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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo testar a atividade antioxidante dos extratos
obtidos a partir de nove espécies de microalgas marinhas além de isolar os
polissacarideos de duas espécies de microalgas também marinhas e determinar sua
estrutura quimica. As espécies utilizadas para os testes antioxidantes foram
Chaetoceros mulleri, Isochrysis galbana, Pavlova Iutheri, Phaeodactylum
tricornutum, Tetraselmis chuii, T. gracilis, T. suecica, Thalassiosira fluviatilis e
Nannochloropsis oculata, a fim de realizar um screening do potencial antioxidante
destas espécies. Entre as espécies testadas neste trabalho apenas a espécie P.
tricornutum ja teve sua atividade avaliada. As espécies que tiveram seus
polissacarideos isolados para caracterizacdo estrutural, Pavlova lutheri e
Porphyridium cruentum, pertencem a duas diferentes divisbes taxondmicas,
Haptophyta e Rhodophyta, respectivamente, sdo cultivaveis em larga escala e seus
polissacarideos tém interesse comercial devido as suas potenciais atividades
biolégicas. Inicialmente, a biomassa microalgal das espécies foi isolada do meio de
cultivo através de centrifugacéao e liofilizada. Para obtencdo dos extratos testados
para a atividade antioxidante a biomassa seca das nove espécies foi submetida a
extracdo sequencial com solventes em ordem de polaridade crescente hexano,
etanol e agua, a 2,5 g%, por 3 h a temperatura ambiente. A biomassa foi separada
do extrato por meio de filtracdo a vacuo ou centrifugacéo e o solvente evaporado até
secura; os extratos foram ressolubilizados em etanol ou 4gua nas concentracdes de
50, 250 e 500 pg/mL. A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada por trés
meétodos distintos: Poder redutor, 3-caroteno-acido linoléico e DPPH. Os resultados
obtidos foram comparados aos padrées BHA, BHT e a-tocoferol (100 pg/mL). O
resultado do screening realizado ndo apresentou, por nenhum dos métodos
empregados, espécies com potencial atividade antioxidante, visto que de modo geral
a atividade antioxidante dos extratos nao supera 25% da atividade antioxidante
apresentada pelos padrdes. Para extracado dos polissacarideos a biomassa seca de
P. lutheri foi submetida a extracdo aquosa e alcalina (NaOH 0,5 M) sequenciais, a
80°C por 2 h. J4 a espécie P. cruentum foi submetida a extracdo aquosa a
temperatura ambiente por 3 h, seguida de extracdo aquosa e extracdo alcalina
(NaOH 0,5 M) sequenciais a 80 °C por 2 h. As analises quimicas e espectroscopicas
para determinacdo da estrutura quimica, sugerem que o polimero extraido de P.
lutheri, por extracdo aquosa (PAQ) (3 % de rendimento), e sua parte solavel no
sobrenadante etandlico (PAQ-SE - 5% de rendimento), é constituido por uma [3-
glucana (1—3) ligada, com pontos de ramificacdo em C-6, sendo que as cadeias
laterais sdo formadas por apenas uma unidade de glucose ou por dissacarideos
(1—6)-ligados. O polimero obtido por extracdo alcalina (PAL - 9,5% de rendimento)
€ constituido por uma B-glucana (1—3)(1—6)-ligada e uma B-xilana (1—4)-ligada.
Os polimeros extraidos de P. cruentum tanto por extracdo aquosa a quente (PCAH —
34,6 % de rendimento), como por extracéo alcalina (PCAL - 18,2 % de rendimento)
séo constituidos principalmente por uma a-glucana (1—4)(1—6) ligada, semelhante
ao amido das florideas descrito para as macroalgas vermelhas. A fracdo extraida
com agua a temperatura ambiente (PCAD - 19,1% de rendimento) apresentou como
principais componentes galactose (38,7 mol %), xilose (30,9 mol %) e glucose (24,9
mol %), além de sulfato (14%). Este polissacarideo constituinte da parede celular foi
tratado com KCI 2 M e a fracdo solavel em KCI foi submetida a fracionamento em
coluna de troca ibnica DEAE-Sephacel, onde obteve-se as fragdes FS-w, Fs-1, Fs-2
e Fs-3. Estas fracOes apresentaram teor significativo de sulfatacao (entre 15 e 20 %)



e composi¢cao monossacaridica muito similar a fracdo de origem. A complexidade
desta molécula exigira experimentos adicionais para caracterizacdo quimica
completa deste polimero.

Palavras-chave: Microalgas marinhas, atividade antioxidante, polissacarideos,
caracterizacdo quimica.



ABSTRACT

The aim of this study was to test the antioxidant activity of extracts from nine species
of marine microalgae and also to isolate the polysaccharides of two species of
marine microalgae and determine their chemical structure. The species used for
testing antioxidants were Chaetoceros mulleri, Isochrysis galbana, Pavlova lutheri,
Phaeodactylum tricornutum, Tetraselmis chui, T. gracilis, T. suecica, Thalassiosira
fluviatilis and Nannochloropsis oculata in order to perform a screening of the
antioxidant potential of these species. Among the species tested in this study; only
the specie P. tricornutum had already evaluated their activity. The species that had
their polysaccharides isolated for structural characterization, Porphyridium cruentum
and Pavlova lutheri, belong to two different taxa, Haptophyta and Rhodophyta,
respectively, are cultivated on a large scale and their polysaccharides have a
commercial appeal due to their potential biological activities. Initially, the microalgal
biomass was isolated from the culture medium by centrifugation and lyophilized. To
obtain the extracts tested for antioxidant activity, the dry biomass of the nine species
was subjected to sequential extraction with solvents in order of polarity hexane,
ethanol and water at 2.5 g%, for 3 h at room temperature. The biomass was
separated from the extract by vacuum filtration or centrifugation and, after solvent
evaporation to dryness, the extracts were resolubilized in ethanol or water at
concentrations of 50, 250 and 500 pg/mL. These solutions were used for evaluation
of the antioxidant activity by three different methods: reducing power, [3-carotene-
linoleic acid system and DPPH. The results were compared to the BHA, BHT and a-
tocopherol standards at a concentration of 100 pg/mL. The result of the screening
carried out does not present, by any of the methods used, species with potential
antioxidant activity, since generally the antioxidant activity of extracts did not exceed
25% of the antioxidant activity presented by the standards. To obtain the
polysaccharides the dry biomass of P. lutheri was subjected to water extraction and
alkaline (NaOH 0.5 M) sequence, 80°C for 2 h. Since the species P. cruentum was
submitted to aqueous extraction at room temperature for 3 h, followed by water and
alkaline extraction (NaOH 0.5 M) sequence at 80 ° C for 2 h. The chemical analysis
and spectroscopic techniques to determine the chemical structure, indicated that
polymer extracted from P. lutheri, by aqueous extraction (PAQ - 3% yield), and its
part soluble in ethanol (PAQ-SE - 5% vyield), consists of a B-glucan (1 — 3) linked
with points branched C-6, and the side chains are formed by only one unit of glucose
or disaccharides linked (1 — 6). The polymer obtained by alkaline extraction (PAL -
9.5% vyield) consists of a B-glucan (1 — 3)(1—6)-linked and a B-xylan (1 — 4) —
linked. The polymer extracted from P. cruentum by hot water extraction (PCAH -
34.6% yeld), and by alkaline extraction (PCAL - 18.2% yield) constitute mainly of a-
glucose (1—4)(1—6)-linked, like starch of floride described to red macroalgae. The
fraction extracted with water at room temperature (PCAD - 19.1% yield) exhibited
galactose (38.7 mol%), xylose (30.9 mol%) and glucose (24.9 mol%), and sulfate
(14%). This polysaccharide consisting of cell wall polysaccharide. was treated with 2
M KCI and the KCl-soluble fraction was subjected to fractionation on ion exchange
column DEAE-Sephacel, which delivered fractions FS-w, Fs-1 (25 , 8% vyield), Fs-2
(22% vyield) and FS-3 (0.3% yield). These fractions showed high concentration of
sulfate (between 15 and 20%) and very similar monosaccharide composition of the
fraction of origin with only change in the ratio between sugars. The complexity of this
molecule, indicates that other experiments will be necessary to complete chemical
characterization of this polymer.



Keywords: marine microalgae, antioxidant activity, polysaccharides, chemical
characterization.
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1 INTRODUCAO

As microalgas sao organismos microscopicos capazes de desenvolver-se
tanto em agua doce quanto no ambiente marinho, onde constituem o fitoplancton e
sdo responsaveis por grande parte da atividade fotossintética, absorvendo CO, e
liberando O, e agua (DERNER et al., 2006).

Esses organismos possuem uma grande diversidade de estruturas
guimicas, de diferentes vias metabdlicas que podem ter as mais variadas aplicacées
como compostos biologicamente ativos, ou essenciais a nutricdo humana e animal
(GARCIA E GUERRERO, 2008). Sao ricas em proteinas, polissacarideos, fibras
dietéticas e acidos graxos, além de metabdlitos secundarios, como carotendides e
outros pigmentos (CARDOZO et al., 2007).

Os relatos da utilizacdo de microalgas na alimentacdo humana datam de
2000 anos atras, com a utilizacdo de Nostoc, Spirulina e Aphanizomenon por
chineses e indigenas. A partir de 1950 o conhecimento de sua rica composicao
guimica abriu outros campos para utilizacdo da biomassa e de seus extratos, entre
eles, a aquicultura, a industria de cosmeéticos e alimentos e a produgcdo de
suplementos alimentares (SPOLAORE et al., 2006). Atualmente a exploracdo do
potencial biotecnolégico de microalgas e seus compostos busca conhecer as
propriedades biologicas inerentes aos macro e micronutrientes presentes na
biomassa como polissacarideos e carotendides. Além disso, também tem sido
estudadas devido ao seu alto conteudo de lipidios - pela possibilidade da producéo
de biodiesel, e pela presenca de PUFA’s (acidos graxos poliinsaturados - 6mega 3 e
6) que tém elevado valor comercial.

Muitas propriedades biolégicas de microalgas, como imunoestimulante,
antiviral e anti-hiperlipidémica, podem ser derivadas dos polissacarideos presentes
na biomassa (DVIR et al., 2009; TALYSHINSKY et al., 2002; BAO et al., 2001; DVIR
et al., 2000; BONH e BeMILLER, 1995). Sabe-se que as propriedades biologicas
estdo diretamente relacionadas a estrutura quimica destas moléculas - composicéo
monossacaridica, padrées de ligacdes glicosidicas, presenca de grupos
substituintes, tamanho molecular e a conformacédo. Todos estes sdo fatores que
variam em funcdo da familia, género e até mesmo espécie a que pertence a
microalga, por este motivo elas podem ser ricas fontes de moléculas com

propriedades bioldgicas diferenciadas e o potencial de apresentarem propriedades



biolégicas € tdo grande quanto sua variabilidade de estruturas (TALYSHINSKY et
al., 2002; BAO et al., 2001).

Em relacdo aos micronutrientes, atualmente na &rea da saude ha um
grande apelo para a utilizacdo de antioxidantes, na forma de suplementos, para
combate a peroxidacdo lipidica que est4d fortemente associada com doencas
degenerativas como cancer, diabetes e doencgas cardiovasculares (GARCIA E
GUERRERO, 2008). Na tecnologia de alimentos os antioxidantes diminuem a
deterioracdo e aumentam a vida de prateleira dos produtos. Além disso, a industria
de alimentos emprega algas na constituicdo de seus produtos pelo seu relevante
conteudo de fibras, vitaminas e minerais (CARDOZO et al. 2007).

Vegetais superiores, macro e microalgas em geral sdo fontes naturais de
compostos antioxidantes, pelo simples fato de que os produzem como uma maneira
de proteger-se das Espécies Reativas de Oxigénio (ERO’s) provenientes da ativagao
do oxigénio enddégeno pela radiacdo ultravioleta UV ou até mesmo pelo calor
(GARCIA E GUERRERO, 2008).

Visto que as microalgas possuem uma diversa e rica composi¢cado quimica,
estas apresentam alto potencial de gerarem compostos capazes de exercer
atividades biolégicas como antioxidantes. Neste trabalho o enfoque foi sobre a
avaliacdo da atividade antioxidante de fracOes extraidas de nove espécies marinhas
de microalgas: Chaetoceros mulleri (Lemmermann), Isochrysis galbana (Parke),
Pavlova Lutheri (Droop), Phaeodactylum tricornutum (Bohlin), Tetraselmis chuii
(Butcher), Tetraselmis gracilis (Butcher), Tetraselmis suecica (Kylin) Butcher,
Thalassiosira fluviatilis (Hustedt) e Nannochloropsis oculata (Droop) D.J.Hibberd.

Além disso, também foram caracterizadas as estrutura quimicas dos
polissacarideos de duas espécies marinhas de microalgas Pavlova lutheri e
Porphyridium cruentum (S.F. Gray) Nageli, com alto potencial de apresentarem
atividades biolégicas como imunoestimulantes e antiviral respectivamente
(HUHEIHEL et al., 2002; TALYSHINSKY et al., 2002; BAO et al., 2001).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROALGAS

O termo microalgas nao possui valor taxondbmico e engloba
microorganismos com clorofila e outros pigmentos fotossintéticos (DERNER et al.,
2006). Formam um grupo heterogéneo de organismos microscopicos, unicelulares,
coloniais ou filamentosos, coloridos devido aos seus pigmentos fotossintéticos e
fotoautotréficos (OLAIZOLA, 2003). Podem desenvolver-se tanto em ambiente
marinho, como em agua doce e no solo (CHISTI, 2004).

As microalgas podem ser procaridticas ou eucarioticas; as procarioticas
encontram-se no grupo das Cyanophyta (cianobactérias) e Prochlorophyta. As
eucarioticas pertencem principalmente as classes Bacilariophyceae (diatomaceas),
Dinophyceae (dinoflagelados), Prymnesiophyceae (cocolitoforideos) e
Cryptophyceae (criptomonadas), além Prasinophyceae e Chlorophyceae (algas
verdes) (YONEDA, 1999). Estes organismos juntamente com as macroalgas
constituem um total de 25 a 30 mil espécies com uma grande diversidade de formas
e tamanhos (PLAZA et al., 2008).

Alguns desses organismos sdao submetidos a condi¢cdes extremas em seus
habitats naturais, como mudancas drasticas de salinidade, temperatura, nutrientes e
irradiacdo UV, por isso tornaram-se capazes de adaptar-se rapidamente as
condicbes do ambiente para sobreviver, produzindo uma grande variedade de
metabolitos secundarios, biologicamente ativos, 0os quais ndo sdo encontrados em
outros organismos (PLAZA et al., 2008). Diversos grupos de algas pertencentes ao
fitoplancton ndo apresentam relacdes filogenéticas entre si, exibindo diferencas
expressivas que se manifestam em seus produtos de reserva, pigmentos
fotossintetizantes acessoérios e substancias constituintes das paredes celulares
(LOURENCO, 2006).

Deve-se levar em conta o grande numero de espécies, facilidade de cultivo,
crescimento rapido, e a possibilidade de controlar a producédo de alguns compostos
bioativos pela manipulacédo das condi¢des de cultivo. Por essas razdes as algas em
geral, ja sdo consideradas por alguns pesquisadores uma boa alternativa aos

compostos quimicos sintéticos (PLAZA et al., 2008).



A seguir serdo descritas as principais caracteristicas dos grupos aos quais
pertencem as microalgas pesquisadas neste trabalho.

2.1.1 Divisao Clorophyta

A esta divisdo pertencem as algas verdes, e a maioria das espécies sao
unicelulares. As cloréfitas estdo entre as algas com maior capacidade de
variabilidade de habitat, podendo ser encontradas em cinzas vulcanicas e salinas,
por exemplo. Entretanto nota-se que 90 % do total de espécies ocorre em agua doce
(LOURENCO, 2006).

As cloréfitas sdo dotadas de clorofila a e b (0 que as torna semelhantes aos
vegetais superiores), B-caroteno, varias xantofilas como a luteina, a violaxantina, a
zeaxantina, a aneraxantina, a neoxantina, a astaxantina, e a cantaxantina, além de
amido como material de reserva (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004; LOURENCO,
2006).

A esta divisdo pertence o género Tetraselmis (classe Prasinophyceae). Os
organismos desta classe, assim como as espécies do genéro Tetraselmis séo
predominantemente marinhos. Clorofitas como Tetraselmis chuii, T. gracilis e T.
suecica apresentam crescimento rapido e alta tolerancia as condi¢cdes de cultivo,
sendo muito utilizadas na alimentacdo de organismos aquaticos (LOURENCO,
2006).

FIGURA 1 - FOTO DE Tetraselmis sp. FONTE: TETRASELMIS (2010).

2.1.2 Divisdo Ochrophyta

Esta divisao inclui diferentes grupos de algas, como as diatomaceas, as

eustigmatoficeas, as rafidoficeas, entre outras. Ochrophytas refere-se as “plantas



de cor ocre”, e por isso gerou-se uma discordancia a respeito do nome deste grupo.
Por esse motivo também se encontra na literatura uma denominacdo alternativa,
Heterokontophyta, que valoriza a caracteristica dos flagelos dos membros da divisdo
para defini-la (LOURENCO, 2006).

A clorofila a esté presente na maior parte das ocrofitas, além de clorofila c e
os carotenoides (fucoxantina e vaucheriaxantina), responsaveis pela protecdo dos
fotossistemas. Neste grupo os materiais de reserva constituem-se de goticulas de
gordura no citoplasma e/ou um polissacarideo constituido por unidades de glucose
B-(1->3) ligadas — laminarana (LOURENCO, 2006).

2.1.2.1 Classe Bacillariophyceae

A esta classe pertencem as espécies que tem as células recobertas por uma
camada de silica — as diatomaceas, sendo esta a principal caracteristica morfologica
distintiva das bacillariéfitas (LOURENCO, 2006).

As células de diatomaceas variam desde 2 um (picoplancton) a 2 mm de
diametro (mesoplancton). Apresentam em sua composi¢cdo clorofilas a e ¢, B-
caroteno, fucoxantina, diatoxantina e diadinoxantina (LOURENCO, 2006).

Dentre algumas espécies desta classe pode-se citar: Chaetoceros mulleri,
Phaeodactylum tricornutum e Thalassiosira fluviatilis. As duas ultimas sao as que
apresentam maior valor nutricional (relacionado a sua utilizacdo na aquicultura) e
facilidade de cultivo. O alto valor nutricional de diatomaceas deriva, em parte, da
presenca de acidos graxos poliinsaturados, como acido eicosapentaendico, em altas
concentragcfes (LOURENCO, 2006).

a)

FIGURA 2 - FOTO DE Thalassiosira sp. (a) Phaedodactilum tricornutum (b) Chaetoceros mulleri (c)
FONTE: a) GREAT LAKES WATER LIFE PHOTO GALLERY ALGAE DIATOMS THALASSIOSIRA
SP. (2010) b) PHAEDODACTILUM TRICORNUTUM (2010) ¢c) CHAETOCEROS MULLERI (2010).



2.1.2.2 Classe Eustigmatophyceae

O nome do grupo deriva de uma mancha circular alaranjada ou avermelhada
fora dos plastos na porcdo anterior das células flageladas, que atua como um
marcador morfolégico desta classe. Outra caracteristica peculiar deste grupo é a
auséncia de clorofila c e fucoxantina (LOURENCO, 2006).

As células variam de 2-32 um de diametro, com parede celular rigida. De
modo geral todas as espécies contidas nesta classe sdo unicelulares, cocoides ou
coloniais (LOURENCO, 2006).

Nesta classe uma das espécies mais cultivadas é Nannochloropsis oculata,
em decorréncia de seu tamanho pequeno, facilidade de cultivo, velocidade de
crescimento acentuada e alto teor de acidos graxos poliinsaturados (LOURENCO,
2006).
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FIGURA 3 - FOTO DE Nannochloropsis oculata FONTE: NANNOCHLOROPSIS OCULATA (2010)

2.1.3 Divisado Haptophyta

Nesta divisdo encontram-se organismos unicelulares que possuem flagelos.
A caracteristica mais importante do grupo é a presenca de uma estrutura em forma
de fio, conhecida como haptonema, situada entre os flagelos. Ainda ndo se tem
conhecimento de sua funcado celular exata, sendo considerada por alguns autores
como estrutura vestigial e por outros poderia atuar orientando o movimento das
células na busca por alimentos (LOURENCO, 2006).

As haptophytas sdo pequenas e em sua maioria pertencem ao
nanoplancton. Suas células sdo comumente recobertas por escamas, as quais
podem ser mineralizadas (LOURENCO, 2006).



Os pigmentos em geral s&o: clorofila a, clorofila cl1, clorofila c2, e
carotendides como fucoxantina (e seus derivados), B-caroteno, diadinoxantina,
diatoxantina. A grande concentracdo de carotenoides confere aos membros desse
grupo uma coloragdo amarelada em tons de dourado ou marrom. Entretanto,
algumas espécies podem ndo apresentar fucoxantina. A presenca de clorofila ¢ deve
estar diretamente relacionada com sua via biossintética diferenciada da clorofila a e
b, apresentando-se como um intermediario na transferéncia de energia entre
clorofila a e carotendides. O produto de reserva descrito para este grupo, assim
como nas ocrofitas, é a laminarana (LOURENCO, 2006). No entanto, RIZZI (2010)
recentemente isolou da haptophyta Isochrysis galbana um polissacarideo com
estrutura diferente da laminarana, sendo uma B-glucana (1->6) ligada com
ramificagcbes em C-3.

A divisdo Haptophyta possui duas classes: a Prymnesiophyceae,
representada principalmente pelo género Isochrysis e a Pavlovophyceae,
representada principalmente pelo género Pavlova, seguido dos géneros
Diacronema, Exanthemachrysis e Rebecca (REVIERS, 2006). O genéro Isochrysis
tem recebido crescente interesse devido a sua habilidade de produzir e acumular o
acido graxo poliinsaturado DHA (Acido docosa-hexaendico), em que se acredita
fornecer beneficios a saude, associados ao consumo de certos peixes marinhos e
seus Oleos (LIU e LIN, 2001). BROWN et al. (1997) observaram que a

primnesioficea Isochrysis sp € também rica em riboflavina.
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FIGURA 4 - FOTO DE Pavlova lutheri (a) Isochrysis galbana (b)
FONTE: a) O autor (2010); b) ISOCHRYSIS GALBANA (2010)



2.1.4 Divisdo Rhodophyta

Esta divisdo corresponde as algas vermelhas. A maioria das rodoficeas
ocorre no mar, em aguas tropicais e temperadas quentes e sdo, em geral,
macroscopicas, uma vez que sao poucas as espécies unicelulares. As algas desta
divisdo ndo possuem flagelos em quaisquer fases de seu ciclo de vida, fato que as
diferencia das demais algas eucariéticas (LOURENCO, 2006).

Os principais pigmentos incluem a clorofila a, as ficobilinas (ficoeritrina -b, -r
e —c, aloficocianina-c, e ficocianina —r e —c) e carotendides na forma de xantofilas,
zeaxantina, neoxantina, luteina e anteraxantina, entre outros. A ficoeritrina —b é o
pigmento dominante em muitas rodoficeas, o que determina a coloragédo vermelha
gue da nome ao grupo. Em decorréncia da composicdo de pigmentos que possuem,
muitas algas vermelhas sdo capazes de viver sob baixa intensidade de luz. O
produto de reserva € um polissacarideo derivado de glucose formado por ligagdes a-
(1->4) substituido em O-6, conhecido como o amido das florideas (LOURENCO,
2006).

A microalga Porphyridium cruentum membro deste grupo, ja foi bastante
explorada, principalmente quanto aos seus exopolissacarideos sulfatados
(GLOAGUEN et al.,, 2004; TANNIN-SPITZ et al., 2005). Entretanto também
apresenta outra caracteristica interessante que € a alta concentracdo de
triglicerideos e de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, em especial EPA
(acido eicosapentaendico), DHA (acido docohexaendico) e AA (acido araquidénico)
(LOURENCO, 2006).

FIGURA 5 - FOTO DE Porphyridium sp. FONTE: PORPHYRIDIUM SP (2010)



2.2 COMPOSTOS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO EXTRAIDOS DE
MICROALGAS

Dentre 0s compostos com potencial biotecnoldgico existentes em
microalgas destacam-se: os com fins antioxidantes, metabdlitos secundarios como
os carotendides, e o0s polissacarideos com diversas atividades bioldgicas
dependentes da sua estrutura quimica.

Os metabdlitos secundéarios sédo, em geral, os principais componentes com
aplicacdo comercial devido as suas propriedades benéficas a saude, fazendo parte
muitas vezes da composicédo de alimentos funcionais ou suplementos nutricionais,
ou ainda utlizados na industria de alimentos e cosméticos onde atuam como
antioxidantes ou corantes. Os metabolitos secundarios mais abundantes em
microalgas sao os carotendides, aos quais se atribui 0 potencial antioxidante destes
organismos (CARDOZO et al., 2007; PLAZA et al., 2008).

Os polissacarideos encontrados em microalgas podem ser armazenados
como material de reserva, estes em geral sdo constituidos principalmente por
glucose, sendo, portanto, denominados de glucanas, ou ainda estrutural, os quais
apresentam diversos padrbes estruturais de ligagbes glicosidicas, ramificacbes e
composi¢cdo monossacaridica (SPOLAORE, 2006). As atividades biologicas ja
descritas, para este tipo de macromoléculas, sdo imunomodulora, antiviral,
antitumoral, antibacteriana e anticoagulante, entre outras (BOHN e BeMILLER,
1995).

2.2.1 Carotenoides

Carotendides sdo pigmentos naturais derivados de unidades isopreno de
cinco carbonos que sdo enzimaticamente polimerizados para formar estruturas
regulares altamente conjugadas de 40 carbonos (com 15 ligacBes duplas
conjugadas). Uma ou ambas as pontas do esqueleto de carbono podem sofrer
ciclizacdo para formar anéis B-ionona, os quais podem ser substituidos por grupos
oxo, hidroxi ou epdxi em diferentes posicdes para formar diferentes xantofilas
(CARDOZO et al., 2007).

Os carotendides naturais de algas contém algumas modificacdes especificas

na estrutura basica, incluindo variacdes no niumero de carbonos e na presenca de
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grupos néo usuais, tais como grupo de alenos, lactonas e fucoxantinas (CARDOZO
et al., 2007). A estrutura quimica de alguns carotendides comuns em microalgas
esta representada na FIGURA 6.
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FIGURA 6 - ESTRUTURA QUIMICA DOS PRINCIPAIS CAROTENOIDES PRESENTES EM
MICROALGAS
Fonte: Adaptado de CARDOZO et. al., 2007.

Ja foram descritos em diversas pesquisas o0s efeitos benéficos de
carotendides a saude humana. Sabe-se que além de atuar como pro-vitamina A, 0s
carotendides podem diminuir o risco de certas patologias, prover protecdo contra a
luz UV e foto-oxidacéo da pele, prevenir o cancer de mama e préstata. Em especial,
0s baixos niveis de zeaxantina e luteina estdo fortemente associados com a
degeneracdo da retina. O efeito antioxidante dos carotendides pode ser o fator
chave para a reducao de diversas doencas especialmente, aquelas mediadas pela
luz (LORENCIO et al., 2009; CARDOZO et al., 2007).

No minimo 600 diferentes carotendides exercem importantes funcdes
biolégicas nos organismos vivos. Os carotendides sé@o produtos metabdlicos
secundarios das plantas, nas quais constituem principalmente aparato fotossintético,
onde atuam, por exemplo, como pigmentos acessorios no processo de absorcéo de
luz (STEWART et al., 2008; CARDOZO et al., 2007).

A astaxantina € um dos carotendides de maior interesse comercial presente
em grande quantidade nas microalgas. E um pigmento réseo comum as microalgas,
e a outros organismos aquaticos como o Salmdo que o obtém alimentando-se do

plancton que o produz. Por essa razdo a extracdo deste pigmento tem sido
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altamente explorada para aplicacdo como corante natural na inddstria alimenticia e
de cosméticos (STEWART et al., 2008; CARDOZO et al., 2007).

2.2.2 Polissacarideos de microalgas

Polissacarideos sdo macromoléculas presentes em todos os seres vivos. O
termo polissacarideo refere-se aos polimeros com mais de 20 unidades
monossacaridicas ligadas por ligac6es glicosidicas, que podem formar cadeias de
centenas de monossacarideos. Esses polimeros tém fun¢gdes reconhecidas como
elementos estruturais de paredes celulares, material de reserva suprindo o
metabolismo energético, na matriz extracelular fornecendo protecéo e suporte para
células e tecidos, entre outras (ASPINALL, 1970).

Nas microalgas os carboidratos sdo um dos maiores constituintes da
biomassa podendo representar até 90 % da biomassa seca. Devido a grande
heterogeneidade desses microorganismos, a composi¢cao dos polissacarideos das
microalgas tem acentuadas diferencas entre espécies e classes (PAINTER, 1983;
BROWN, 1991).

Dentre os polissacarideos de microalgas estudados a glucose é a principal
unidade monossacaridica encontrada, mas s&o encontradas também ramnose,
fucose, ribose, arabinose, xilose, manose e galactose, detectadas em diferentes
proporcdes (PAINTER, 1983; BROWN, 1991; BROWN et al.,1997). A composic¢ao do
carboidrato, especialmente seu conteudo de glucose, pode variar de acordo com
fatores ambientais, e o periodo de crescimento (RIJSSEL et al., 2000).

Dentre as glucanas encontradas em microalgas, em geral sdo glucanas o-
(1—4) denominadas amilopectina ou amilose, dependendo da presenca ou nao de
ramificacBes. Entretanto também foram observadas em algumas espécies unidades
de glucose B-(1—3) ligadas, conhecidas como laminaranas (PAINTER, 1983;
GRANUM e MYKLESTAD, 2002; FRANCESCHINI et al., 2010). O que indica que
podem ocorrer grandes variacbes na estrutura e conformacdo das cadeias de
polissacarideos encontradas nestes organismos em funcdo da classe a que
pertencem. A partir dos dados disponiveis na literatura foi preparada a TABELA 1

onde estdo descritos 0s polissacarideos observados em cada grupo de microalgas.
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TABELA 1 - POLISSACARIDEOS DE RESERVA DE DIFERENTES GRUPOS DE MICROALGAS

Grupo de microalga | Tipo de polissacarideo  Nome comum Referéncia
PAINTER (1983);
_ ) VIDOTTI E
Chlorophyta a-glucana (1—4) ligada Amido

ROLLEMBERG (2004);
LOURENCO (2006)
PAINTER (1983);

Ochrophyta -glucana (1—3) ligada Laminarana
phyt b9 ( )19 LOURENCO (2006)
a-glucana (1—4,1—6) Amido das PAINTER (1983);
Rhodophyta ] i
ligada florideas LOURENCO (2006)
Haptophyta B-glucana (1—3) ligada Laminarana LOURENGCO (2006);

2.2.2.1 Pavlova lutheri (HAPTOPHYTA)

A substancia de reserva comumente descrita para as Pavlovophyceae séo
glucanas B-(1—3) ligadas (LOURENCO, 2006), ou ainda glucanas B-(1—3) ligadas
com substituicdes em O-6 (REVIERS, 2006). Nao foram encontrados na literatura
dados especificos sobre os polissacarideos de P. lutheri e nem das outras espécies
pertencentes a familia Pavlovaceae — dos géneros Diacronema e Exanthemachrysis.

Para as Prymnesiophyceae, também pertencente a divisdo das haptophytas,
duas microalgas tiveram seus polissacarideos estudados I. galbana e E. huxleyi.
Sendo que para E. huxleyi foi descrita uma glucana 3 -(1—6) ligada e ramificada em
O-3 por di ou trissacarideos de glucose ligados em B-(1—6) VARUM et al. (1986). Ja
|. galbana apresentou Glc B-(1—6) ligada ramificadas por dissacarideos ligados B-
(1—-3) (R1ZZl, 2010).

2.2.2.2 Porphyridium cruentum (RHODOPHYTA)

P. cruentum é de facil cultivo, e seus exopolissacarideos séo de facil extracao
(PAINTER, 1983). A biomassa tem aspecto gelatinoso — devido a presen¢a de um

polissacarideo sulfatado - e cor arroxeada, devido a presenca do pigmento
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ficoeritrina. A parede celular de Porphyridium sp. é constituida por um polissacarideo
com uma parte soltuvel que difunde no meio (exopolissacarideo-EPS) e uma parte
gue permanece ligada a parede celular (ARAD e ONTMAN, 2010; GERESH et al.,
2009; FUENTES et al., 2000).

Os exopolissacarideos protegem as algas contra dessecacdao, temperatura,
pH, salinidade e mudancas extremas de ambiente. J& bastante explorado quanto a
estrutura, fisico-quimica e atividades biolégicas, o0 exopolissacarideo de
Porphyridium sp tém uma estrutura quimica proposta por GERESH et al. (2009)
(FIGURA 7), sabe-se que sao polimeros anidnicos constituidos por L-Gal, b-Glc, b-Xyl,
D-GIcA relagdo molar 1,0:1,1:2,1:0,2, além de aproximadamente 10 % de grupos sulfato
ligados a posicdo O-6 da p-Gal, e em menor quantidade acUcares metilados como o
3 ou 4 Me-Gal. Antes disso muitos outros pesquisadores ja haviam isolado
oligossacarideos componentes deste polimero das espécies de Porphyridium sp. P.
aerugineum e P. cruentum, para obtencdo de caracteristicas parciais da molécula,
visto que este é um polissacarideo bastante complexo (LUPESCU et al., 1991;
PERCIVAL e FOYLE, 1979; HEANEY-KIERAS e CHAPMAN, 1976; MEDCALFF et
al., 1975). Estes polissacarideos também ja tiveram suas propriedades reolégocas

avaliadas devido a elevada viscosidade que apresentam (ESTESHOLA et al., 1998).

CH,OR

n

FIGURA 7- ESTRUTURA DA UNIDADE DE REPETICAO ACIDA DO EXOPOLISSACARIDEO DE
Porphyridium sp

NOTA: R = H, SO,0, TERMINAL GAL OU TERMINAL XYL, m=20U 3

FONTE: GERESH et al. (2009)
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O polissacarideo que permanece ligado a parede celular, ou forma parte
desta, ainda ndo teve sua estrutura completamente caracterizada devido a
complexidade dos padrdes de ligacdes, composicdo de monossacarideos e a
viscosidade exibida por esses polissacarideos. Entretanto, GLOAGUEN et al. (2004)
realizaram um estudo com fragmentos oligossacaridicos resistentes a fragmentacéo
com litio em etilenodiamina, uma técnica previamente descrita por LAU et al. (1987),
qgue degrada seletivamente residuos de acidos glicosilurdénicos pela clivagem das
ligacBes glicosidicas entre uma unidade de acUcar neutro e uma unidade de acUcar
acido. Este estudo revelou dois oligossacarideos principais (FIGURA 8), que
compdem a estrutura do polissacarideo ligado a parede celular, entretanto a questéao
da distribuicdo e periodicidade destas estruturas no polissacarideo completo ainda

esta em aberto.

B-D-Xylp
1
l

2
B-D-Xylp-(1—4)-B-D-Xylp-(1—4)-L-Galp

Oligossacarideo 1

B-D-Xylp
1
l

)
B-D-Galp-(1—3)-B-D-Glcp-(1—3)-B-D-Xylp-(1—4)-3-D-Xylp-(1—4)-L-Galp

Oligossacarideo 2
FIGURA 8 - ESTRUTURA DOS OLIGOSSACARIDEOS OBTIDOS DA DEGRADACAO PARCIAL DO

POLISSACARIDEO DE P. cruentum
FONTE: GLOAGUEN et al. (2004)

2.3 ATIVIDADE BIOLOGICA DE COMPOSTOS EXTRAIDOS DE MICROALGAS

Microalgas tém recebido maior atencdo nos ultimos anos principalmente
pelo seu conteudo de &acidos graxos poliinsaturados, carotendides e outros
pigmentos (com acao antioxidante), polissacarideos sulfatados (descritos em geral

como antivirais ou ainda antitumorais e anti-inflamatérios), esterdéis (antimicrobianos)
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(MINKOVA et al., 1996; MATSUI et al., 2003; HERRERO et al., 2006; GARDEVA et
al., 2009; PLAZA et al., 2010) e imunoestimulantes (SUAREZ et al., 2006).
A seguir serdo apresentadas as principais atividades ja descritas para estes

microorganismos.

2.3.1 Atividade antioxidante

A definicao de antioxidantes é entendida como “qualquer composto que em
concentragcbes minimas em relacdo ao substrato oxidavel, seja capaz de inibir ou
prevenir significativamente a oxidag&o do substrato” (FRANKEL E MEYER, 2000).

Sabe-se que o aumento da formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO’s) frequientemente esta associado ao aumento de danos aos tecidos, por
oxidar moléculas como lipidios, proteinas, carboidratos e o DNA. Por isso, nas
Ultimas décadas houve um crescente interesse pelos suplementos nutricionais
antioxidantes (ESTRADA et al., 2001).

Os antioxidantes devem apresentar um efeito protetor, prevenindo ou
diminuindo a severidade de doencas cardiovasculares, cancer e outras doencas
relacionadas ao processo de envelhecimento precoce, as quais sdo em geral
mediadas pelas ERO’s geradas durante o burst respiratorio (PLAZA et al., 2008;
GARCIA E GUERRERO, 2008; ESTRADA et al., 2001).

Antioxidantes podem exercer suas propriedades protetoras em diferentes
estagios do processo de oxidacdo e por diferentes mecanismos. Existem dois tipos
principais de antioxidantes os “primarios” (captadores de radicais livres) e os
“secundarios” ou preventivos. O mecanismo antioxidante dos secundarios pode
incluir a desativacdo de metais, a inibicdo da lipoperoxidacédo de &cidos graxos e a
regeneracao dos antioxidantes "primarios”, extinguindo o oxigénio singlete (KOLEVA
et al., 2002).

Vegetais superiores, em geral, e microalgas sdo boas fontes de
antioxidantes naturais. Durante o processo de fotossintese estes organismos
absorvem luz solar que € convertida em energia quimica, mais tarde usada na
conversdo de CO, em carboidratos, e ao mesmo tempo, gerando oxigénio molecular
gue pode atingir localmente niveis de concentracdo elevados. Como o0 oxigénio é
facilmente ativado a espécies reativas de oxigénio, pela radiagéo ultravioleta (UV) ou

simplesmente pelo calor da luz solar, tanto plantas quanto microalgas
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desenvolveram um mecanismo protetor o qual consiste na sintese de compostos
antioxidantes capazes de minimizar a concentragao destes ERO’s e evitar lesdes de
oxidacao ao seu préprio tecido (PLAZA et al., 2008; GARCIA E GUERRERO, 2008).

Os antioxidantes protegem nosso organismo contra os radicais livres
formados naturalmente pelas reagfes do metabolismo ou induzidos por fatores
externos como poluicdo, estresse, radiacdo UV, etc (PLAZA et al., 2008).

GARCIA E GUERRERO (2008) testaram a atividade antioxidante de
Porphyridium cruentum, Chlorella vulgaris e Phaeodactylum tricornutum, devido ao
seu alto conteudo de compostos fendlicos (acido fenolcarboxilico e seus derivados,
catecois e flavonodides) e carotendides. Neste trabalho estas espécies apresentaram
alto potencial antioxidante, sendo que C. vulgaris e P. tricornutum apresentaram
atividade antioxidante maior que o controle BHA (Butil Hidroxianisol) e BHT (Buitil
Hidroxitolueno). Além destas, a Spirulina platensis € outra espécie ja muito utilizada
na preservagdo de alimentos e prevencdo da saude, devido aos seus efeitos
antioxidantes (HERRERO et al., 2005).

Em microalgas as substancias antioxidantes podem ser das mais diversas
naturezas, desde carotendides, os mais abundantes e sollveis na fracdo mais

apolar, até vitamina E e C, ficobiliproteinas e polifenéis (PLAZA et al., 2008).

2.3.2 Atividade imunoestimulante de glucanas

Polissacarideos de diversas fontes podem ser capazes de modificar a
resposta imunolégica, sendo denominados de modificadores da resposta biologica
(BRM “biological response modifiers”). A estimulacdo do sistema imune envolve a
ativacdo de macrofagos, diferenciacao de células-T, resposta proliferativa de células
polimorfonucleares, interleucinas, producéo de interferon e o aumento da atividade
fagocitica (BOHN e BeMILLER, 1995).

Entre os polissacarideos biologicamente ativos, as b-glucanas do tipo -
(1—3) e B- (1—3; 1—6), extraidas de algumas espécies de fungos, revelaram-se
compostos potentes, efetivos contra tumores e na terapia contra o cancer (SILVA et
al., 2006). E importante levar em consideracédo a estrutura fina que diferencia as B-
glucanas, como o grau de ramificacdo, e o comprimento das cadeias laterais, fatores

gue influenciam diretamente na atividade bioldgica (BAO et al., 2001).
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RIZZI (2010) destaca o aumento da atividade fagocitica de macrofagos
qgquando tratados com baixas concentracdes de [-D-glucanas extraidas das
microalgas |. galbana e T. fluviatilis, no mesmo trabalho o tratamento com a-b-
glucanas ndo aumentou a atividade fagocitica significativamente. As microalgas
marinhas representam uma ampla fonte destas biomoléculas para realiza¢do de um

screening para novos compostos imunoestimulantes (STORSETH et al., 2005).

2.3.3 Atividade antiviral de polissacarideos de microalgas

Os polissacarideos isolados principalmente de microalgas vermelhas, como
a Porphyridium sp., Porphyridium aerugineum e Rhodella reticulata, tém mostrado
atividade promissora contra uma ampla variedade de virus. Em geral os
polissacarideos que exibem atividade antiviral sdo altamente sulfatados e
possivelmente o seu efeito inibitdrio seja conseqiéncia da interacdo entre cargas
negativas presentes nos polissacarideos e as cargas positivas na superficie do virus
ou da célula do hospedeiro (HUHEIHEL et al.,, 2002; TALYSHINSKY et al. 2002;
HUHEIHEL et al., 2001).

Ja foram descritas atividades contra os virus HIV, HSV e Varicela,
principalmente in vitro e ja foram realizados estudos in vivo, entretanto nao foi
elucidado ainda o mecanismo exato de acdo destes polissacarideos. Sabe-se que
eles podem interferir jA no inicio do estagio de infeccdo inibindo a adeséao, fusao ou
penetracdo nas células do hospedeiro, ou ainda em um estagio mais avancado
evitando a sintese de proteinas virais. Ja foi observada também a inibicdo da enzima
trancriptase reversa, um tipo de DNA polimerase responsavel pela sintese de DNA a
partir de RNA viral em retrovirus como o HIV. Estes resultados mostram que o
processo de inibicdo do virus pode ocorrer tanto antes quanto depois da etapa de
penetracdo (HUHEIHEL et al., 2002; TALYSHINSKY et al. 2002; HUHEIHEL et al.,
2001).

2.4 APLICACOES NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS
E fato conhecido que a dieta esta diretamente ligada com a salde dos seres

humanos, e sabe-se que os alimentos contém alguns componentes (vitaminas,

minerais, polifendis e micronutrientes tais como acidos graxos w-3) que Sao 0s
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responsaveis pela manutengcdo ou promocao da saude e bem-estar. A procura por
novas fontes destes compostos impulsionou a pesquisa para o aprofundamento na
area de caracterizacdo e extracdo destes compostos bioativos (antioxidantes,
antitumorais, antivirais, etc). As algas apresentam-se como uma nova fonte
praticamente ilimitada de ingredientes funcionais nao pela presenca de um
composto em particular, mas pela sua ampla diversidade e possibilidade de cultivo
em diferentes condicbes o que pode levar ao enriquecimento de alguns bioativos
(PLAZA et al., 2010).

Estes ingredientes bioativos, ou nutracéuticos, capazes de melhorar a saude
do individuo s&o conhecidos como ingredientes funcionais, e podem de acordo com
as Ultimas pesquisas estar presentes em micro e macroalgas, o que as tornaria,
novas fontes naturais destes compostos, podendo seus compostos ser extraidos
para formulagdo de alimentos funcionais ou suplementos (HERRERO et al., 2006;
PLAZA et al., 2008; ZUBIA et al., 2009).

Por definicdo, alimento funcional € aquele que contém um ou mais
ingredientes funcionais que estdao ausentes no alimento similar convencional, ou em
concentracfes mais baixas. Suplementos alimentares sdo aqueles comercializados
em pilulas ou tabletes, que contém esses ingredientes capazes de melhorar a
saude. No contexto de formulacdo de alimentos funcionais ou suplementos,
preferem-se fontes naturais, como plantas e algas, aos compostos sintéticos
(PLAZA, et al., 2008; ZUBIA et al., 2009).

Além da consolidada producdo para a obtencdo de biomassa, diversas
microalgas tém sido cultivadas por sua capacidade de sintetizar compostos
considerados nutracéuticos, tais como os acidos graxos poliinsaturados (acido
araquidénico - ARA, acido eicosapentaendico — EPA e acido docosahexaendico —
DHA, por exemplo) e pigmentos carotendides (astaxantina, betacaroteno, luteina,
cantaxantina etc.), que apresentam propriedades terapéuticas (DERNER et al.,
2006)

As principais formas de insercdo das microalgas na alimentacdo humana
sdo os suplementos alimentares (formulacbes em pé, tabletes, capsulas ou
extratos), podendo também ser incorporadas em massas, snacks, chocolates ou
gomas e bebidas. As principais espécies utilizadas para estes fins sdo Arthrospira,
Chlorella sp., Dunaliella salina e Aphanizomenon flos-aquae (PULZ e GROSS, 2004;
DERNER et al., 2006).
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3 JUSTIFICATIVA

Atualmente existe uma grande demanda de compostos antioxidantes tanto
para o uso na industria de alimentos como na formulacdo de suplementos
nutricionais que ajam protegendo as células de danos oxidativos, 0s quais sao
responsaveis por doencas cardiovasculares, canceres, doencas crbnicas nao
degenerativas, entre outras.

Sabe-se que as microalgas s&o organismos capazes de produzir grandes
guantidades de compostos antioxidantes a necessidade de protegerem-se das
ERO’s que produzem em raz&do da intensa e continua radiacdo UV a qual estéo
expostas.

Dessa forma a pesquisa por compostos antioxidantes nestes
microorganismos torna-se de alta relevancia, tanto para a area da saude quanto a
industria de alimentos uma vez que permite o conhecimento de novas fontes para
suprir a demanda por esses compostos. E importante destacar que, este tipo de
pesquisa ainda néo tinha sido realizada para as espécies utilizadas neste trabalho.

Além disso, o conhecimento da estrutura quimica dos polissacarideos de
duas microalgas de diferentes divisdbes abre um campo para o screening destes
polissacarideos em diferentes estudos de atividade biolégica como
imunoestimulante, antiviral entre outras. Para a descoberta de novos compostos

com potencial uso biotecnoldgico na formulagcéo de novos farmacos, por exemplo.
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4 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral identificar espécies de microalgas
com elevado potencial antioxidante e caracterizar a estrutura dos polissacarideos de
Pavlova lutheri e de Porphyridium cruentum.

Neste contexto estabelecem-se 0s seguintes objetivos especificos:

- realizar extracbes sequenciais das microalgas e testar a atividade
antioxidante de cada extrato;

- extrair e purificar os polissacarideos de P. lutheri e P. cruentum;

- determinar, por métodos quimicos e espectroscépicos, a composicado e
estrutura dos polissacarideos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 MICROALGAS

As microalgas utilizadas no presente estudo Chaetoceros mulleri
(Lemmermann), Isochrysis galbana (Parke), Nannochloropsis oculata (Droop)
D.J.Hibberd, Pavlova Iutheri (Droop), Phaeodactylum tricornutum (Bohlin),
Thalassiosira fluviatilis (Hustedt), Tetraselmis chuii (Butcher), Tetraselmis gracilis
(Butcher) e Tetraselmis suecica (Kylin) Butcher séo provenientes da Cole¢céo de
Microalgas Elizabeth Aidar, da Universidade Federal Fluminense (UFF) e foram
cedidas gentilmente pelo prof. Sérgio Lourenco da mesma universidade. Foram
cultivadas no Grupo Integrado de Aquicultura e Meio Ambiente, da Universidade
Federal do Parana (GIA-UFPR). Além destas foi utilizada também neste trabalho a
espécie Porphyridium cruentum (S.F. Gray) Nageli que foi cedida gentilmente pelo
Prof. Roberto Derner do Laboratério de Camardes Marinhos da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC).

5.2 CONDICOES DE CULTIVO

Para o preparo do meio de cultura foi utilizada agua marinha (salinidade 30
UPS) filtrada através de filtros de celulose de porosidade 0,5 um. Além disso, a 4gua
também passou por um processo de desinfeccdo com hipoclorito de soédio (5 ppm),
por 24 horas, seguido de neutralizacdo com tiossulfato de sodio (BECKER, 2008).
As células foram cultivadas em meio de cultura Guillard f/2 modificado (LOURENCO,
2006), seguindo o sistema de cultivo microalgal tipo “batch” (BECKER, 2008). Os
meios foram filtrados com papel de filtro e autoclavados.

As cepas foram mantidas no Setor de Microalgas do Laboratério de
Pesquisa em Organismos Aquaticos (LAPOA), em sala climatizada a 18-20 °C, com
iluminacdo constante, a poténcia luminosa 5500 LUX. Seguindo procedimento
habitual de esterilizacdo do laboratorio, as células foram repicadas em meio estéril
para erlenmeyers de 250 mL, sendo, ap6s dois dias levadas a 1,5 L, onde
receberam luz e aeragdo constante, permanecendo em crescimento por sete dias

guando foi dado o recolhimento para as analises bioguimicas.
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As microalgas foram isoladas do meio de cultivo através da centrifugacéo a
10200 g. O sobrenadante foi separado e a biomassa congelada e liofilizada. A

biomassa liofilizada constituiu o material utilizado para as extragoes.

5.3 EXTRACAO SEQUENCIAL

As extracdes foram realizadas com amostras liofilizadas a 2,5 g% (cerca de
1 g de biomassa em 40 mL de solvente extrator) a temperatura ambiente, protegido
da luz, sob agitacdo e pressdao atmosférica por aproximadamente 3 horas. Foram
feitas extragbes sequenciais com diferentes solventes em ordem crescente de
polaridade: hexano, etanol e agua. A extracdo com cada solvente foi feita duas
vezes e 0 extrato da segunda extragcdo somado ao primeiro (Adaptado de GARCIA E
GUERRERO, 2008).

Os extratos foram submetidos a filtragcdo a vacuo com filtro de 0,45 um,
exceto o extrato aquoso, que foi centrifugado a 12000 g por 10 minutos, a 15°C. Os
filtrados/sobrenadantes das duas extracdes foram somados e reservados. O material
proveniente das extracdes teve o conteudo do solvente totalmente evaporado com
auxilio de atmosfera de nitrogénio, exceto o extrato aquoso que foi liofilizado. Na
sequéncia os extratos foram armazenados a -18°C até andlise. A cada filtragem e
centrifugacédo (extracdo com agua) foi tomado o cuidado de recuperar o0 maximo

possivel a biomassa retida no filtro e pellet para proxima extracao.

5.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para determinacdo da atividade antioxidante dos diferentes extratos de
microalgas foram utilizados trés métodos diferentes: atividade antioxidante total (p-
caroteno- acido linoléico), poder redutor e atividade inibitéria de radicais livres
(DPPH). A atividade antioxidante de cada extrato determinada por cada um dos
métodos foi comparada as atividades dos padrdes: BHA (sintético), BHT (sintético) e

a-tocoferol (natural) na concentragéo de 100 pg/mL.
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5.4.1 Atividade Antioxidante Total (B-caroteno- acido linoléico)

A atividade antioxidante de cada fracdo foi determinada pelo método do
conjugado (B-caroteno- acido linoléico) (MILLER, 1971), com ligeiras modificacdes.

Neste método € realizado um ensaio espectrofotométrico baseado na
descoloracdo (oxidacdo) do B-caroteno, induzida pelos produtos da degradacéo
oxidativa de um &cido graxo (como o linoléico), ou seja, ao reagir com estes
produtos o p-caroteno perde sua coloracdo alaranjada. Desta forma, a atividade
antioxidante foi medida pela capacidade que a amostra testada possui de minimizar
a oxidacao do B-caroteno e &cido linoléico.

Primeiramente, 2 mg de p-caroteno foram dissolvidos em 10 mL de
cloroférmio. Em seguida 1 mL desta solucédo foi adicionada a um frasco contendo
0,02 mL de &cido linoléico e 200 mg de Tween-80. Apos remocéao do cloroformio, em
atmosfera de nitrogénio, foram adicionados lentamente ao residuo semi-solido 50
mL de agua destilada saturada com oxigénio (preparada pelo borbulhamento de ar
comprimido durante 30 minutos) sob agitacéo vigorosa para a formacédo da emulséo
[-caroteno- acido linoléico, a qual foi preparada apenas pouco tempo antes de cada
experimento, podendo ser mantida no escuro em temperatura ambiente por até 90
minutos. Placas de poliestireno de 96 micropocos foram utilizadas neste
experimento as quais foram aplicados 50 uL por pogo de amostra (teste) ou padréo
preparado em etanol e em seguida 200 pL de emulsdo. Os extratos foram
preparados na concentragao 50, 250 e 500 ug/mL, sendo que as amostras aquosas
foram dissolvidas em agua, para as quais foi preparado um branco com agua. Os
demais extratos, hexanicos e etandlicos foram preparados em etanol para os quais,
além do padrdo, foram preparados um branco com etanol. A leitura das
absorbancias foi feita em leitor de microplaca marca TECAN infinite M 200 a 450 nm.
Foi feita uma leitura no tempo zero, considerado o tempo de adi¢cdo da emulsao, e
outra leitura apds duas horas em estufa a 50°C. Todos os testes foram realizados
em triplicata. A capacidade antioxidante das amostras foi avaliada como percentual

de inibicho do branqueamento do p-caroteno calculada através da seguinte

equacao:
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AA = [1- (Ao-At) (Ao -A/)] x 100

Onde,

Ao: Absorbancia da amostra no tempo zero
Ao': Absorbancia do branco no tempo zero
A:: Absorbéancia da amostra not = 2h

A¢: Absorbancia do branco no t = 2h

5.4.2 Poder Redutor

O poder redutor foi determinado pelo método KUDA et al. (2005), como
descrito por ZUBIA et al. (2009).

Aliquotas de 200 pL dos extratos nas concentragdes de 50, 250 e 500
Mg/mL foram misturadas em 200 pyL de tampao fosfato de sédio (0,2 M, pH 6,6) e
200 uL de ferricianeto de potassio 1%. A mistura foi incubada a 50°C por 30 minutos,
e logo apos o resfriamento foram adicionados 200 pL de acido tricloroacético (10%
p/v). Em seguida aliquotas de 125 uL desta solugéo foram transferidas para placas
de poliestireno de 96 micropocos, e foi adicionado ainda a cada pogo 20 pL de
cloreto férrico (0,1%). A leitura das absorbancias foi feita em leitor de microplaca
marca TECAN infinite M 200 a 620 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata.
Foi preparado um branco com agua destilada (para 0s extratos aquosos
solubilizados em agua) e outro com etanol (para os demais extratos e os padrdes).

Maiores valores de absorbancia indicam maior poder redutor.

5.4.3 Atividade Inibitéria de Radicais Livres (DPPH)

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada quanto a capacidade de
doacdo de hidrogénios, ou seja, inativacdo de radicais livres, através do método do
radical estavel DPPH («,a diphenyl - g - picrylhydrazil) descrito por BRAND-
WILLIAMS et al., 1995.

Em uma placa de poliestireno de 96 micropogos, 22 yL de amostra nas
concentragdes de 100, 250 e 500 pug/mL, foram misturados a 200 uL de uma solugao
de DPPH (25 mg/L), preparada apenas pouco tempo antes dos ensaios. Devido as
amostras terem cor, foi preparado um branco da amostra com 22 yL da amostra e

200 pL de solvente somente. As placas foram incubadas por duas horas em
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temperatura ambiente. A leitura das absorbancias foi feita em leitor de microplaca
marca TECAN infinite M 200 a 515 nm. Também foi preparado um branco do DPPH
(200 pL de DPPH e 22 uL de solvente somente). A capacidade de inativagdo do
radical DPPH foi calculada através da seguinte equacao:

| (%) = [(Ag) = (As — A)*100
Ao

Onde,

I: Inativacéo do radical DPPH

Ao: Absorbancia do branco do DPPH

A;:: Absorbancia na presenca dos extratos
A,: Absorbancia do branco da amostra

5.5 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS DA BIOMASSA MICROALGAL

5.5.1 Extracdo dos polissacarideos de Pavlova lutheri

A extracdo aquosa sequencial realizada com a biomassa da espécie P.
lutheri seguiu o protocolo estabelecido por RIZZI (2010) para uma espécie da
mesma divisao Isochrysis galbana.

A biomassa liofilizada foi ressuspensa em agua destilada (2 g%) e
submetida a extracdo aquosa por 2 h a 80 °C, sob agitacdo mecéanica. Apos
extracdo a solucao foi centrifugada a 12000 g, por 20 min, a 15°C, em seguida foram
adicionados 3 volumes de etanol ao sobrenadante. O precipitado, formado pela
adicdo de etanol, foi isolado por centrifugacdo a 12000 g por 15 min a 4 °C,
ressolubilizado em agua, dialisado em membrana com limite de exclusdo de 12-14
kDa e liofilizado para obtencéo do extrato aquoso PAQ. O sobrenadante etandlico foi
concentrado em rota evaporador a 30 °C, dialisado em membrana de 1 kDa e
liofilizado, rendendo a fracdo PAQ-SE.

A biomassa residual da extracdo aquosa foi submetida a extracao alcalina (2
g%), com NaOH 0,5 M, apés adicdo de NaBH, (5% em relacdo a biomassa - com
objetivo de impedir a degradacdo da molécula, na presenca de base, a partir da

ponta redutora) por 2 h a 80°C, sob agitacdo mecéanica. O extrato foi centrifugado
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(12000 g, por 20 min, a 15°C) e ao sobrenadante foi adicionado 3 volumes de etanol,
novamente centrifugado e o precipitado obtido foi entdo ressolubilizado em agua,
dialisado e liofilizado para obtengcéao do extrato alcalino PAL.

5.5.2 Extracdo dos polissacarideos de P. cruentum

A extracdo aquosa foi realizada a 2,5 g%, em agitacdo mecanica a
temperatura ambiente, por 3 h. A amostra foi centrifugada a 12000 g, por 20 min, a
15°C. O sobrenadante teve seu volume reduzido em rota-evaporador. Em seguida o
extrato foi dialisado em membrana de 12 a 14 kDa, congelado e liofilizado, rendendo
a fracdo PCAD.

O residuo aquoso foi submetido a nova extracdo aquosa, a 80 °C, por 2 h.
Em seguida o material foi centrifugado, e o sobrenadante foi tratado com EtOH (3
volumes), e centrifugado. O precipitado (fracdo polissacaridica) foi dialisado e
liofilizado, rendendo a fracdo PCAH.

O residuo aquoso resultante foi submetido a extracdo alcalina, com NaOH
0,5 M, apos adicdo de NaBH4 (5% em relacdo a biomassa), a 80 °C, por 2 h, e em
seguida centrifugado. O sobrenadante foi precipitado com etanol e centrifugado. O

precipitado resultante foi dialisado e liofilizado, rendendo a fracdo PCAL.

5.6 PURIFICACAO DOS EXTRATOS POLISSACARIDICOS

5.6.1 Tratamento dos polissacarideos com KCI

As fracBes polissacaridicas brutas, obtidas tanto de P. lutheri quanto de P.
cruentum, foram solubilizadas em agua (0,25 g%), ap0s solubilizac&o foi adicionado
KCI solido até atingir a concentracdo de 2 M, mantido sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por 2h, na sequéncia a amostra permaneceu em repouso por
6 horas a 2° C (CEREZO, 1967). Os extratos polissacaridicos tratados com KCI 2M
foram centrifugados, e 0s respectivos sobrenadantes e precipitados dialisados
contra agua destilada e liofilizados. As amostras tratadas foram renomeadas com
adicdo do sufixo FS nas fracbes soluveis em KCI 2M e FI nas insolaveis, ou

precipitadas com KCI 2M.
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5.6.2 Purificacéo por ultrafiltragdo em membrana

Nesta técnica é realizada a filtracdo em membrana de celulose (Millipore),
com limite de exclusdo de 3 kDa. As ultrafiltragdes foram realizadas por um sistema
de filtracdo SARTORIUS (modelo 16249), acoplado com cilindro de ar comprimido.
Neste método, a fracao PAL foi solubilizadas em NaOH 0,1M (2 g%) e submetidos a
filtracdo em cilindro, rendendo uma fracdo retida na membrana (PAL-R) e uma
eluida (PAL-E).

5.7 PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS DE p.cruentum

5.7.1 Cromatografia de troca-ibnica

A fracéo polissacaridica soluvel em KCI 2 M PCAD-FS aproximadamente 90
mg, foi submetida a fracionamento através de cromatografia de troca-ibnica em
coluna contendo DEAE-Sephacel (9 cm x 5cm), utilizando-se como eluente: agua e
solucdes de NaCl de concentracéo crescente - 0,5; 1,0 e 1,5 M (aproximadamente
3x 0 volume da coluna de cada eluente). A eluicdo foi monitorada pelo teste do
fenol-acido sulfarico (DUBOIS et al.,1956) rendendo as fracbes FS-w, FS-1, FS-2 e

FS-3, respectivamente.

58 METODOS ANALITICOS GERAIS PARA CARACTERIZACAO DOS
POLISSACARIDEOS

5.8.1 Métodos quimicos

5.8.1.1 Dosagem de acUcares totais
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A dosagem de acucares totais dos polissacarideos foi realizada pelo método
do fenol-sulftrico (DUBOIS et al., 1956), sendo utilizado como padrdo glucose na
concentragdo 1 mg/mL e a leitura realizada em espectrofotdmetro a 490 nm.

5.8.1.2 Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas nas fracbes obtidas foi realizada de acordo com o
método de LOWRY et al. (1951), sendo a solucdo de BSA (soro-albumina bovina
cristalina) utilizada como padrdo na concentracdo de 1 mg/mL e a leitura realizada

em espectrofotdmetro a 660 nm.

5.8.1.3 Dosagem de grupamentos sulfatos

O teor de grupos sulfato nas fracbes foi determinado atravées do método
turbidimétrico da gelatina-BaCl, apds hidrolise das amostras com HCI 1 M por 5 h a
105°C, segundo o método de DODGSON e PRICE (1962). Foi utilizado como
padrao sulfato de sédio na concentracdo de 100 pug/0,1mL e a leitura realizada em

espectrofotdmetro a 360 nm.

5.8.1.4 Dosagem de acidos urénicos

Para determinacdo de acidos urbnicos dos polissacarideos foi utilizado o
método do m-hidroxibifenil, descrito por FILIZETTI-COZZI e CARPITA (1991). Foi
utilizado acido glucurénico como padrao e a leitura feita em espectrofotdmetro em
525 nm.

5.8.1.5 Hidrdlise acida Total

Para determinacdo da composicdo monossacaridica o0s polissacarideos
sofreram hidrolise acida total. Aproximadamente 1,5 mg de polissacarideo foram
solubilizados em 0,5 mL TFA 2 M, e mantido em estufa a 100 °C por 2 h. Na
sequéncia, o acido foi seco em atmosfera de nitrogénio, e a amostra ressolubilizada
em 0,5 mL de agua destilada. Os monossacarideos foram entdo reduzidos com

NaBH, por 12 h e neutralizados com acido acético diluido até pH 5. O material seco
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em atmosfera de nitrogénio foi submetido a co-destilagdo em metanol (3-4x). Os
alditois foram acetilados com 0,5 mL de anidrido acético por 1 h a 120 °C em estufa
e 0s acetatos de alditéis produzidos foram analisados por CG-EM.

5.8.1.6 Metilacéo

O processo de metilacdo do polissacarideo foi conduzido de acordo com o
método de CIUCANU e KEREK (1984). Apds solubilizagdo em DMSO (5 mg/mL) foi
adicionado NaOH pulverizado (30 mg), sendo a mistura submetida a agitacéo
magnética vigorosa por 30 min. Em seguida, foi adicionado iodeto de metila (0,2
mL), e mais 30 min sob agitacdo vigorosa. Este processo sequencial de adicao de
NaOH e iodometano foi repetido por trés vezes. ApoOs interrupgcdo da reagdo com
agua, a amostra foi neutralizada, com acido acético diluido, dialisada e liofilizada.

A hidrolise do polissacarideo metilado foi realizada de acordo com as
condicGes descritas para glucanas, por BAO et al. (2001). A amostra (1,5 mg) foi
hidrolisada com acido férmico 90% (0,5 mL), por 6 h a 100 °C e, em seguida, com
TFA 2 M (0,5 mL) por 2 h a 80 °C, sendo posteriormente reduzida e acetilada (como
descrito no item anterior) para analise por CG-EM, na forma de acetatos de alditois

parcialmente metilados.

5.8.2 Métodos cromatograficos e espectrométricos

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

O método foi realizado em cromatégrafo a gas VARIAN, modelo 3800,
acoplado a um espectrometro de massa da marca SATURN 200 R, modelo ITD 800.
O CG é equipado com coluna capilar de silica fundida (30 m X 0,25 d.i.) modelo DB-
225, marca JW. O gas de arraste utilizado é o hélio, com fluxo de 1 mL/min. As
areas dos picos de interesse foram determinadas por integracdo em software. Os
espectros de massa foram obtidos por impacto de elétrons a 70 meV, repetindo-se a
cada 1/8 de segundo, e com relacdo massa/carga (m/z) entre 90 a 220.

Este método foi utilizado para determinacdo da composicao
monossacaridica feita por meio da comparacao entre os tempos de retencéo e perfis

caracteristicos de fragmentacdo da amostra, e os padrdes - ribose, arabinose,
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xilose, manose, galactose e glucose. E também para quantificacdo de acetatos de
alditois parcialmente metilados (SLONEKER, 1972), sendo identificados por meio de
seus tempos de retencao e perfis caracteristicos de fragmentacdo por impacto de
elétrons comparado com padrées (JANSON et al., 1976; SASSAKI et al., 2005).

5.8.2.2 Cromatografia de excluséo estérica de alto rendimento (HPSEC-MALLS-RID)

As analises de homogeneidade dos extratos obtidos foram realizadas
utilizando o cromatégrafo de exclusédo estérica de alta pressdo (HPSEC), equipado
com um detector de indice de refragdo diferencial (RID) WATERS modelo 2410 e
com detector de espalhamento de luz em multiangulos (MALLS). Para isto, foram
preparadas solu¢des de 1 mg da amostra em 1 mL de nitrito de sodio (NaNO, 0,1 M)
e azida de sédio (200 ppm) dissolvidas em agua MilliQ, previamente filtradas em
membranas Millipore (acetato de celulose) de 0,22 um. A fase mdvel utilizada foi
nitrito de sodio (NaNO, 0,1 M) e azida de sédio (200 ppm). A andlise foi realizada
utilizando-se injecbes de 500 pL de solugdo com fluxo de 0,6 mL/min. Os dados
foram analisados através do programa ASTRA (WAYTT TECHNOLOGY).

5.8.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

O espectroscopio utilizado para as analises de RMN, foi da marca BRUKER,
Modelo DRX 400, série Avance, a temperatura entre 50 e 70°C. As amostras
solubilizadas em D,0O, em concentragfes entre 20 e 30 mg/mL, foram analisadas em
probes de 5 ou 10 mm e tiveram seus deslocamentos quimicos expressos em ppm,
determinados utilizando acetona como padrdo interno, sendo para as analises de
3¢ 30,2 ppm.

Os espectros de RMN de *C e RMN *3C DEPT foram obtidos utilizando a
frequéncia base de 100,61 MHz, com intervalo de aquisicdo de sinal de 0,6
segundos, sendo feitas de 4.000 — 70.000 aquisicfes, utilizando-se um intervalo de

0,1 segundo entre 0s pulsos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente serdo apresentados os resultados obtidos na avaliacdo da
atividade antioxidante das microalgas estudadas e na sequéncia os resultados
obtidos para a caracterizacdo estrutural de polissacarideos de P. lutheri e P.

cruentum, separadamente, ja que cada microalga recebeu diferentes tratamentos.

6.1 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As espécies inicialmente cultivadas e apds o periodo de crescimento (sete
dias), as células foram isoladas do meio de cultura por centrifugacéo e liofilizadas. O
rendimento, calculado em relacdo ao volume de cultivo, estdo apresentados na
TABELA 2.

TABELA 2 — RENDIMENTO DA BIOMASSA EM (g/L) DAS ESPECIES ESTUDADAS

Espécie Rendimento (g/L)
Chaetoceros mulleri 0,5
Isochrysis galbana 0,4
Nannochloropsis oculata 0,3
Pavlova lutheri 0,4
Phaeodactylum tricornutum 0,7
Porphyridium cruentum 11
Thalassiosira fluviatilis 0,6
Tetraselmis chuii 0,5
Tetraselmis gracilis 0,6
Tetraselmis suecica 0,4

As espécies estudadas apresentam perfil diverso de rendimento de
biomassa em relacdo ao volume de cultivo em litros. Sabe-se que a quantidade de
biomassa ao final de um cultivo é diretamente influenciada pelas condi¢cfes, sendo
gue cada espécie possui especificidades em relacdo a temperatura e pH
principalmente. Além disso, também séo variaveis importantes o numero de dias

total de cultivo, e o numero de células no inoculo inicial, o qual ndo deve ser muito
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baixo, pois interfere no periodo de adaptacdo da curva de crescimento de
microalgas e nem muito alto, pois pode prejudicar a iluminacdo de todas as células.
Cada espécie possui ainda a sua prépria taxa de crescimento a qual expressa a
velocidade na qual a espécie cresce.

O rendimento da biomassa também pode ser mascarado pelo tamanho da
célula, variavel entre as espécies, e a composi¢cao da parede celular. Sendo que
espécies com células maiores e flageladas, ou mais pesadas devido a capa de silica
podem apresentar rendimento maior, mesmo tendo ndmero de células menor em
relacdo a uma espécie com outras caracteristicas.

O fato das condicdes de cultivo e dia de colheita ter sido padrao para todas
as espécies, além do numero de células no indculo inicial, sdo variavés que podem
ter interferido nos rendimentos obtidos.

As microalgas avaliadas quanto ao seu potencial antioxidante sofreram
extracdo sequencial para obtencéo dos extratos hexanicos, etandlicos e aquosos, 0s
guais foram diluidos nas concentracdes de 50, 250 e 500 pg/mL e avaliados pelos
testes de Poder Redutor, DPHH e B-caroteno - acido linoléico (FIGURA 9).

Culturade
microalgas
Centrifugagao

L2
Separagaoda biomassa
do meio de cultura

Liofilizagao

A 4
Extracdosequencial da
biomassa
Hexano, Etanol, Agua

+ (3h; temp. ambiente; duas vezes)
extratos

Hexanico Etanolico Aquoso
Solubilizadoem etanol Solubilizadoem agua a
450,250 e 500 pg/mL 50,250 e 500 pg/mL

1

Ensaios antioxidantes

FIGURA 9 — FLUXOGRAMA DA ESTRATEGIA DE AQAO PARA OBTENQAO DOS EXTRATOS
UTILIZADOS NOS TESTES DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
FONTE: O autor.
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A escolha dos solventes para a extracdo hexano, etanol e agua foi feita de
acordo com a polaridade para a extracdo de moléculas apolares, de média
polaridade e polares, respectivamente. Visto que, em microalgas 0os compostos ja
descritos que exibem maior atividade antioxidante séo principalmente carotendides e
seus derivados (altamente apolares), compostos fendlicos e, em menor ocorréncia,
polissacarideos. O rendimento das extra¢des variou em relacao ao solvente utilizado
sendo que maiores rendimentos foram obtidos na extracdo etandlica e aquosa, onde
para a maior parte das espécies foram obtidos cerca de 20 a 30 % de rendimento,
podendo chegar até 50%, como no caso do extrato aquoso da microalga Tetraselmis
gracilis. Os extratos hexanicos foram os que apresentaram menor rendimento em
todas as espécies variando de 2 a 8% (TABELA 3).

TABELA 3 — RENDIMENTO DOS EXTRATOS HEXANICOS (HEX), ETANOLICOS (ETN) E
AQUOSOS (AQU) DAS NOVE ESPECIES DE MICROALGAS PESQUISADAS.

Esoci Extratos (%)
species

Hex Etn Aqu
CHM? 3,3 13,8 1,2
ISO? 7.8 32,4 14,6
NOC? 7,9 24,9 17,6
pL* 4.8 22,2 27,1
PHT® 4,0 26,3 36,6
TFL® 7,9 23,5 23,8
TC’ 3,8 28,4 26,6
TG® 5,1 16,9 50,5
TS® 2,0 14,2 14,5

1 CHM: Chaetoceros mulleri, % 1SO: Isochrysis galbana, *: NOC: Nannochloropsis oculata, *: PL:

Pavlova lutheri, > PHT: Phaeodactylum tricornutum, ° TFL: Thalassiosira fluviatilis, ': TC: Tetraselmis
chuii, % TG: T. gracilis, °: TS: T. suecica.

De acordo com BAZYKINA et al. (2002), que realizou um estudo para
otimizacdo das condicdes de extracdo em diversas matérias-primas vegetais, o
aumento da constante dielétrica do solvente extrator promove o0 maior rendimento na
extracdo, e ainda uma boa atividade antioxidante. Isto pode explicar o elevado
rendimento nos extratos obtidos a partir de etanol e &gua como extrator.

As condicdes Otimas para a extracdo de compostos antioxidantes descritas

por BAZYKINA et al. (2002) s&o: o uso de etanol ou acetato de etila como extrator,
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em extracdo sequencial, a temperatura de ebulicdo do solvente, por no maximo 5 h.
A concentracdo pode ser de até 10 g%.

A metodologia de extragdo pode interferir ndo s6 no rendimento dos
extratos, mas também na avaliacdo da atividade antioxidante, visto que estas
moléculas sdo bastante sensiveis a exposicdo ao calor e a luz e podem ser
facilmente degradadas se expostas por muito tempo ao ambiente. Por esse motivo
tem sido descritas varias metodologias de extracdo de compostos antioxidantes,
principalmente de microalgas, sendo que as mais comuns sdo as extragcfes em
aparelho de Soxhlet ou ainda por um método conhecido como Accelerated solvent
extraction descritos na maior parte dos trabalhos mais atuais. Neste Gltimo método a
extracdo € realizada por um sistema totalmente automatizado capaz de extrair
compostos usando um solvente ou uma mistura de solventes, em alta pressao e
temperatura. O que torna o processo mais rapido, cerca de 20 minutos, e diminui o
volume de solvente utilizado. Esse procedimento ja foi descrito para obtencdo de
carotenodides de Haematococcus pluvialis e extracdo de compostos antioxidantes de
Spirulina platensis e algumas macroalgas (JAIME et al., 2010; HERRERO et al.,
2005; ZUBIA et al., 2009).

Quanto a composicao quimica dos extratos antioxidantes BAZYKINA et al.
(2002) observaram que o acetato de etila extrai a maior parte das moléculas com
maior potencial antioxidante como acidos fenolcarboxilicos, acido cafeico, acido
clorogénico e neoclorogénico enquanto o etanol, um solvente mais polar que o
anterior, extrai mais flavondides e seus derivados glicosideos, catecois e taninos.
Enquanto GARCIA E GUERRERO (2008) atribuem o alto potencial antioxidante do
extrato etanolico de Chlorella vulgaris, superior ao controles BHT e BHA, ao alto teor
de acidos graxos poliinsaturados encontrados neste extrato.

Levando-se em consideracdo que a utilizacdo de um método unidimensional
nao reflete a complexidade dos sistemas biolégicos (FRANKEL E MEYER, 2000)
foram utilizados trés métodos que avaliam diferentes mecanismos de protecéo
antioxidante, de maneira rapida, simples e eficaz (ZUBIA et al., 2009).

Os resultados obtidos nos ensaios antioxidantes serdo apresentados
separados por metodologia e as microalgas foram agrupadas de acordo com a
divisdo a que pertencem clorofitas (TC, TG e TS - Tetraselmis chuii, T. gracilis e T.
suecica, respectivamente), ocrofitas (CHM, PHT, TFL e NOC - Chaetoceros mulleri,

Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira fluviatilis e Nannochloropsis oculata,
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respectivamente) e haptofitas (PL e ISO - Pavlova lutheri e Isochrysis galbana,
respectivamente) para fins de visualizacao dos resultados.

6.1.1 Atividade Antioxidante Total (B-caroteno- &cido linoléico)

Este método é baseado na perda da coloracdo amarelada do [-caroteno
devido a sua reacdo com radicais que sao formados pela oxidacao do acido linoléico
em uma emulsdo. Esta perda de coloracdo, ou o branqueamento do [B-caroteno
como € comumente descrita, € medida em espectrofotbmetro apés 2 h de reacdo.
Sendo que na presenga de antioxidantes esta diminuicdo na absorbancia deve ser
minimizada, em relacdo ao sistema sem antioxidantes. Este método tem sido
amplamente utilizado na avaliagdo da atividade antioxidante de diversas amostras
tanto de extratos vegetais como de compostos puros. Para estimativa da atividade
antioxidante os valores de absorbéancia sao aplicados em uma formula (descrita na
seccdo 5.4.1) e o resultado é expresso em coeficiente de atividade antioxidante. Os
resultados obtidos para as microalgas estudadas sao apresentados nas figuras 10 e
11, sendo que valores negativos sao considerados com efeito pro-oxidante, ou seja,
aquele que favorece a oxidacgao.

O Mecanismo de protecéo antioxidante pode ser por inibicdo da oxidagcéo da
cadeia lipidica, por ligacdo a ions de metais de transicdo que catalisam a
decomposicdo do perdxido, ou também pela retencdo de radicais livres (ZUBIA et
al., 2009; FRANKEL E MEYER, 2000).

Os resultados obtidos para os extratos de microalgas testados por este
método ndo foram superiores aos padrées sintéticos BHA e BHT e nem ao
composto natural a-tocoferol, os trés na concentracdo de 100 pg/mL, em nenhuma
espécie e nenhuma das concentracdes testadas (50, 250 e 500 pg/mL).

Para as espécies da divisdo Chlorophyta (FIGURA 10) observa-se que tanto
Tetraselmis suecica como T. gracilis apresentaram resultados muito proximas e
muito abaixo dos valores obtidos para os padrdes, independente das concentracdes
testadas. A microalga T. Chuii destacou-se das outras, pois na concentracdo de 50
pg/mL o extrato hexanico apresentou atividade proxima de 50% dos padrbes, 0s
extratos etandlico e aquoso também apresentaram atividade superior aos extratos
das outras espécies de Clordéfitas, embora tenham apresentado valores menores

gue o extrato hexanico. Entretanto a atividade antioxidante de T. Chuii declinou
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bastante para todos os extratos na concentracdo de 250 pg/mL e foi negativa, ou
pré-oxidante em 500 pg/mL, o que indica que para os extratos desta espécie o

aumento da concentracao a partir de um limite é prejudicial a atividade antioxidante.
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FIGURA 10 — COEFICIENTE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS CLOROFITAS TETRASELMIS
SUECICA, TETRASELMIS GRACILIS, TETRASELMIS CHUIl, PELO METODO ATIVIDADE

ANTIOXIDANTE TOTAL (B-CAROTENO- ACIDO LINOLEICO)

Para as espécies da divisdo Ocrophyta (FIGURA 11-a), todos os extratos
nas trés concentracfes testadas apresentaram-se muito abaixo dos padrées
utilizados, entretanto nenhum deles apresentou efeito pro-oxidante. Estes resultados
contrariam os resultados obtidos por GARCIA E GUERRERO (2008) para o extrato
etandlico da microalga P. tricornutum citado como superior aos controles BHT e
BHA. Da mesma forma os resultados obtidos para as haptofitas (FIGURA 11-b) P.
lutheri e |. galbana ndo superaram nem 50 % do valor de coeficiente de atividade
antioxidante dos padrbes testados. A espécie P. lutheri apresentou comportamento
similar ao apresentado pela Clorophyta T. chuii onde os extratos hexanico e
etandlico apresentaram atividade antioxidante superior ao extrato aquoso, em todas

as concentracfes testadas. Além disso, o0 aumento da concentracdo da solugéo
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testada apresentou efeito negativo, uma vez que a atividade diminuiu na dose de

250 pg/mL e foi pré-oxidante na concentracéo de 500 pg/mL.
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FIGURA 11 — COEFICIENTE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE TOTAL (B-CAROTENO- ACIDO LINOLEICO) DAS OCROFITAS (a) E DAS
HAPTOFITAS (b)

Os resultados observados na avaliacdo do potencial antioxidante pelo

método do [B-caroteno-acido linoléico ndo foram positivos para a maior parte das
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espécies, sendo independente da dose ou do tipo de extrato aplicado. Os resultados
de baixa atividade antioxidante podem ser relacionados ao mecanismo de reacgao
destas moléculas, indicando que a inibicdo da peroxidacdo lipidica ndo seria o
mecanismo de acgdo utilizado por estes compostos. O fato de algumas amostras
terem apresentado efeito pré-oxidante pode ser devido a dose, ou ainda as
condicbes experimentais. Além disso, a polaridade dos extratos pode ter sido
também um fator importante nos resultados obtidos por este método, pois o0 uso de
uma emulséo de lipidios introduz um namero maior de variaveis que influenciam na
oxidacao (KOLEVA et al., 2002).

Este método apresenta um grande paradigma em relacdo ao complexo
interfacial que influencia no comportamento e no resultado dos antioxidantes. Um
fendbmeno conhecido como “paradoxo polar” mostra que compostos apolares
apresentam uma forte propriedade antioxidante em emulsdes, pois eles concentram-
se na superficie lipidio-ar. Por outro lado antioxidantes polares permanecem na fase
aquosa e por isso sdo menos efetivos na protecao do lipidio (KOLEVA et al., 2002;
FRANKEL E MEYER, 2000). Isso justifica a maior atividade antioxidante dos extratos
hexanicos, principalmente nas espécies de microalgas T. chuii e P. lutheri que
apresentaram uma atividade superior as demais. Pois devido a sua caracteristica
apolar, mais moléculas apolares teriam ficado solUveis neste extrato.

Além disso, observa-se a baixa atividade antioxidante de solventes polares
como etanol e agua em todas as espécies, que também pode ser explicado pela
presenca de sais de metais presentes na microalga e sollveis em agua que podem
transformar compostos como os flavondides em pré-oxidantes. Em alguns casos,
entretanto a posicdo dos grupos hidroxila em uma molécula pode ser mais
importante que a polaridade (KOLEVA et al., 2002).

Visto que extratos ndo purificados, como os utilizados neste trabalho, séo
uma mistura de compostos, as interacdes entre as diferentes moléculas existentes
em um extrato ou ainda entre essas moléculas com o meio de reacdo podem afetar
a atividade antioxidante. Interacdes especificas entre uma molécula e o
emulsificador, por exemplo, podem promover ligacbes que blogueiam a atividade
dos grupos contribuintes para a atividade antioxidante (KOLEVA et al.,, 2002;
FRANKEL E MEYER, 2000). Portanto, a complexa composicdo dos extratos pode
provocar certas interagdes, tendo efeitos sinérgicos, aditivos, ou ainda antagonistas
entre seus compostos (KOLEVA et. al., 2002).
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6.1.2 Atividade Inibitéria de Radicais Livres (DPPH)

O método do DPPH é representante dos métodos que empregam radicais na
avaliacdo de inibidores de radicais livres, tais métodos tém ganhado popularidade na
tltima década devido a sua rapidez e sensibilidade (KOLEVA et al., 2002).

O método é baseado na reducéo do radical livre DPPH em solucéo alcodlica
por um composto doador de hidrogénio (antioxidante) formando um produto nao
radical DPPH-H. O radical DPPH remanescente € medido depois de certo tempo e é
inversamente proporcional a capacidade de captacdo de radicais livres do
antioxidante testado.

Neste método os padrbes BHT e BHA apresentaram cerca 80% de inibicao
do radical livre DPPH, e a-tocoferol 40%. As espécies de clordfitas (FIGURA 12)
apresentaram de 10 a 30% de inibicdo do DPPH, sendo que os extratos hexanicos e
etandlicos apresentaram atividade superior ao extrato aquoso. Nao foi observado
efeito dose-dependente onde, 0 aumento da concentracdo do extrato potencializa a

atividade antioxidante.
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FIGURA 12 — PERCENTUAL DE INIBICAO DO RADICAL LIVRE DPPH DAS CLOROFITAS
As espécies da divisdo das ocrofitas e haptéfitas (FIGURAS 13 - a,b)

apresentaram menores atividades antioxidantes quando comparadas com as
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cloréfitas. Nenhuma das espécies testadas apresentou atividade superior a 20%.
Entretanto foi observado que nestas espécies, exceto P. lutheri (PL), a atividade
antioxidante de todos os extratos foi muito préxima, e em alguns casos como da
microalga Thalassiosira fluviatilis (TFL) a atividade do extrato aquoso foi superior as

demais.
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FIGURA 13 — PERCENTUAL DE INIBICAO DO RADICAL LIVRE DPPH DAS OCROPHYTAS (a) E
DAS HAPTOPHYTAS (b)

Este resultado indica que nestas espécies 0s compostos com maior
potencial antioxidante possam ter ficado soliveis mesmo em um solvente mais polar
como a agua, embora BAZYKINA et. al. (2002) tenham encontrado nos extratos
testados por eles concentragdes maiores de compostos antioxidantes, como
flavondides e compostos fendlicos em extratos etandlicos e de acetato de etila. Visto
isso, é possivel que o metabolismo das espécies desta divisdo seja diferenciado

produzindo diferentes metabdlitos solGveis em agua com capacidade antioxidante.



41

b

) 80 E <

oo = B

o
60|
(O]
s -
3 8 Hm Padroes
S Q a Hexano
O ©
& I 40| B Etanol
o i
3 % Agua
o
L]
1
2
= 20] 'I'
= - — = T _ ']'
0 I I I ." I i_
50

250 500 50 250 500

ISO PL
ug/mL

Fazendo uma breve comparacao entre os meétodos testados observa-se que,
as espécies T. chuii e P. lutheri que haviam demonstrado os melhores resultados
pelo método do B-caroteno-acido linoléico ndo evidenciaram o mesmo potencial pelo
método do DPPH. Levando em consideracdo que o0s dois meétodos avaliam
diferentes mecanismos de reacdo antioxidante € possivel sugerir que possivelmente
0S compostos extraidos destas duas espécies exercam suas funcdes antioxidantes
mais pela inibicAo da peroxidacdo lipidica do que pela doacdo de elétrons/

hidrogénios para radicais livres.

6.1.3 Poder Redutor

O método do poder redutor avalia a atividade antioxidante de um dado
extrato pelo potencial redox dos compostos, ou seja, pela capacidade doadora e/ou
receptora de elétrons. Sua avaliacao é feita diretamente pela absorbancia depois da
reacdo, sendo que maiores valores de absorbancia indicam maior poder redutor.
Este € um processo indicativo do potencial antioxidante uma vez que a maioria das
reacdes antioxidantes ndo enzimaticas ocorrem por reac¢des de transferéncia de

elétrons (ZUBIA, et. al., 2009). Especificamente este método mede a capacidade do
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extrato de reduzir o fon férrico (Fe**) a fon ferroso (Fe?") tornando-o menos reativo.
O ion férrico é uma espécie quimica bastante reativa que age como um agente
oxidante, podendo gerar radicais livres.

De modo geral, observa-se que neste método todas as espécies (FIGURA
14) superaram o poder redutor dos padrdes testados, sendo em alguns casos 2 ou 3
vezes maior que os valores de absorbancia observados para os padrdes. Os
extratos que apresentaram melhores resultados, foram em ordem decrescente, 0s
hexanicos, etandlicos e aquosos. Além disso, os resultados expressam que o poder
redutor dos extratos hexanicos e etandlicos € dose-dependente, ou seja, o poder
redutor aumenta, com o aumento da concentragdo do extrato. Enquanto que para 0s
extratos aquosos os valores de absorbancia foram muito préximos, variando pouco

em funcdo da concentrag&o do extrato.
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FIGURA 14 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DO PODER REDUTOR DAS
CLOROFITAS (a) OCROFITAS (b) HAPTOFITAS (c)

Os resultados obtidos neste método devem ser avaliados com precaucgao,
uma vez que contrariam os baixos valores de atividade antioxidante, em relacdo aos

padrdes, obtidos pelos testes do B-caroteno-acido-linoléico e DPPH em todas as



44

espécies testadas. Os valores de absorbancia observados para as amostras podem
mascarar os valores reais devido ao fato de que muitos extratos hexanicos e
etanolicos, dependendo da espécie, apresentam uma cor amarelada ou esverdeada
pela presenca de pigmentos fotossintéticos das microalgas, como carotendides e
clorofila, e alguns compostos fendlicos que tém estruturas que séo facilmente
extraidas com solventes com o hexano e etanol. Levando em consideracao que a
solucdo de ferricianeto de potéssio, utilizada no teste, também apresenta coloracdo
amarelada, o valor da absorbancia pode ter sido superestimado devido a absor¢céo
de luz pela cor da amostra, e ndo pelo produto da reacdo no comprimento de onda
utilizado no teste. Os valores dose-dependentes poderiam ser explicados pelo fato
de que o aumento da concentracdo do extrato aumenta a intensidade da cor, devido
ao aumento na concentracao destes pigmentos. Além disso, esta hipétese pode ser
confirmada visto que extratos aquosos que nao apresentaram cor tiveram menor
potencial redutor que os extratos coloridos sem efeito dose-dependente.

Aléem disso, seria esperado que os resultados de poder redutor
corroborassem os dados obtidos pelo método do DPPH, visto que ambos avaliam a
mesma propriedade doadora e/ou receptora de elétrons. Entretanto como visto
anteriormente (FIGURA 12 e 13) a avaliacdo do potencial antioxidante pelo método
do DPPH néo foi promissora, sendo, portanto, mais uma evidéncia da ineficacia do
método do poder redutor para amostras coradas (principalmente amareladas).

Embora as microalgas apresentem um amplo potencial de gerarem
compostos antioxidantes e ja existam espécies utilizadas na producdo de
suplementos antioxidantes, as espécies pesquisadas neste trabalho néo
apresentaram potencial para serem utilizadas industrialmente na producdo de
antioxidantes. Isso ndo significa que estas espécies ndo sejam fontes destes
compostos, pois diversas variaveis podem ter interferido nos resultados obtidos,
desde o cultivo das células, processo de extracdo, e os métodos utilizados para
avaliacdo. Uma vez que estas moléculas com capacidade antioxidante sao
produzidas pelas microalgas em razdo da intensa exposicdo a radiacdo UV como
uma forma de auto protecdo, o cultivo com iluminacao artificial pode interferir no
metabolismo das microalgas ao nivel da producéo destes compostos. O processo de
extracdo, nas variaveis tempo e temperatura, também é crucial. Desta forma, é
possivel que a metodologia de extragdo utilizada neste trabalho ndo tenha sido a

mais adequada para a extracdo destas moléculas. Por isso a utilizacdo do sistema
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automatizado, Accelerated solvent extraction, seja mais adequado, pois a
temperatura e presséao utilizadas, em menos tempo, favorecem a solubilidade destas
moléculas no solvente extrator utilizado, sem degrada-las. Finalmente, outra
possibilidade é que os métodos testados ndo evidenciem o mecanismo de reagao
utilizado pelos compostos extraidos destas microalgas, ndo demonstrando, portanto

seu real potencial antioxidante.

6.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE POLISSACARIDEOS ISOLADOS DE
MICROALGAS MARINHAS

6.2.1 Pavlova lutheri

6.2.1.1 Extracdo dos polissacarideos

A extracao aquosa a quente da biomassa de P. lutheri rendeu a fragdo PAQ
gue representou apenas 3% da biomassa inicial. Visto o baixo rendimento da
extracdo aquosa o sobrenadante etandlico também foi pesquisado, a fim de verificar
se polissacarideos de menor massa molecular poderiam ter permanecido sollveis
sobrenadante. Apos concentracdo, didlise e liofilizacdo o sobrenadante etandlico
originou a fracdo PAQ-SE com um rendimento de 5,1%. O residuo da extracao
aquosa foi submetida a extracdo alcalina, originando a fracdo PAL com 9,5% de

rendimento.

6.2.1.2 Caracterizacao estrutural

Os resultados das dosagens quimicas das trés fracGes obtidas de P. lutheri
(TABELA 4) demonstraram um baixo valor de carboidratos, préximo a 40 %, e um
elevado teor de proteinas, cerca de 12 %, embora trate-se de fracdes
polissacaridicas. Entretanto a dosagem de carboidratos pode ter sido subestimada,
visto que estes polissacarideos apresentaram uma baixa solubilidade em agua

possivelmente devido ao elevado teor de proteinas.
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TABELA 4 - ANALISE QUIMICA DAS FRAGOES DE P. lutheri

Fracéo Carboidratos(%)®  Proteina(%)" Sulfato(%)° Ac. Urdnico(%)°
PAQ 39,7 13,9 3,8 49
PAQ-SE 35,3 11,4 2,8 Tre
PAL 457 11,7 nd 2,7

2% 9= Determinado pelos métodos: DUBOIS et al. (1956); LOWRY et al. (1951); DOGSON e PRICE
(1962); FILIZETI-COZZI e CARPITA (1991), respectivamente. ®:Tr: Trago (menor que 1 %); nd: néo
detectado.

A composicdo monossacaridica das fragbes demonstrou que o0
polissacarideo extraido em meio aquoso (PAQ) e a parte que ficou soluvel no
sobrenadante etandlico (PAQ-SE) desta extracdo poderiam ser classificados como
glucanas, visto que sdo compostos por aproximadamente 80% de glucose (TABELA
5). Na fragdo PAL foi observada uma heterogeneidade maior de monossacarideos,
sendo composta por 40,1% de glucose além de xilose (24,7%), galactose (14,7%) e
manose (13,2%) como constituintes principais. Esta heterogeneidade aliada ao
elevado teor de proteinas pode indicar a presenca de glicoproteinas e/ou
heteropolissacarideos na fracdo alcalina, podendo esta condicéo ter extraido além

do polissacarideo de reserva um heteropolimero da parede celular.

TABELA 5 — COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES DE P. lutheri

Monossacarideosa Ribose Arabinose Xilose Manose Galactose Glucose
PAQ 4,4 2,4 2,9 2,8 10,2 77,4
PAQ-SE T T _— 7,0 11,6 79,8
PAL T 7.3 24,7 13,2 14,7 40,1

% Monossacarideos quantificados em moles% na forma de acetato de alditéis, por GC-MS. ° Traco
(menor que 1 mol%).

As fracbes também foram analisadas quanto ao seu perfil de
homogeneidade (FIGURA 15 e 16). A fracdo PAQ apresentou um perfil
cromatografico indicativo de elevada heterogeneidade (FIGURA 15-a). Os picos
centrados em 24 e 28 mL (detector de indice de refracdo - RID) também foram
detectados pelo detector de espalhamento de luz (MALLS) indicando que estes séo
constituidos por moléculas de alta massa molar. O pico centrado em 33 mL (RID)

também mostrou absorcdo em UV (280 nm), indicando a eluicdo das proteinas
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detectadas analiticamente (13,9% - TABELA 3). Estas proteinas podem estar livres
elou ligadas aos carboidratos na forma de glicoproteinas e/ou proteoglicanos. Os
picos centrados em 33 e 37 mL ndo foram detectados pelo MALLS indicando a
presenca de moléculas com relativamente baixa massa molar. O pico centrado em
42 mL (volume total do sistema cromatografico) indica a presenca de tracos de sal
na amostra.

O cromatograma da fracdo PAQ-SE (FIGURA 15-b) apresenta um grande
guantidade de ruidos no detector por espalhamento de luz em relagdo aos demais,
isto esta relacionado com a baixa massa molecular do polimero presente em
solucéo, visto que sdo moléculas sollveis no sobrenadante etandlico. Os ruidos
representam um aumento na sensibilidade do detector a fim de possibilitar a
deteccdo de moléculas de menor massa. Nesta fracdo, também heterogénea,
observa-se a presenca de um pico principal, centrado em 36 mL (RID) que néo foi
detectado pelo MALLS, indicando a presenca de moléculas de baixa massa molar,
como era esperado considerando que esta fracdo permaneceu solavel no
sobrenadante etandlico (EtOH 75%). O pico centrado em 42 mL corresponde a sais

presentes na amostra.
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FIGURA 15 — PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC-MALLS DA FRACAO PAQ (a) e PAQ-SE (b)

A amostra PAL (FIGURA 16) apresentou perfil heterogéneo com moléculas
de elevada massa molar, detectadas pelo RID e MALLS (pico centrado em 28 mL e
ombro centrado entre 22 e 26 mL) um grupo de moléculas de menor massa molar,

detectadas apenas pelo RID (pico eluido entre 30 e 36 mL).
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FIGURA 16 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC-MALLS DA FRACAO PAL

Portanto as fracbes PAQ e PAL mostraram perfis heterogéneos, contendo
moléculas de elevada e baixa massa molar enquanto a fracdo PAQ-SE foi aquela
gue apresentou a menor distribuicdo em termos de tamanho molecular com uma
populacdo de moléculas relativamente homogéneas de baixa massa molar.

Devido ao alto percentual de proteinas nas fracfes, que pode também ser

um fator coadjuvante da baixa solubilidade destas amostras, as mesmas foram
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submetidas ao tratamento com KCI, com intuito de provocar a precipitagdo das
proteinas. Entretanto o rendimento das fragcdes sollveis e insoluveis em KCI foi
maior para as fracdes insolaveis. Aléem disso, as analises por HPSEC-MALLS pés
tratamento com KCI| mostraram que este ndo foi efetivo (nem para remocao de
proteinas, nem para homogeneizacdo das amostras) pois o perfil de homogeneidade
observado foi muito semelhante aos obtidos nas fragcées originais, o mesmo foi
observado nas andlises por RMN.

A fracdo PAL foi submetida ainda a ultrafiltragdo em membrana de celulose
com limite de exclusdo de 3 kDa, a fim de separar os dois grupos de moléculas
distintas observadas pelas analises de HPSEC-MALLS. A fracdo eluida (PAL-E)
apresentou 16,6% de rendimento enquanto que a maior parte ficou retida na
membrana (PAL-R, 60% de rendimento). Nao foi possivel analisar a fragdo PAL-E
devido ao baixo rendimento e a fragdo PAL-R apos liofilizagdo foi insoluvel em
agua, NaOH e DMSO, o que impediu a analise por HPSEC-MALLS e RMN.

Desta forma ainda sera necessario testar outras técnicas para conseguir

purificar os extratos aquoso (PAQ) e alcalino (PAL) de P. lutheri.

6.2.1.3 Andlises de Ressonancia Magnética Nuclear

A analise de ressonancia magnética nuclear indicou nas fracdes PAQ, PAQ-
SE e PAL a presenca de & — glucanas (1—3)-ligadas. Entretanto todas as fracdes
apresentaram algumas particularidades. A fracdo PAQ (FIGURA 17), por exemplo,
apresentou sinais referentes a B-glucanas- (1—3) e (1—6) ligadas. Observa-se no
espectro desta amostra dois sinais na regido anomérica correspondentes ao C-1 de
unidades de B-p-glucose (em 102,8 e 102,5 ppm), indicando a presenca de 2
carbonos anoméricos em diferentes ambientes quimicos. Um sinal na regido de
ligacdo em C3 84,5 ppm e diversos sinais ha regido do anel entre 67 e 80 ppm, além
do sinal caracteristico do C6 livre de hexoses em 60,9 ppm (TABELA 6). Estes
assinalamentos estdo de acordo com os propostos por VARUM et al. (1986) e RIZZI
(2010), na identificacdo de uma B-D-glucana extraida da microalga Emiliania huxleyi
e |. galbana, respectivamente, e que, assim como a P. lutheri, pertencem a divisédo
Haptophyta. Também se assemelham aos sinais estabelecidos na identificacdo de
B-D-glucanas fungicas (CARBONERO et al., 2006; AMARAL et al.,, 2008;
CHENGHUA et al., 2000).
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Entretanto, considerando que a fracdo PAQ € heterogénea néo é possivel
descartar a presencga de dois polissacarideos diferentes, uma B-glucana (1—3) e
outra B-glucana (1—6). VARUM et al. (1986) e RIZZl (2010), identificaram nas
microalgas desta divisdo a presencga de B-D-glucanas — (1—6) ligadas ramificadas
em C3, embora RIZZI (2010) tenha descrito as ramificagdes como um residuo Unico
de B-D-Glcp, ou ainda dissacarideos de B-D-Glcp (1—3)-ligados e VARUM et al.
(1986) tenham descrito ramificacdes de di ou trissacarideos de B-b-Glcp (1—6)

ligados.
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FIGURA 17 - ESPECTRO DE RMN DE **C DA FRACAO PAQ (a) FRACAO SOLUVEL EM AGUA DA
MICROALGA HAPTOPHYTA I. galbana (b)*. SOLVENTE D;0O. TEMPERATURA 50°C.
Y FONTE: RIZZI (2010)

A FIGURA 17-b apresenta a similaridade desta fracdo solUvel em agua
extraida de P. lutheri e o polissacarideo solivel em agua isolado da microalga I.
galbana descrito por RIZZ| (2010) como uma B-glucana (1—6)-ligada. Observam-se
0s mesmos padrdes de sinais na regido anomeérica, e na regido do anel, além de

sinais de menor intensidade na regido de C-3 ligado e o sinal de C-6 livre préximo a
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61,0 ppm. Como discutido anteriormente a observacao destes dados, reforca que
devido a heterogeneidade desta amostra ndo é possivel descartar a presenca de
dois polimeros distintos.

No espectro da fracdo PAQ-SE (FIGURA 18) observam-se sinais bem mais
definidos e intensos em relacdo ao espectro discutido anteriormente. Entretanto os
sinais principais também estédo presentes no espectro da PAQ e sdo os mesmos da
B-p-glucana (1—3)-ligada, apresentando apenas um sinal de carbono anomérico em
102,5 ppm, o sinal de C3 ligado em 84,7 ppm, os sinais referentes aos carbonos do
anel entre 68,3 e 75,8 ppm, em 61,0 ppm observa-se o sinal referente ao C6 livre da
glucose e observam-se ainda dois sinais, em 66, 1 e 67,4 ppm, referentes a
carbonos da glucose substituidos na posi¢do 6, confirmados pelo experimento de
DEPT 135.

Estes assinalamentos sao coincidentes com os obtidos para uma B-D-
glucana obtida do fungo Ganoderma lucidum descrita por BAO et al. (2001) como [3-
D-glucana - (1—3) ligada, substituida em C6 por cadeias laterais de glucose ligadas
em (1—6), onde o C6 livre esta em 62,9 ppm, o C6 substituido em 70,9 ppm e o C6
ligado em 68,1 ppm. Por este motivo, sinais de menor intensidade visualizados no
espectro de PAQ-SE podem possivelmente ser atribuidos aos sinais das cadeias
laterais de 3-D-glucose (1—6) ligadas.

Considerando a similaridade dos sinais observados nos espectros de RMN
de °C da fracdo PAQ e PAQ-SE é possivel que ambas as fracbes sejam
constituidas da mesma molécula com os mesmos padrdes de ligacdes glicosidicas e
substituicbes embora, no sobrenadante etandlico tenham ficado solaveis as
moléculas de menor massa molecular e/ou com cadeias laterais menores (visto 0s
sinais de menor intensidade referentes as ligacbes 1—6) e devido a isso tenham um

carater mais soluvel, o que preponderou para a qualidade do espectro em PAQ-SE.
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FIGURA 18 - ESPECTRO DE RMN DE **C E INSERTO COM DEPT 135 (70-55 ppm) DA FRAGCAO
PAQ-SE. SOLVENTE D,0. TEMPERATURA 50°C.

Foi realizada uma comparacdo entre os deslocamentos observados na
fracdo PAQ (extrato aquoso) e PAQ-SE (soluvel no sobrenadante etandlico)
(TABELA 6), visto que a principal diferenca entre estes espectros é a diminui¢cao de
um grupo de sinais atribuidos as unidades de B-glucose (1—6)-ligadas, desta
observanyo pode-se concluir que possivelmente a molicula solivel em EtOH 75% 1
menos ramificada que a da franyo PAQ. Outra evidkncia de que a franyo PAQ-SE |
menos ramificada |1 sua similaridade com o espectro de um 3-glucana (1—3)-ligada
linear isolada por RIZZlI (2010) de uma microalga do grupo das diatomaceas

(FIGURA 19).

TABELA 6 — ASSINALAMENTOS DE **C DA FRACAO PAQ EM COMPARACAO COM A FRACAO
PAQ-SE

PAQ PAQ-SE
B-(1—-3) p-(1-6) B-(1-3) B-(1-6)
Cl 1025 102,8 102,5 102,8
c2 733 72,8 73,3 72,9
C3 76,0 76,1
C3 845 84,5

C4 68,2 69,5 68,3 69,9
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C5 758 75,6 75,8 76,1
C6 609 69,7 60,9 66,1
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FIGURA 19 - COMPARACAO DOS ESPECTROS DE RMN DE *C DE UMA B-GLUCANA ISOLADA
DE Thalassiosira fluviatilis POR RIZZI (2010) (a) E DA FRACAO PAQ-SE DE P. lutheri (b)

A fracdo extraida em alcali, PAL, apresentou também os sinais referentes a
uma B-pb-glucana (1—3)(1—6)-ligada, entretanto a principal diferenca foi a presenca
de sinais referentes a uma [B-p-xilana-(1—4) ligada condizentes com a composi¢ao
monossacaridica desta fracdo que apresentou além de 40 % de glucose
aproximadamente 25 % de xilose (TABELA 5). O espectro de RMN (FIGURA 20)
apresentou 5 novos sinais proeminentes e tipicos de B-p-xilana-(1—4)-ligada: na
regido anomérica em 101,6 ppm, na regido do anel em 76,4 ppm referente ao C4
ligado de B-p-xilanas, em 73, 8 ppm o sinal referente ao C3 e em 72, 8 ppm o sinal
do C-2, além disso, observa-se o sinal do C-5 de pentose em 63,0 ppm, deslocado
para campo mais alto, devido a substituicdo glicosidica em C-4. Estes
assinalamentos condizem com os de outras [(-D-xilanas (1—4)-ligadas como a
caracterizada por SIMAS et al., (2004) na goma do exsudato de uma espécie da
familia das palmeiras (TABELA 7).
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FIGURA 20 - ESPECTRO DE RMN DE **C DA FRACAO PAL. SOLVENTE D,O. TEMPERATURA
50°C.

TABELA 7 — ASSINALAMENTOS DE *C DA FRACAO PAL EM COMPARAGAO COM UMA XILANA
EXTRAIDA DO EXSUDATO DE UMA PALMEIRA DA ESPECIE Scheelea Phalerata

Espécie C1 C2 C3 C4 C5
P. lutheri 101,6 72,8 73,8 76,4 63,0
S.Phalerata * 101,7 72,8 73,8 76,5 63,1

*FONTE: SIMAS et al. (2004)

Entretanto, a analise por HPSEC-MALLS da fracdo PAL (FIGURA 16)
detectou a presenca de uma mistura de moléculas, visto que apresentaram um perfil
heterogéneo. Portanto, o0s resultados das andlises de RMN e composicdo
monossacaridica, indicam que esta amostra é composta por dois polimeros distintos,
uma B-p-xilana (1—4)-ligada (FIGURA 21), provavel constituinte da parede celular e
uma B-p-glucana (1—3)(1—6)-ligada (FIGURA 22), semelhante aquela obtida na
extracdo aquosa.

A presenca de unidades de xilose (1—4) ligadas é relatada em macroalgas
vermelhas onde a DbD-xilose esta presente em homoxilanas lineares ou
heteropolissacarideos, como xilomananas, da parede celular (VIANA, 2005). Sendo

qgue as xilanas sdo sollveis em agua quando contém ligacdes glicosidicas mistas
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(1—3) e (1—4). Polimeros que contenham apenas uma dessas duas ligagbes séo
soliveis apenas em solugdes basicas (MATULEWICZ e CEREZO, 1987). Entretanto
nao foram encontrados relatos na literatura do isolamento de xilanas produzidas por
uma microalga.

Tanto xilanas quanto xiloglucanas, genericamente denominadas
hemiceluloses, sdo moléculas abundantes na parede celular de plantas
monocotileddneas. As xilanas de diferentes fontes podem diferir muito em sua
complexidade estrutural, mas, em geral, sdo constituidas de cadeias lineares de 3-D-
xilose (1—4)-ligada, substituidas por arabinose e/ou acido glucurénico. Dependendo
do grau de ramificacdo estas moléculas também podem ser chamadas de
heteroxilanas (KABEL et al., 2007).
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FIGURA 21 — MODELO DE ESTRUTURA PROPOSTO PARA O POLIMERO EXTRAIDO DA
BIOMASSA DE P. lutheri NA CONDICAO ALCALINA — &-XILANA (1—4)-LIGADA

6.2.1.4 Andlise de metilacdo de PAQ-SE

Dentre as trés fracbes obtidas a partir da microalga P. lutheri apenas a
fracdo PAQ-SE foi submetida a analise de metilacéo, visto que foi a que apresentou
perfil mais homogéneo nas analises de HPSEC-MALLS, e ainda um espectro de
RMN com elevada relacdo sinal/ruido. O resultado da analise de metilacdo para a
fracdo PAQ-SE (TABELA 8) mostrou que este polissacarideo apresenta as unidades
de glucose principalmente (1—3)-ligada (25 %), pontos de ramificacdo em C-6
(derivado 2,4 Me; Glc, 25 %) e cadeias laterais curtas (1—6)-ligada ou constituidas
apenas por uma unidade terminal de glucose. A elevada percentagem de terminais
nao redutores de glucose (33,3 %) pode ser justificada pelo elevado grau de

ramificacdo e baixa massa molar do polissacarideo.
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TABELA 8 — ANALISE DE METILAGAO DA FRAGAO POLISSACARIDICA PAQ-SE

Derivado metilado PAQ-SE? Rt Ligacao
2,3,4,6-Me,-Glc 33,3 1 Glep-1(—
2,4,6-Mes-Glc 25,0 1,280 —3)-Glep-(1—
2,3,4-Mes-Glc 8,3 1,351 —6)-Glcp-(1—
2,4-Me,-Glc 25,0 2,008 —3,6)-Glep-(1—

% mol% dos monossacarideos quantificados na forma de acetatos de alditol parcialmente metilados,
analisados em CG-EM,; IDTempo de retencdo em relacdo ao tetra-metil Glcp.

Os resultados analiticos de composicdo monossacaridica, RMN e analise de
metilacdo indicam que P. lutheri produz B-glucana (1—3)(1—6)-ligadas (FIGURA
22), semelhantes as B-glucanas produzidas por alguns fungos. A compara¢cdo com
outros estudos de microalgas da mesma divisdo, Haptophyta, indica que P. lutheri
(classe Pavlovophyceae) produz um polissacarideo de reserva diferente dos
polissacarideos produzidos tanto por I. galbana quanto por E. huxleyi, que séo todas
espécies da mesma divisdo, porém da classe Primnesiophyceae. Isso demonstra
gue os polissacarideos de reserva de espécies pertencentes a mesma divisdo
podem ser diversos em seus padrdes de ligacdes glicosidicas, ndo havendo ainda
um padrao estabelecido para esta divisdo - Haptophyta. Sera necessario estudar
mais espécies da classe Pavlovophyceae para poder determinar se o padrdo do
polissacarideo isolao de P. lutheri € representativo desta classe de microalgas. Visto
essa diversidade a investigagdo de diferentes B-glucanas pode ser util em testes
biologicos que apresentem novas moléculas bioativas, e ainda a presenca de
polimeros distintos como a [-xilana (1—4)-ligada pode sugerir novos estudos

guimiotaxinomicos.



57

OH 75,8 ppm

“I O
51028 ppm
OH 0 OH H

00 0 0 0

733ppm 102 5ppm

84 5ppm

FIGURA 22 — MODELO DE ESTRUTURA PROPOSTO PARA O POLIMERO SOLUVEL NO
SOBRENADANTE ETANOLICO DA EXTRACAO AQUOOSA DA BIOMASSA DE P. lutheri - B-
GLUCANA (1—3)(1—6)-LIGADA

6.2.2 Porphyridium cruentum

6.2.2.1 Extracdo dos polissacarideos

Para a extracdo dos polissacarideos de P. cruentum, foi realizada uma
extracdo sequencial. Primeiramente foi realizada uma extracdo aquosa a
temperatura ambiente onde se obteve a fragdo PCAD que representou 19,1% da
biomassa inicial, aguosa a quente (fracdo PCAH que rendeu 34,6%), e alcalina com
temperatura (fracdo PCAL que rendeu 18,2%). Embora o rendimento da fracéo
PCAD néo tenha sido o maior das fracdes brutas ele representa uma boa parte da
biomassa seca, levando-se em consideracdo o aspecto do polissacarideo em
solucdo que se apresenta altamente viscoso, este se torna um material interessante

para estudos reoldgicos.

6.2.2.2 Caracterizacao quimica

De acordo com o resultado das dosagens analiticas (TABELA 9) observa-se
gue todas as fracdes apresentam um alto teor de carboidratos e baixo percentual de
proteina, quanto ao teor de grupos sulfato observou-se que a Unica fracdo que

apresenta polissacarideo sulfatado € PCAD (extraida com agua a temperatura
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ambiente) visto que os polissacarideos extraidos com agua quente (PCAH) e alcali
(PCAL) apresentaram baixo percentual dos mesmos. Acidos urbnicos foram
detectados apenas nas fracdes brutas PCAH e PCAD em baixa concentracao,
diferindo do que era esperado visto que os polissacarideos desta espécie sao
geralmente descritos como aniénicos devido a sua estrutura carregada

negativamente pelo seu alto percentual de sulfato e &cidos urénicos.

TABELA 9 - ANALISE QUIMICA DAS FRACOES DE P. cruentum

Frac&o Carboidratos(%)®  Proteina(%)" Sulfato(%)° Ac. Urdnico(%)°
PCAH 85,6 2,8 8,0 3,4
PCAL 499 2.4 2,5 Tre
PCAD 61,0 7,0 14,0 4

25 ¢ 9 = Determinado pelos métodos: DUBOIS et. al. (1956); LOWRY et. al. (1951); DOGSON e
PRICE (1962); FILIZETI-COZZI e CARPITA (1991), respectivamente. ®:Tr: Traco (menor que 1%).

Quanto a composicdo monossacaridica da fracdo PCAD os principais
acucares encontrados foram glucose, galactose, xilose, manose e uma hexose
naturalmente metilada a 3- ou 4-Me-Gal (TABELA 10). As fracbes PCAH e PCAL
apresentaram majoritariamente glucose em sua composi¢cdo, mais de 80%, esse
resultado e as analises de RMN (FIGURA 25 e 26) indicam que estas fracfes sao
compostas pelo amido das florideas, polissacarideo de reserva das Rhodophytas, e

muito similar a amilopectina dos vegetais superiores.

TABELA 10 — COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES DE P. cruentum

Monossacarideos | PCAH PCAL  PCAD
3 ou 4 Me-Gal - - 43
Xilose 9,8 1,1 30,9
Manose - 4,8 Trb
Galactose 9,3 3,4 38,7
Glucose 80,9 90,7 249

2 Monossacarideos quantificados em moles% na forma de acetato de alditéis, por GC-MS. ° Traco
(menor que 1 mol%). — ndo detectado
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6.2.2.3 Andlises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A anadlise de RMN das fracbes PCAH e PCAL (FIGURA 23) apresentou-se
muito similar entre si e semelhantes ao espectro de RMN da amilose, tipo de
polissacarideo de reserva vegetal. Os deslocamentos assinalados para a amilose
sdo descritos para os amidos isolados de vegetais (DAIS e PERLIN, 1982) e para
polissacarideos de algas vermelhas solaveis em agua (KNUTSEN e GRASDALEN,
1987; VIANA, 2005), assim como para polissacarideos de microalgas verdes,
soliveis em agua e em Aalcali (RIZzZl, 2010). A comparacdo entre 0S sinais
observados para a amilose isolada de diferentes fontes est4 apresentada na
TABELA 11.

No espectro (FIGURA 23) podem ser observados sinais de maior
intensidade referentes a unidades de a-glucana (1—4) ligadas e sinais de menor
intensidade que e correspondem aos terminais ndo redutores da molécula de
amilopectina (FIGURA 24). O sinal em 69,5 ppm, por exemplo, representa o C4 das
unidades terminais ndo redutoras. Esse dado pode ser confirmado pelo experimento
de DEPT 135 realizado na fracdo PCAL (FIGURA 23-b), onde o unico sinal invertido
referente ao CH, presente na posi¢céo 6 da glucose, esta em 60,6 ppm, regido de C6
livre. Enquanto os sinais de menor intensidade como 69,5 e 70,3 ppm, que poderiam
ser confundidos com C6 substituidos devido a sua localizacdo, permanecem na
mesma fase. Essas analises juntamente com os dados de composicao
monossacaridica confirmam que as extracdes, aquosa a quente e alcalina extrairam
0 composto de reserva da microalga — uma glucana a-(1—4) ligada, conhecida como

amido das florideas.

TABELA 11 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS DAS FRAGCOES PCAH E PCAL DE P. cruentum EM
COMPARACAO COM OUTROS ESTUDOS

Fracao C1 C2 C3 C4 C5 C6
PCAH 99,5 71,6 73,2 77,3 71,2 60,6
PCAL 99,7 71,6 73,4 77,3 71,3 60,6
Al 99,8 71,8 73,5 77,2 71,4 60,7
B? 100,0 71,9 73,8 77,3 71,6 60,9
B® 99,7 71,8 73,4 77,8 71,6 60,9
c* 99,9 71,9 73,1 78,7 71,5 60,5

1. RIZZI (2010); %: VIANA (2005) *: KNUTSEN e GRASDALEN (1987); *: DAIS e PERLIN (1982)
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FIGURA 23 - ESPECTRO DE RMN DE *C DA FRAGCAO PCAH (a) E DA FRACAO PCAL
JUNTAMENTE COM INSERTO DE DEPT 135 (70-55 ppm) (b)
NOTA: SOLVENTE D,0. TEMPERATURA 70°C.
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FIGURA 24 — AMILOPECTINA. FONTE: DAIS e PERLIN (1982)

6.2.3 Fracionamento da fracdo PCAD

A fracdo PCAD foi tratada com KCI para uma purificacdo prévia rendendo a
fracdo PCAD-FS (soluvel em KCI — 70,5 %) e PCAD-FI (insoluvel em KCI — 10 %),
sendo que esta Ultima ndo foi analisada devido ao seu baixo rendimento e
guantidade de material. A fracdo PCAD-FS foi fracionada em coluna de troca ibnica
DEAE-Sephacel (FIGURA 25), rendendo as fracbes FS-w (eluida com agua —
25,3%), FS-1 (eluida com NaOH 0,5M — 25,8%), FS-2 (eluida com NaOH 1M — 22%)
e FS-3 (eluida com NaOH 1,5M - 0,3 %), sendo que esta ultima ndo foi analisada

devido ao baixo rendimento e quantidade de material.

PCAD

Tratamento com KCI 2 M,
0,25 g%, centrifugacéo

PCAD-Fs PCAD-FI
70.5% 10%
Purificagdo em colunadetroca
ionica DEAE-Sephacel
v
agua 0.5 M NaCl 1M NacCl 1.5 M NaCl
FS-w Fs-1 Fs-2 FS-3
25.3% 25.8% 22% 0.3%

FIGURA 25 — FLUXOGRAMA DE FRACIONAMENTO DE P. cruentum
FONTE: O autor
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6.2.3.1 Andlise quimica das fracdes obtidas a partir de PCAD

As fragOes obtidas pelo fracionamento em coluna de troca ibnica
apresentam, assim como as fragdes brutas alto teor de carboidratos totais e baixo
teor de proteinas. A dosagem de acidos urdnicos revelou que o tratamento com KCI
2 M possivelmente promoveu a precipitacdo das poucas moléculas que pudessem
conter &cidos urbnicos em sua composi¢cdo visto que o percentual de 4 %
observado na fracdo bruta (PCAD) passou a ser menor que 1 % (Tr®) na fracéo
solavel em KCI 2 M, PCAD-FS, por este motivo nao foi realizada esta dosagem nas
demais fracbes (TABELA 12). Além disso, pode-se observar um aumento gradativo
no teor de sulfato de acordo com o aumento da molaridade do eluente, isso ocorre
porque quanto maior a forca idnica da fase movel maior a capacidade de separacéo
da mistura de polissacarideos carregados, sendo que os polimeros mais carregados
serdo eluidos com o eluente de maior forca idnica (COLLINS et al., 2006). Desta
forma o polissacarideo é fracionado pela carga mesmo que apresente massas muito
proximas. Esses dados estdo de acordo com a vasta literatura sobre o
exopolissacarideo de P. cruentum, principalmente no teor de sulfato, indicando que
o0 polimero isolado da biomassa pode apresentar semelhancas com o polimero
soluvel, excretado por essa espécie de microalga, descrito por GERESH et al.
(2009), LUPESCU et al. (1991), PERCIVAL e FOYLE (1979).

TABELA 12 - ANALISE QUIMICA DAS FRAGCOES OBTIDAS A PARTIR DO FRACIONAMENTO DE
PCAD

Fracdo Carboidratos(%)®  Proteina(%)® Sulfato(%)° Ac. Urénico(%)¢
PCAD 61,0 7,0 14,0 4
PCAD-FS 73,3 5,8 13,7 r®
FS-w 67,4 31 14,7 nd
FS-1 50,1 3,4 18,5 nd
FS-2 33,3 2,3 20,8 nd

2% %9 = Determinado pelos métodos: DUBOIS et. al. (1956); LOWRY et. al. (1951); DOGSON e
PRICE (1962); FILIZETI-COZZI e CARPITA (1991), respectivamente. *:Tr: Trago (menor que 1%);
nd: ndo determinado.

As fracOes brutas PCAD e PCAD-FS apresentam composicao muito

semelhante (TABELA 13) sendo compostas principalmente de Gal:Xyl:Glc na
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propor¢cdo de 1:0,8:0,6 e Gal:Xyl:Glc 1:1:0,6, respectivamente. Entre as fracoes
obtidas pelo fracionamento os principais agucares continuaram sendo 0s mesmos
encontrados nas fracdes brutas, entretanto as proporgoes variaram. Na fracdo FS-w
foram encontrados principalmente galactose, xilose e glucose (1:0,8:0,9) enquanto
gue nas fracbes FS-1 e FS-2 a proporcao entre galactose, xilose e glucose manteve-
se semelhante & da fracdo original Gal:Xyl:Glc (0,9:0,6:1) e Gal:Xyl:Glc (1:1:0,8).
Observa-se que embora, 0 aglcar majoritario alterne-se entre xilose, galactose e
glucose nas fracbes eluidas pela coluna de troca ibnica a proporcdo entre eles
mantém-se préximo a 1:1:1. A composicdo de monossacarideos observada nas
amostras obtidas a partir da extracdo aquosa a frio apresenta mais um indicativo de
que o polimero extraido neste trabalho tem semelhancas estruturais com o

exopolissacarideo de P. cruentum ja caracterizado.

TABELA 13 — COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES OBTIDAS A PARTIR DO
FRACIONAMENTO DE PCAD

Monossacarideos | PCAD  PCAD-FS FSw  FS-1  FS-2
3 ou 4 Me-Gal 4,3 3,2 2,7 3,9 5
Xilose 30,9 37,7 28,6 24,8 33,4
Manose Trb Trb 1,2 15 Trb
Galactose 38,7 36,7 34,8 32,2 33,5
Glucose 249 22 32,8 375 27

% Monossacarideos quantificados em moles% na forma de acetato de alditdis, por GC-MS. b Tracgo
(menor que 1%)

6.2.3.2 Andlise por HPSEC-MALLS-RID das fracfes obtidas a partir de PCAD

A fracdo PCAD-FS e suas derivadas foram analisadas também quanto ao
seu perfil de eluicio em HPSEC-MALLS para avaliacdo do grau de homogeneidade.
A fracdo PCAD-FS apresentou um Unico pico detectado pelo espalhamento de luz
(em vermelho), entretanto este pico apresentou-se bastante polidisperso o que
indica a heterogeneidade da amostra que pode apresentar moléculas de massa
molecular muito proxima detectadas também pelo indice de refracdo (em azul)
(FIGURA 26).
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FIGURA 26 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC-MALLS DA FRACAO PCAD-FS

O perfil de eluicdo obtido nas amostras eluidas na coluna de troca idnica
apresenta picos coincidentes detectados pelo espalhamento de luz e pelo detector
de indice de refracdo na mesma regido dos picos observados na amostra mae
PCAD-FS. Entretanto na fracdo FS-w observa-se um pico ainda um pouco
polidisperso, enquanto que nas amostras FS-1 e FS-2, com perfil de eluicdo muito

semelhantes entre si observam-se dois picos distintos (FIGURA 27).
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Com esses dados é possivel concluir que a purificacdo em coluna de troca

ibnica ainda nado foi totalmente suficiente para obtencdo de polissacarideos

homogéneos quanto a massa molecular, sendo necessario o refracionamento destas

fracbes FS-w, FS-1 e FS-2 em coluna de troca ibnica ou ainda em coluna de

exclusdo molecular para separacdo dos polissacarideos e obtencdo de amostras

homogéneas.
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6.2.3.3 Andlises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As fracbes PCAD-FS, FS-w, FS-1 e FS-2 também foram analisadas por
espectroscopia de RMN (FIGURAS 28 e 29), entretanto seus espectros sdo bem
mais complexos devido a complexidade da propria molécula, alta viscosidade e
presenca de grupos sulfato, os espectros apresentam picos mais alargados e
sobrepostos, o que dificulta a andlise e o assinalamento dos deslocamentos
guimicos. Além disso, a presenca de diferentes monossacarideos e diversos tipos
de ligacdes glicosidicas entre eles gera inUmeros sinais diferentes.

Ainda assim, € possivel fazer algumas observacdes em relacdo aos
espectros: na fracdo PCAD-FS observa-se na regido anomérica 2 ou mais sinais
referentes a carbonos anomeéricos em diferentes ambientes quimicos, no campo
mais alto (103,1 e 102,4 ppm), tipicos de anomericidade [. Observa-se em 61,1
ppm um sinal bastante intenso do C6 livre de hexoses como a galactose e glucose.
Em 59.7 ppm o sinal referente a hexoses metiladas como 3 ou 4 Me—-Gal, de acordo
com GLOAGUEN, et. al. (2004). Em 67,9 ppm um sinal tipico de galactose sulfatada
em C6, exibido no espectro de RMN de galactanas sulfatadas extraidas de outras
rodoficeas. Um sinal em 82,1 ppm na regido de ligacdo em C3, o que ndo exclui a
possibilidade de ligagdes em C4. Na regido do anel entre 65 e 80 ppm, referentes a
carbonos do anel monossacaridico, observa-se uma grande quantidade de sinais

sobrepostos, 0s quais estdo mostrados na figura mas nao foram atribuidos a

nenhuma unidade especifica devido a heterogeneidade de monossacarideos.

N7

T T T T T T T T T T T 1
105 100 a5 [0 a5 80 75 70 65 60 55 pPpm

FIGURA 28 — ESPECTRO DE RMN DE C DA FRACAO PCAD-FS. SOLVENTE D,O.
TEMPERATURA 70°C
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As fracdes FS-w, FS-1 e FS-2 apresentaram espectro com um padrao de
sinais muito semelhante ao da fragdo PCAD-FS. Com apenas um sinal alongado e
complexo na regido anomérica com deslocamento quimico caracteristico de
anomericidade B. Sinais de substituicdo glicosidica em C-3, C-6 livre e carbono de

acucar metilado, além dos complexos sinais na regido do anel (FIGURA 28).

Fs—w

Fs—1

Fs-2

T
1056 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 ppm

FIGURA 29 — ESPECTRO DE RMN DE "*C DAS FRACOES FS-w, FS-1 E FS-2. SOLVENTE D,0.
TEMPERATURA 70°C

Embora com apenas estas analises ndo seja possivel determinar a estrutura
guimica desta molécula, ja é possivel esbocar algumas caracteristicas gerais deste
polimero. Devido a complexidade deste material faz-se necessario a utilizacdo de
outras metodologias que inicialmente reduzam a sua complexidade, como
dessulfatacdo, despolimerizacdo por hidrélise enzimatica ou acida parcial,
degradacéao parcial de Smith, entre outras. Todas essas metodologias seriam Uteis
para obtencdo de fragmentos menores da molécula que possam ser analisados em

partes, para posterior constru¢do da estrutura quimica do polimero completo.



68

7 CONCLUSOES

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos obtidos a partir de
microalgas marinhas indicou que nenhuma das espécies estudadas apresentou
potencial antioxidante visto que no método do B-caroteno-acido linoléico, os valores
observados para todas as espécies foram muito inferiores aos padrdes comerciais ja
consolidados como antioxidantes. O mesmo ocorreu no método do DPPH, onde os
padroes apresentaram cerca de 80% atividade antioxidante, enquanto que 0s
extratos em geral apresentaram no maximo 25% de atividade antioxidante. Embora,
pelo método do poder redutor os extratos tenham apresentado resultados superiores
aos padroes, estes possivelmente foram superestimados devido interferentes
analiticos, como pigmentos presente nas amostras.

Da microalga marinha Pavlova lutheri, (Haptophyta) foram isoladas [-
glucanas (1—3)(1—6)-ligadas com diferentes graus de ramificagdo. Este foi, até
onde se sabe, o primeiro relato da caracterizacdo da estrutura quimica de uma
espécie da classe Pavlovophyceae, e esta apresentou uma estrutura diferente das ja
descritas para outras espécies da divisdo Haptophyta. Também foi extraida uma -
xilana-(1—4) ligada possivelmente constituinte da parede celular, uma estrutura ndo
comum a microalgas, néo tendo sido encontrados outros relatos para este tipo de
microorganismo até entao.

Da microalga vermelha Porphyridium cruentum (Rhodophyta) produz como
polissacarideo de reserva uma a-glucana (1—4)-ligada com pontos de ramificacao
em C-6, semelhante aquela produzida pelas macroalgas vermelhas e denominada
amido das florideas. Além desta glucana foi isolado um heteropolissacarideo
sulfatado constituinte da parede celular composto de galactose (38,7 mol %), xilose
(30,9 mol %) e glucose (24,9 mol %), além de sulfato (14%). Este polissacarideo
apresenta caracteristicas semelhantes ao exopolissacarideos (EPS) comumente
produzido por esta espécie e ja bem caracterizado quimicamente. A principal

semelhanca observada € a elevada viscosidade caracteristica do EPS.
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