante e imunoestimulante, como previamespertadas para esta espécie (Rodrigues,
Torres, Alencar, Sampaio & Farias, 2009b; Rodrigdésior, Lourenco, Lima & Farias, 2009c). A
semelhante presenca dessas moléculas a partir da dasl fracbes de PS obtidas &
pseudofloresiaquando obtidas em coluna de DEAE-celulose patzoaras métodos (M 1 e M 1)
(Tabela 1), também pode reforgar tal hipétese.

A maior dosagem de AT no perfil de DEAE-celuloséopmétodo fenol-acido sulfarico
(Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers & Smith, 1956 deacdes de PS obtidas pelo M Il de obtencéao
em comparacdo ao M | (Figura 2) talvez seja denterda agregacdo com outros componentes
presentes na mistura polissacaridica (proteinabpiclatos neutros etc) pelo solvente alcool (M
II), embora sabendo-se que polissacarideos neafiosfracamente ou dificilmente retidos em

colunas de separacéao de troca ibnica (DEAE-celylesgundo Percival & McDowell (1967).

Tabela 1. Area metacromatica integrada (AMI) das fracBessgakaridicas obtidas de ambos os
métodos por cromatografia de troca idbnica (DEARHosk) da rodoficedalymenia pseudofloresia

Método Fracao NaCl (M) AMI (%)
Fl 0,50 5,12
Fll 0,75 27,16
F 1l 1,00 31,36
F IV 1,25 23,27
FV 1,50 13,09
Fl 0,50 4,97
F 0,75 29,47
Il F 1l 1,00 28,03
FIV 1,25 23,28
FV 1,50 10,91
F VI 1,75 3,34
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ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

As fracbes de PS (F Il e F Ill) obtidas de ambosnadodos, quando submetidas ao
procedimento de eletroforese em gel de agaroserid@ie Dietrich, 1976), mostraram um padréo
de cargas negativas bastante semelhantes entgoréin diferentes em densidade de cargas
(Figura 3). As diferencas encontradas na intensidaetacromatica das fracoes de PS no gel entre
os M | e M Il também justificam os perfis de DEAEBhdose obtidos (Figura 2). As fracdes de PS
apresentaram um padréo bastante polidisperso eyjascaegativas quando também comparadas ao
PST, com a utilizagdo das metodologias, denotarssamaum baixo grau de purificacdo dos

polissacarideos obtidos #e pseudofloresia

o @ X

Origem PSTFIFII PST FII F

Figura 3. Revelacdo dos polissacarideos sulfatados obtidos pgtodos | (A) e Il (B) da alga
marinhas vermelhblalymenia pseudofloresipor eletroforese em gel de agarose a 0,5%. O PST e
as fracOes de PS (F Il e F Ill) presentes no gahficcorados com azul de toluidina a 0,1%.

@

As caracteristicas dessas moléculas, quando oldw&d | e M I, significam, claramente,
gue o gel em coluna de DEAE-celulose néo foi efigiana purificacdo dessas moléculas (Figura 3).
Tal fato também foi observado na primeira extragée PSTs da mesma espécie por Rodrigues,
Torres, Alencar, Sampaio & Farias (2009b), quandé bde obtencéo foi utilizado. A realizag&o
de duas novas extracdes de PST, utilizando-se dmmeesiduo algal, por outro lado, resultou em
moléculas mais homogéneas, sugerindo que o graordplexidade esteja diminuindo, 0 que se
supOe ser Gtil em procedimentos de caracterizag@strutura quimica desses compostos.

Tendo em vista que ndo ha um protocolo padréo palk#tencdo de PS de algas (Percival &
McDowell, 1967), haja vista as diferentes conforgescestruturais entre as diferentes espécies de
algas marinhas existentes (Painter, 1983; MarirdreaBSo, 2001), o que dificulta naturalmente a
caracterizac@o de suas estruturas quimicas néfgass, Valente, Pereira & Mourdo, 2000; Zhang
et al., 2008; Campo, Kawano, Silva & Carvalho, 20@ utilizacdo do M Il sugere também ser

alternativo para a obtencado de polissacarideosmiessna espécie em questao.
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CoNcLUsAO

A utilizacdo de duas metodologias para a preci@dalte polissacarideos sulfatados presentes
em um hidrolisado enzimético (papaina), obtido dga amarinha vermelhaHalymenia
pseudofloresiaresultou em perfis cromatograficos em DEAE-caaldliferentes entre si, porém
revelando, por eletroforese, moléculas com baixrgmade resolucdo. Por outro lado, 0 uso mais
econdmico de etanol absoluto como agente precipifaara a obtencdo desses compostos sugere

posteriores estudos de atividades bioldgicas.
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