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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo quimica de compostos
bioativos extraidos da microalga verde Scenedesmus subspicatus Chodat, assim
como a determinacdo da atividade bioestimulante vegetal dessas moléculas. A
microalga foi cultivada em meio Guillard /2 modificado durante 10 dias, e uma
aliquota de cultivo foi coletada em dias alternados para determinacdo do perfil de
producgéo de carboidratos ao longo do crescimento celular. Observou-se que o maior
acumulo se deu na fase estacionaria de crescimento, sendo esta a fase ideal para
que o cultivo seja interrompido. A biomassa seca foi obtida apds separacdo do meio
de cultivo por centrifugacao e liofilizacdo. O material foi submetido a trés extracdes
sequenciais, sendo a primeira aguosa em temperatura ambiente (10%, 1 h), a
segunda aquosa em temperatura de 80°C (10%, 2 h), e a terceira alcalina (NaOH
0,5 M, 2 h) em temperatura de 80°C. O extrato aquoso obtido em temperatura
ambiente foi dialisado em membrana de 1 kDa, e gerou as fracbes E (eluida) e R
(retida). O extrato aquoso obtido a 80°C foi submetido a precipitagcdo com etanol,
centrifugacéo e liofilizacdo, gerando as fracdes soluvel (SEwh) e insolavel (Pwh) em
etanol. O extrato alcalino foi neutralizado e dialisado, e também foi submetido a
precipitacdo com etanol, gerando as fracdes soluvel (SEak) e insolavel (Pak). Com
estas 6 fracdes, foram realizadas dosagens colorimétricas de carboidratos e
proteinas, além de andlise da composicdo monossacaridica. A atividade
bioestimulante vegetal em sementes de tomate (Solanum lycopersicum) foi avaliada
para as fracbes E bruta e Pak, em concentracdes de 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 g/L para
cada uma das amostras, tendo como controle a agua e como padrdo de comparagao
o produto comercial ACADIAN ™ Seaweed Extract (Ascophyllum nodosum). A
fracdo Pak mostrou-se estatisticamente igual ao controle, portanto, esta né&o
apresenta atividade bioestimulante. A fragéo E foi capaz de estimular o aumento do
comprimento e do volume dos hipocatilos de forma estatisticamente igual ao produto
comercial, mostrando-se como possivel substituto. As andlises quimicas e
espectroscopicas, assim como 0s processos de purificacdo, foram aprofundados
com as fragOes E e Pak. A fragéo E foi submetida a fracionamento por cromatografia
de exclusdo (Bio-Gel P-2), gerando 6 subfracbes nomeadas E1 a E6. Destas, E2,
E3, E4, E5 e E6 foram caracterizadas por RMN de *H, *°C, *C-DEPT, COSY,
TOCSY, HSQC e HMBC, e correspondem aos glicosideos 6-sulfo-a-b-
quinovopiranose-(1->1)-glicerol (E2 e E3), a-bD-galactopiranose-(1->6)-B-b-
galactopiranose-(1->1)-glicerol (E4), B-p-galactopiranose-(1->1)-glicerol (E5), e aos
monossacarideos b-manose e p-glucose (E6). As estruturas de E2, E4 e E5 foram
confirmadas por ESI-MS, e o isolamento dos glicosideos E4 e E5 na sua forma
deacilada ainda néo havia sido descrito para microalgas. As andlises da fracao Pak
indicaram a presenca de uma a-glucana-(1->4) ligada (amilose), comum as
microalgas verdes e vermelhas. Acredita-se que o efeito promotor do crescimento
vegetal apresentado pela fracdo E seja influenciado, em parte, pelos glicosideos e
monossacarideos isolados deste extrato.

Palavras-chave: Microalgas. Glicosideos. Polissacarideos. Bioestimulante vegetal.



ABSTRACT

The present study was performed on chemical characterization of bioactive
compounds extracted from green microalgae Scenedesmus subspicatus Chodat, as
well as its biostimulant activity in plants. Microalgae was cultured in Guillard /2
modified media for 10 days, and an aliquot of culture was collected on alternate days
to determine the carbohydrate production profile during cell growth. It was observed
that the greatest concentration occurred in stationary phase, and this was the best
phase for culture discontinuance. Dried biomass was obtained after separation of
culture media by centrifugation and freeze-drying. Material was then submitted to
three sequential extractions, the first was aqueous at room temperature (10%, 1 h),
the second was aqueous at temperature of 80°C (10%, 2 h), and third was alkaline
(NaOH 0,5 M, 2 h) at temperature of 80°C. Aqueous extract (room temperature) was
dialyzed in a membrane of 1 kDa cut off, and yielded fraction E (eluted) and R
(retained). Aqueous extract (80°C) was submitted to ethanol precipitation,
centrifugation and freeze-drying, yielding soluble fraction (SEwh) and insoluble (Pwh)
in ethanol. Alkaline extract was neutralized and dialyzed, and also submitted to
ethanol precipitation, centrifugation and freeze-drying, yielding soluble fraction
(SEak) and insoluble (Pak) in ethanol. With these 6 fractions, colorimetric
measurements of carbohydrates and proteins, as well as monosaccharide
composition analysis were performed. Plant biostimulant activity in tomato seeds
(Solanum lycopersicum) were performed for crude fraction E and Pak, at
concentrations of 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 g/L for each sample, having water as control and
ACADIAN ™ Seaweed Extract (Ascophyllum nodosum) as commercial product for
comparisons. Pak fraction showed statistically equal to control, therefore, it does not
present biostimulant activity. Fraction E was capable to stimulate higher length and
volume of hypocotyls, statistically equal to commercial product, showing up as a
possible substitute. Chemical and spectroscopy analysis, as well as purification
processes were deepened with E and Pak fractions. Fraction E was submitted to
exclusion chromatography fractionation (Bio-Gel P-2), yielding 6 subfractions named
El to E6. Of these, E2, E3, E4 and E5 were characterized by *H, *3C, *C-DEPT,
COSY, TOCSY, HSQC and HMBC NMR, and correspond to glycosides 6-sulfo-a-p-
quinovopyranose-(1->1)-glycerol (E2 and E3), a-p-galactopyranose-(1->6)-B-b-
galactopyranose-(1->1)-glycerol (E4), B-p-galactopyranose-(1->1)-glycerol (E5), and
the monosaccharides b-mannose and p-glucose (E6). E2, E4 and E5 structures were
confirmed by ESI-MS, and isolation of E4 and E5 glycosides in deacylated form had
not yet been described for microalgae. Analysis of Pak fraction indicated the
presence of an a-glucan-(1->4) linked (amylose), common to green and red
microalgae. It is believed that the plant growth stimulus presented by fraction E is
influenced, in part, by glycosides and monosaccharides isolated from this extract.

Key-words: Microalgae. Glycosides. Polysaccharides. Plant biostimulant.
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ppm - Partes por milhao

PUFA’s - Poly unsaturated fatty acids

uv - Ultra violeta

Vo - Volume morto

Vit - Volume total

a - Configuracdo anomérica alfa

B - Configuracdo anomérica beta

0, - Angulo de transferéncia de polarizagéo

Reagentes e compostos:

BSA - Soroalbumina Bovina

CD3;0OD - Metanol deuterado

CDCl; - Cloroférmio deuterado

D,O - Agua deuterada

de-DMSO - Hexadeutério Dimetil Sulféxido
DEAE - Dietilaminoetil

EDTA - Acido etilenodiamino tetra acético
Fuc - Fucose

Gal - Galactose

Glc - Glucose

Man - Manose

NaOH () - Hidroxido de sddio deuterado
NaOH - Hidroxido de sédio

gsp - quantidade suficiente para
Rha - Ramnose

Rib - Ribose

TFA - Acido trifluoracético

TRIS - Tris-hidroximetilaminometano

Xyl - Xilose



Fracdes:

E - Frag&o obtida por extracdo aquosa em temperatura ambiente
eluida em membrana de 1 kDa

El - Primeira subfracdo de E, eluida por cromatografia de exclusédo

E2 - Segunda subfracdo de E, eluida por cromatografia de exclusao

E3 - Terceira subfracao de E, eluida por cromatografia de exclusao

E4 - Quarta subfracao de E, eluida por cromatografia de exclusao

E5 - Quinta subfracdo de E, eluida por cromatografia de exclusédo

E6 - Sexta subfracdo de E, eluida por cromatografia de excluséao

Pak - Polissacarideo obtido por extragéo alcalina a 80°C com NaOH
05M

Pwh - Polissacarideo obtido por extragdo aquosa a 80°C

Pwh-E30 - Polissacarideo obtido por extracdo aquosa a 80°C eluido em
membrana de 30 kDa

Pwh-R30 - Polissacarideo obtido por extracdo aquosa a 80°C retido em
membrana de 30 kDa

R - Fracao obtida por extracdo aquosa em temperatura ambiente,
retida em membrana de 1 kDa

SEak - Fracao obtida por extracao alcalina soltvel no sobrenadante
etandlico

SEwh - Fracao obtida por extracdo aquosa a 80°C soluvel no
sobrenadante etandlico

EO,1 - Fracao eluida com 0,1 M de carbonato de aménio

Métodos:

CCD - Cromatografia em Camada Delgada

CG-EM - Cromatografia Gasosa - Espectrometria de Massa

CID - Collision Induced Dissociation

COsy - Correlation Spectroscopy

DEPT - Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

ESI-MS - Electrospray lonization — Mass Spectrometry

HMBC - Heteronuclear Multiple Bond Coherence

HPSEC-MALLS-RID - Cromatografia de Excluséo Estérica de Alta

Performance acoplada a Espalhamento de Luz Laser
Multidngulos e Detector de Indice de Refragao

HSQC - Heteronuclear Single Quantum Coherence

MALDI-MS - lonizacéo por Dessorcao a Laser Assistida Por Matriz
acoplada a Espectrometria de Massa

RMN de *C - Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13

RMN de *H - Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1

TOCSY - Total Correlation Spectroscopy
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1 INTRODUCAO

As microalgas sdo organismos unicelulares e fotossintéticos, que habitam
ambientes marinhos ou dulciaquicolas. O termo microalga ndo possui valor
taxondmico, e a classificacdo é dada de acordo com o tipo de pigmento, a natureza
quimica dos produtos de reserva ou constituintes da parede celular, ou outros
aspectos morfolégicos (DERNER et al., 2006). A divisdo Chlorophyta compreende
todas as algas verdes, cuja maioria € composta por microalgas, e € considerada a
divisdo que possui 0 maior numero de géneros e espécies de algas ja identificadas
(CANTER-LUND e LUND, 1995; LOURENCO, 2006).

Estes micro-organismos séo capazes de se adaptar rapidamente a diversas
condicbes ambientais, e consequentemente, produzem uma variedade de
compostos biologicamente ativos que tém sido explorados quanto ao seu potencial
biotecnoldgico. Esta variabilidade de composicao, aliada ao cultivo em larga escala e
ao melhoramento genético, gera grande interesse para aplicacfes nas industrias de
alimentos, cosméticos, farmacéutica e biocombustiveis. Fibras, minerais,
substancias antioxidantes, acidos graxos e polissacarideos séo alguns exemplos de
compostos produzidos por microalgas (OLAIZOLA, 2003; PULZ e GROSS, 2004;
DERNER et al., 2006; SPOLAORE et al., 2006; CARDOZO et al., 2007; OHSE et al.,
2008; PLAZA, CIFUENTES e IBANEZ, 2008; STENGEL, CONNAN e POPPER,
2011).

Ja sdo descritas na literatura atividades hipocolesterolémica, antibidtica,
antioxidante, imunoestimulatoria, antitumoral, antiviral e promotora do crescimento
vegetal, as quais sdo provenientes do tratamento ou aplicacdo da propria biomassa
seca de algas, ou de seus extratos ou compostos isolados (GUSTAFSON et al.,
1989; DVIR et al., 2000; TANAKA et al., 2001; HUHEIEL et al., 2002; STIRK et al.,
2002; BANSAL e JASWAL, 2009; SUN et al.,, 2009; SHAABAN, EI-SAADY e EI-
SAYED, 2010; HOA et al., 2011).

O aumento expressivo da produtividade e rentabilidade agricola dos ultimos
anos tem sido realizado de maneira insustentavel, prejudicando a saude dos
produtores rurais, dos consumidores dos produtos e afetando negativamente o meio
ambiente préximo. Sabendo disto, torna-se de grande relevancia a busca por

produtos naturais que sejam capazes de manter a qualidade do ambiente, aumentar



a qualidade e a quantidade da producdo e preservar a saude dos produtores e
consumidores.

As algas constituem um grande arsenal de moléculas bioativas, que atuam
sinergicamente, estimulando diretamente o crescimento de plantas devido a grande
concentracdo de hormdénios do crescimento, ou indiretamente através da producéo
de outras moléculas que atuem como elicitores de vias de sinalizacdo celular, as
quais resultam em maior resisténcia da planta aos estresses bidticos e abioticos
(MERCIER et al.,, 2001; KLARZINSKY et al.,, 2000, 2003; TARAKHOVSKAYA,
MASLOV e SHISHOVA, 2007; CHANDIA e MATSUHIRO, 2008; KHAN et al., 2009;
CRAIGIE, 2011; SHARMA et al., 2013).

Desta forma, a utilizacdo de extratos de algas em cultivos de plantas visa
aumentar a produtividade de forma sustentavel, rentavel, e segura tanto a
preservacdo do ambiente como a saude dos produtores e consumidores.
Paralelamente, a caracterizacdo das moléculas responsaveis por essas atividades
bioldgicas torna-se de grande importancia, ja que poucos sao os estudos sobre a

caracterizacdo quimica e estrutural destas.

1.10BJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a atividade bioestimulante
vegetal do extrato aquoso isolado da microalga verde Scenedesmus subspicatus
Chodat (Chlorophyta), e caracterizar estruturalmente os compostos presentes nesse

extrato.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

» Extrair compostos de baixa e alta massa molecular a partir de tratamentos

aguoso e alcalino na biomassa de microalga;



» Avaliar a capacidade dos extratos em promover o crescimento vegetal.
» Purificar e fracionar os extratos, por métodos cromatograficos;

» Determinar a estrutura quimica fina das fracdes obtidas, por métodos
guimicos, espectroscopicos e espectrometricos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICROALGAS

As microalgas sdo organismos microscopicos, unicelulares, fotossintéticos,
de vida predominantemente aquatica, podendo habitar ambientes marinhos ou
dulciaquicolas (OLAIZOLA, 2003; DERNER et al., 2006; OHSE et al., 2008; PLAZA,
CIFUENTES e IBANEZ, 2008; MATA, MARTINS e CAETANO, 2010). A capacidade
fotossintética das microalgas as torna responsaveis por cerca de 60% da producéo
primaria (matéria organica) nos ambientes onde vivem, e por isso podem ser
consideradas a base da cadeia alimentar desses ecossistemas (LEE, 2008).

O termo microalga ndo possui valor taxondmico, e estes micro-organismos
tem sido classificados de acordo com o tipo de pigmento, a natureza quimica dos
produtos de reserva, 0s constituintes da parede celular, ou aspectos citolégicos ou
morfoldgicos tais como presenca e estrutura dos flagelos, processo de formacao do
nacleo celular e constituicdo do envoltorio dos cloroplastos (DERNER et al., 2006).

O crescimento das microalgas depende de vérios fatores, que podem ser
biéticos ou abidticos. Os primeiros estdo relacionados a propria taxa metabdlica da
espécie, com a influéncia de outros organismos no seu desenvolvimento
(competicdo com outras algas), ou com a influéncia de patdégenos (bactérias, fungos
e virus). Os segundos estao relacionados a fatores ambientais, tais como qualidade
e intensidade da luz, temperatura, salinidade, disponibilidade de nutrientes,
concentracdo de oxigénio e gas carbodnico, pH do meio, entre outros (DERNER et
al., 2006; OHSE et al., 2008, MATA, MARTINS e CAETANO, 2010). O cultivo para
fins comerciais pode ser realizado em sistema aberto (tanque), sob condi¢des
naturais de iluminacdo e temperatura; ou em sistema fechado (fotobiorreatores),
com todas as condi¢des de cultivo passiveis de serem controladas, visando maior
produtividade ou direcionamento para producéo de produtos de interesse (DERNER
et al., 2006).

Segundo OHSE et al. (2008), o cultivo de microalgas apresenta a vantagem
de ser considerado um sistema eficiente para armazenar energia solar na forma de

compostos organicos obtidos pela fotossintese. Esse armazenamento é muitas



vezes maior do que o obtido pelas plantas terrestres, e o rendimento em biomassa €
também maior. Além disto, as microalgas apresentam rapido crescimento e sdo
capazes de sobreviver em condicbes adversas, devido a sua estrutura unicelular
(PLAZA, CIFUENTES e IBANEZ, 2008; MATA, MARTINS e CAETANO, 2010). O
fato de serem unicelulares assegura uma biomassa com a mesma cOmposi¢cao
bioguimica, 0 que ndo ocorre em plantas, as quais apresentam compostos
localizados em partes especificas como fruto, folhas, raizes, sementes (DERNER et
al., 2006).

Segundo DERNER et al. (2006), as microalgas podem apresentar dois tipos
de estrutura celular: procaribtica, representada pelas divisbes Cyanophyta e
Prochlorophyta; e eucaridtica, representada pelas divisbes Chlorophyta,
Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta, Heterokontophyta, Cryptophyta e
Dinophyta. Tal diversidade se reflete na composic¢ao bioquimica das microalgas, que
contém variedade ilimitada de produtos, os quais tém sido explorados em inUmeras
pesquisas, e as torna potentes fontes de produtos quimicos com aplicacbes nas
industrias de alimentos, cosmética, farmacéutica e de biocombustiveis (OLAIZOLA,
2003; OHSE et al., 2008).

2.2 DIVISAO CHLOROPHYTA

A divisdo Chlorophyta compreende as algas verdes, e envolve formas
unicelulares (maioria das espécies) e formas multicelulares, sendo considerada a
divisdo com maior niumero de géneros e espécies de algas ja descritas (CANTER-
LUND e LUND, 1995; LOURENCO, 2006). Estas algas podem habitar ambientes
marinhos, salobros ou de 4gua doce, sendo este Ultimo o mais comum (cerca de
90% das espécies). Entre as microalgas desta divisdo, a morfologia é bastante
variada, compreendendo formas cocéides, monadais e pequenas coldnias de
células. Apresentam majoritariamente clorofilas a e b, e o principal produto de
reserva € o amido. Além das clorofilas, os plastos também apresentam, em menor
concentragao, 3-caroteno, luteina, violaxantina, zeaxantina, astaxantina, entre outros
pigmentos (LOURENCO, 2006).



As paredes celulares das clorofitas s@o constituidas de uma estrutura
fibrilar de celulose inserida em uma matriz n&o fibrilar de hemicelulose, exceto nas
espécies flageladas. Algumas espécies de macroalgas pertencentes a divisdo
Chlorophyta apresentam diferentes polimeros constituintes da parede celular, tais
como xilanas (Bryopsis sp. e Caulerpa sp.) ou mananas (Acetabularia sp.)
(LOURENCO, 2006)

Varias clorofitas, tais como Chlorella sp., Scenedesmus sp. e Tetraselmis
sp. sdo produzidas em larga escala para alimentacdo de organismos aquaticos, uma
vez que apresentam rapido crescimento e alta tolerancia a diferentes condi¢fes de
cultivo. Outras, tais como Dunaliella sp. e Haematococcus sp., tem sido cultivadas a
fim de extrair carotenoides, que sao utilizados como corantes naturais (LOURENCO,
2006).

As 5 principais classes de algas pertencentes a divisdo Chlorophyta séo
Prasinophyceae, Ulvophyceae, Trebouxiophyceae, Chlorophyceae e Charophyceae
(LOURENCO, 2006).

2.3 GENERO Scenedesmus sp.

A espécie estudada neste trabalho (FIGURA 1), Scenedesmus subspicatus,

pertence a classe Chlorophyceae, ordem Sphaeropleales e familia
Scenedesmaceae (ALGAE BASE, 2013).

© UT-Ausn

45y
. #*
e
s
T
S0
VL
e
7o
a* e , AT
S P
G / e W s e
s AN
-
’,:—"' UTEX #2532
(;'.:. Scenedesmus subspicatus

FIGURA 1 - FOTO DE Scenedesmus subspicatus
FONTE: UTEX (2013)



Segundo CANTER-LUND e LUND (1995), o género Scenedesmus
compreende o maior nimero de espécies e € 0 mais comum entre as microalgas de
agua doce. Entretanto, BICUDO e MENEZES (2005) afirmam que todas as espécies
de Scenedesmus que possuem espinhos nas células das extremidades das colénias
deixaram de ter esta classificacdo e passaram a pertencer a um novo género,
chamado Desmodesmus. Salvo estas contradicbes quanto a classificacdo, 0s
géneros Scenedesmus e Desmodesmus compreendem juntos, o maior nimero de
espécies entre as microalgas de agua doce, devendo exceder a 100 (BICUDO e
MENEZES, 2005). Abaixo (FIGURA 2) sdo mostradas fotos de algumas espécies do

género Scenedesmus.

SRS CEASE

(A) (B)

~ofalgaesase

AP :
Pee.

25 ym

© (D)

~

V;:

(B) (F)

FIGURA 2 - FOTO DE Scenedesmus arcuatus (A), Scenedesmus dimorphus (B), Scenedesmus
serratus (C), Scenedesmus apiculatus (D), Scenedesmus acuminatus (E), Scenedesmus ellipticus (F)
FONTE: ALGAEBASE (2013).




As microalgas do género Scenedesmus sado bastante utilizadas para fins
de aquicultura, e também como suplementos alimentares em ragfes de animais
terrestres (porcos e aves) devido ao seu alto teor de proteinas, que é comparavel ao
valor proteico do farelo de soja e da farinha de peixe, por exemplo (PULZ e GROSS,
2004; DERNER et al.,, 2006; GOUVEIA et al.,, 2008). Além disso, um estudo
realizado com a microalga Scenedesmus almeriensis compara o alto teor dos
carotenoides luteina e zeaxantina aos teores presentes em alimentos funcionais,
sugerindo que a biomassa pode ser utilizada com fins nutracéuticos na inddstria de
alimentos (GRANADO-LORENCIO et al., 2009).

Outros estudos mostram que 0s compostos de baixa e alta massa
molecular liberados pelas células microalgais no meio de cultivo sdo capazes de
ligar-se a metais, e sugere-se que essa capacidade deva-se principalmente a
presenca de acidos urdnicos na composi¢cdo de exopolissacarideos (LOMBARDI,
HIDALGO e VIEIRA, 2005). Portanto, a biomassa microalgal pode ser utilizada para
a detoxificacdo e tratamento de aguas residuais, ja que removem 0 excesso de
nutrientes e outros contaminantes responsaveis pela eutrofizacdo e poluicdo dos
cursos de agua. Sugere-se que essa capacidade de ligar-se a metais pesados é
devido a presenca de moléculas negativamente carregadas presentes na superficie
das células (VOLTOLINA et al., 1998).

Modificagcdes nas condicBes de cultivo das microalgas podem direcionar
um aumento da producéo de lipideos, conferindo a biomassa de Scenedesmus sp. a
possibilidade de ser utilizada para producdo de bioetanol e biodiesel (HO, CHEN,
CHANG, 2011).

Recentemente, estudos realizados com a biomassa e o0s extratos de
Scenedesmus sp. revelaram que estes apresentam efeito promotor do crescimento
vegetal (MOGOR et al., 2011). Existem evidéncias de que as microalgas apresentam
fito hormonios, amplamente descritos em plantas superiores, tais como as
citocininas, auxinas, giberelinas e brassinosterodides, entretanto suas funcdes e
modo de agdo nas microalgas ainda ndo é bem descrito (MAZUR, KONOP e
SYNAK, 2001; STIRK et al., 2002, 2013; ORDOG et al., 2004).



2.4 COMPOSICAO BIOQUIMICA DE MICROALGAS, APLICACOES E
ATIVIDADES BIOLOGICAS

As microalgas habitam ambientes complexos, com condi¢bes variadas e
extremas de salinidade, temperatura e concentracdo de nutrientes, portanto, sao
capazes de adaptar-se rapidamente as condi¢cdes ambientais, produzindo uma
grande variedade de compostos biologicamente ativos (PLAZA, CIFUENTES e
IBANEZ, 2008). De acordo com CARDOZO et al. (2007), as microalgas contém
fibras, minerais e substancias antioxidantes, as quais sdo muito utilizadas na
industria alimenticia. Além disso, as microalgas contém uma grande diversidade de
metabdlitos como: polissacarideos, acidos graxos poliinsaturados (AGPI) (exemplos:
6mega-3, como acido linolénico, araquidénico e docosahexandico; e dmega 6, como
o acido linoleico), carotenoides e ficobilinas. Tais compostos sdo de interesse para
as industrias cosmética, alimenticia, quimica e farmacéutica (OLAIZOLA, 2003;
PULZ e GROSS, 2004; SPOLAORE et al., 2006; CARDOZO et al., 2007; STENGEL,
CONNAN e POPPER, 2011).

As pesquisas utilizando microalgas tém crescido ultimamente devido a
biodiversidade e variabilidade da composicédo bioquimica destes seres vivos. Estas
caracteristicas podem ser aliadas ao melhoramento genético e ao cultivo em grande
escala, possibilitando o comércio da biomassa de algumas espécies para uso na
producdo de suplementos alimentares ou para obtencao de produtos naturais (PULZ
e GROSS, 2004; DERNER et al., 2006).

Na area da saude, as atividades bioldgicas especificas das microalgas
podem variar dependendo da composicdo e estrutura quimica das moléculas
constituintes. Ja sdo descritas na literatura propriedades antibiotica, anti-inflamatoria,
antiviral e hipocolesterolémica (BOROWITZKA, 1995; DERNER et al., 2006).
Estudos utilizando extratos da biomassa de diferentes espécies também sédo
descritos, e algumas das atividades relatadas sdo antimicrobiana, antitumoral, e
hemaglutinante (CHU et al., 2004; ORDOG et al., 2004b; GHASEMI et al., 2007;
HOA et al., 2011).

Microalgas vermelhas produzem polissacarideos sulfatados de parede
celular cujos principais monossacarideos presentes sao xilose, glucose e galactose
(DVIR et al., 2000; ARAD e LEVY-ONTMAN, 2010). Um estudo realizado por DVIR
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et al. (2000) descreve a diminuicdo dos niveis séricos de colecistoquinina e
colesterol em ratos, quando polissacarideos sulfatados extraidos da microalga
vermelha Porphyridium cruentum foram adicionados a ragdo dos animais. Além
disto, o polissacarideo também estimulou o aumento do comprimento do intestino
delgado e célon e a area do jejuno, assim como houve aumento do peso de massa
fecal dos animais. A excre¢do de &cidos biliares também foi aumentada.

Uma glicoproteina com atividade antitumoral foi isolada da microalga verde
Chlorella vulgaris por NODA et al. (1996). Através da metodologia MALDI-MS
(dessorcgéaol/ionizagao por laser de matriz assistida acoplada a espectrometria de
massas), foi determinado o peso molecular de 63100 Da. Este composto
apresentava 66,9% de carboidratos e 35,2% de proteinas. A estrutura da porcéo
glicidica formada por B-(1->6)-galactopiranose foi confirmada por metilacdo e
ressonancia magnética nuclear de *3C. Os autores citam que uma sequéncia de 15
aminoacidos essenciais na regido N-terminal era necesséaria para a atividade
antitumoral.

Polissacarideos sulfatados isolados da cianobactéria Spirulina platensis
inibiram a replicacao do virus Herpes simplex (XUE et al., 2002). GUSTAFSON et al.
(1989) reportou uma nova classe de glicolipideos contendo &acido sulfénico, com
atividade antiviral contra HIV-1, os quais também foram isolados e purificados da S.
platensis.

Além das propriedades bioldgicas, na industria a maioria dos polissacarideos
utilizados como geleificantes e espessantes (agar, alginatos, carragenanas) € obtida
de macroalgas. Entretanto, algumas microalgas produzem polissacarideos que
também podem ter aplicacbes comerciais. Um exemplo € a microalga vermelha
Porphyridium cruentum, que produz um exopolissacarideo composto por galactanas
sulfatadas, o qual pode substituir as carragenanas em muitas aplicacdes. Pensando
neste aspecto, uma das vantagens do cultivo de microalgas sobre o de macroalgas
€ o rapido crescimento e a possibilidade de controlar as condicBes do cultivo
(GOUVEIA et al., 2008).

Outra vertente de estudo é a aplicagdo da biomassa microalgal na
aquicultura, como alimentacao direta ou indireta de peixes, crustaceos e moluscos.
A biomassa de microalgas € composta por diversas moléculas consideradas
nutracéuticas, tais como proteinas e acidos graxos, as quais apresentam efeitos

benéficos a saude humana (acdo hipocolesterolémica, prevencédo da hipertenséo,
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entre outros). A biomassa de microalga é

comercializada com fins de nutricdo humana na forma de tabletes, capsulas, pés, ou

extratos, e também pode ser incorporada em massas, chocolates e bebidas (PULZ e
GROSS, 2004; SPOLAORE et al, 2006). Outras aplicacbes das microalgas

envolvem tratamento de aguas residuais de processos industriais, detoxificacdo

biolégica, remocado de metais pesados, biorremediacdo do solo e producdo de
biocombustiveis (DERNER et al., 2006; CARDOZO et al., 2007; EL GAMAL, 2010).

A TABELA 1 resume algumas das atividades biolégicas que os compostos

isolados de microalgas, a propria biomassa ou diferentes extratos da mesma

apresentam.

TABELA 1 - ESPECIES DE MICROALGAS, COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE BIOLOGICA

Espécie

Extrato/composto

Atividade

Referéncia

Isochrysis galbana
Thalassiosira fluviatilis

Polissacarideos

Imunoestimulatoria

RIZZl, 2010

Scenedesmus sp.

Biomassa
Extrato aquoso

Bioestimulante vegetal

MOGOR et al., 2011

Chlorella pyrenoidosa

Polissacarideos
Biomassa seca

Antitumoral
Hipocolesterolémico
Imunoestimulatoria

SHENG et al., 2007
CHERNG e SHIH, 2005
SUAREZ et al., 2005
SUAREZ et al., 2006

Dunaliella salina

Biomassa seca

Prevencéo de
hipercolesterolemia

BANSAL e JASWAL,
2009

Phaeodactylum tricornutum

Galactolipideos

Induc&o de apoptose
em células cancerosas

ANDRIANASOLO et
al., 2008

Isochrysis galbana

Extrato c/ acetona

Antibacteriano

BRUCE, DUFF e
ANTIA, 1967

Spirulina platensis

Lipidios

Antioxidante

RAMADAN, ASKER e
IBRAHIM, 2008

Tolypothrix tjipanasenses

Alcaléides

Antifangico

BONJOUKLIAN et al.,
1991

Scenedesmus sp.

Extrato aquoso

Promotor do
crescimento e balango
nutricional vegetal

SHAABAN, EI-SAADY
e EI-SAYED, 2010.

Synechocystis sp.

Extratos hexanico,
etandlico e aquoso

Antimicrobiana e
antioxidante

PLAZA et al., 2010

Nostoc commune

Diterpendides

Antibacteriana

JAKI, ORJALA e
STICHER, 1999

Porphyridium cruentum

Polissacarideos

Antioxidante

SUN et al., 2009

(continua)
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(concluséo)

Espécie Extrato/composto Atividade Referéncia
. . . Antiviral (HSV-1 e -2) HUHEIEL et al., 2002
Porphyridium sp. Polissacarideos Hipocolesterolémica DVIR et al., 2000
Porphyridium cruentum
Phaegdgctylum tricornutum Extratos etandlicos Antioxidante GARCIA e
GUERRERO, 2008

Chlorella vulgaris

Scenedesmus quadricauda
Chlorella sp.
Coenochloris sp.

C_r;lorosarc]na SP- Extratos aquosos € | pinestimulante vegetal STIRK et al., 2002
etracystis sp. etandlicos
Chlamydomonas sp.
Calothrix sp.
Phormidium animale

Lyngbya lagerheimii L . GUSTAFSON et al.,
Phormidium ténue Sulfoglicolipideos Antiviral 1989

Desmococcus sp. Antimicrobiana e 2 --
Chlorella sp. Extratos aquosos : ORDOG et al., 2004b
antitumoral

Scenedesmus sp.

Scytonema sp.
Oscillatoria raoi Glicolipideos Antiviral RESHEF et al., 1997

Oscillatoria trichoides Sulfoglicolipideos
Oscillatoria limnetica

Nostoc muscorum
Anabaena flousaquae
Chlorella vulgaris

Oscillatoria sp. Antioxidante e
Spirulina platensis Extratos aquosos antitumoral SHANAB et al., 2012
Anabaena oryzae

Wollea saccata
Nostoc humifusum
Phormidium fragile

Ankistrodesmus gracilis Extrato com Antitumoral HOA et al., 2011
metanol/cloroférmio
Chlorella vulgaris Glicoproteinas Imunoestimulatéria TANAKA et al., 2001

2.5 ATIVIDADE BIOESTIMULANTE VEGETAL

A agricultura mundial expandiu consideravelmente na ultima década, como
consequéncia do crescimento populacional e necessidade de suprimento de
alimentos, e tem sido aprimorada com novas tecnologias que visam 0 aumento
expressivo da produtividade (BARDIVIESSO et al., 2011; FAO, 2013). Entretanto, a
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agricultura convencional apresenta algumas caracteristicas de insustentabilidade,
tais como o uso abusivo de agrotoxicos, pesticidas, fertilizantes quimicos e
corretivos, resultando no transporte de varios compostos (xenobidticos) para areas
de drenagem e consequentemente levando a contaminacéo quimica e biolégica dos
mananciais hidricos (poluicdo quimica e eutrofizacédo), e destruicdo da camada fértil
do solo. Além de ser um potencial risco para 0 meio ambiente, a saude dos
trabalhadores rurais e dos consumidores desses produtos é também afetada
(TANAKA et al., 2003; SPINELLI et al., 2009; BARDIVIESSO et al., 2011).

Por outro lado, a agricultura organica também estéd crescendo ao redor do
mundo, incluindo uma gama de procedimentos de manuseamento de terra, plantas e
animais, nos quais pesticidas, fertilizantes minerais, preservantes sintéticos,
produtos farmacéuticos, organismos geneticamente modificados, lodo de esgoto e
irradiacdo s&o proibidos em todos os padrdes organicos (FAO, 2013). E estimado
que hoje existem 1,8 milhBes de produtores organicos em 162 paises. Em 2011 a
area de terra sob manejo organico alcancou 37,2 milhdes de ha, mais do que 11
milhdes ha em 1999, e o valor total de alimentos e bebidas organicos vendidos foi de
quase US$ 63 bilhdes (FAO, 2013).

O interesse na agricultura organica se deve a conservacdo dos recursos
naturais, através da reducdo dos impactos negativos no ambiente, garantindo a
producdo de qualidade e quantidade adequadas, ao mesmo tempo em que
proporciona uma melhor qualidade de vida aos agricultores e consumidores
(MOGOR et al., 2008; RATHORE et al., 2009; SPINELLI et al., 2009; FAO, 2013).
Desta forma, torna-se necessario desenvolver técnicas que permitam a melhora da
producdo organica, tais como o uso de bioestimulantes (TANAKA et al., 2003;
MOGOR et al., 2008; RATHORE et al., 2009).

Bioestimulantes s&o definidos como substancias naturais capazes de
promover o crescimento e desenvolvimento vegetal, através de estimulos na diviséo
celular, diferenciacdo ou alongamento das células. Como consequéncia desses
estimulos, observa-se maior crescimento das raizes e brotos, aumento da captacéo
de nutrientes minerais e melhora da tolerancia aos estresses bidticos e abidticos, o
gque consequentemente aumenta o rendimento das plantagcbes e reduz a
necessidade do uso de fertilizantes quimicos (RUSSO e BERLYN, 1990; VIEIRA e
CASTRO, 2001; FERRINI e NICESE, 2002; SPINELLI et al., 2009; BARDIVIESSO et

al., 2011; CRAIGIE, 2011). Além disso, os bioestimulantes sédo biodegradaveis, nédo
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toxicos, ndo poluentes e ndo trazem riscos para humanos e animais (DHARGALKAR
e PEREIRA, 2005; RATHORE et al., 2009).

O bioestimulante que mais tem se destacado mundialmente € proveniente
de macroalgas. Os extratos de algas sédo bioativos em baixas concentracfes (1:1000
ou mais diluidos), e a sua eficacia é resultado de muitas observagfes feitas em
campo, inicialmente nos anos de 1960 na Escocia, utilizando Maxicrop (extrato
alcalino hidrolisado de Ascophyllum nodosum - Fucaceae) através de pulverizagcao
foliar. A partir dessa data, muitas outras pesquisas foram realizadas comprovando
sua atividade bioestimulante (MOGOR et al., 2008; KHAN et al., 2009; CRAIGIE,
2011).

CRAIGIE (2011) revisou muitos aspectos do uso das macroalgas na
agricultura, e os extratos comerciais sao provenientes principalmente dos géneros
de algas marrons como Ascophyllum spp., Ecklonia spp., Turbinaria spp., Laminaria
spp., Sargassum spp., Fucus spp., da macroalga verde Ulva lactuca, e da
macroalga vermelha Kappaphycus alvarezii. O ACADIAN ™ Seaweed Extract, obtido
da macroalga Ascophyllum nodosum (Canadd) e o Kelpak 66, obtido da macroalga
Ecklonia méaxima (Africa do Sul) sdo exemplos de produtos largamente utilizados
(DHARGALKAR e PEREIRA, 2005). Para a obtencdo dos extratos, podem ser
realizados tratamentos aquosos, alcalinos ou &cidos, além de tratamento com alta
pressdo para rompimento das células e liberacdo das substancias, ou
crioprocessamento (KHAN et al., 2009; CRAIGIE, 2011; SHARMA et al., 2013). A
técnica de aplicacdo mais usada é a pulverizacado foliar, e os nutrientes sdo
absorvidos pelas folhas através das lenticelas, hidatédios e estdbmatos em 10 ou 15
minutos apos a aplicacdo (DHARGALKAR e PEREIRA, 2005).

Estudos realizados sugerem que o principal efeito bioestimulante causado
€ devido a presenca, nesses organismos, dos horménios de crescimento vegetal,
amplamente descritos para as plantas superiores. Os hormonios vegetais sao
encontrados principalmente em macroalgas marrons, como as dos géneros
Sargassum, Macrocystis, Fucus, Ascophyllum e Laminaria, embora ja tenha sido
isolado em algas vermelhas do género Porphyra. Estes compostos sdo conhecidos
por afetar o metabolismo celular em plantas tratadas, controlando a diviséo celular, o
desenvolvimento de brotos, folhas, raizes, e o retardamento da senescéncia. Além
dos hormoénios vegetais, existem outros compostos chamados de elicitores, pois

estimulam vias de transducéo de sinal levando a producédo de diversas substancias
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relacionadas com a resposta da planta a acdo de patégenos, ou entdo que regulam
0s estresses ambientais como estresse hidrico, de salinidade e de temperatura. S&o
representados principalmente pelos polissacarideos, oligossacarideos, peptideos,
lipideos, e betainas (MERCIER et al., 2001; KLARZINSKY et al., 2000, 2003;
TARAKHOVSKAYA, MASLOV e SHISHOVA, 2007; CHANDIA e MATSUHIRO,
2008; KHAN et al., 2009; CRAIGIE, 2011; SHARMA et al., 2013). Provavelmente os
compostos presentes nos extratos atuam sinergicamente, entretanto seu modo de
acdo nao é bem descrito (KHAN et al., 2009; RATHORE et al., 2009).

Oligossacarideos e polissacarideos, tais como glucanas (1—3)-(1—6)-
ligadas, laminaranas, fucanas sulfatadas, carragenanas, xiloglucanas,
oligogalacturonideos e derivados de quitina obtidos de algas atuam como elicitores
de uma variedade de vias de transducédo de sinal nas plantas. A presenca destes
compostos pode levar a biossintese de moléculas antimicrobianas (acido salicilico e
acido jasmonico), fitoalexinas, expressao de enzimas como quitinases e glucanases,
entre outras, as quais reforcam os sistemas de defesa da planta contra os estresses
bidticos (KLARZYNSKI et al., 2000, 2003; MERCIER et al., 2001; AZIZ et al., 2003;
CLUZET et al., 2004; CHANDIA e MATSUHIRO, 2008; PAULERT et al., 2009).

Além dos hormdnios e dos compostos elicitores, 0s extratos de algas contém
grande quantidade de elementos como potéassio (K), fosforo (P), enxofre (S), ferro
(Fe), nitrogénio (N), magnésio (Mg), zinco (Zn), calcio (Ca), cobre (Cu), manganés
(Mn), e aminoacidos e vitaminas, 0s quais Sao essenciais para o crescimento e
desenvolvimento das plantas (RUSSO e BERLYN, 1990; VIEIRA e CASTRO, 2001,
FERRINI e NICESE, 2002; RATHORE et al., 2009; SPINELLI et al., 2009; CRAIGIE,
2011; KOYAMA et al., 2012).

O grande desafio da industria bioestimulante € manter a disponibilidade de
fonte de material, no caso, as macroalgas, que deveriam ser renovaveis e
sustentaveis (CRAIGIE, 2011). Nesse contexto, as microalgas surgem como uma
boa alternativa, ja que tem indmeras vantagens como cultivo em larga escala
(sistemas fechados — fotobiorreatores, sistemas semi-abertos ou sistemas abertos),
rapido crescimento e condi¢cdes controladas de pH, temperatura, conteudo de
nutrientes e iluminagcéo (CHEN, 1996; FUENTES et al., 1999; HARUN et al., 2010).

STIRK et al. (2002) detectaram atividades de citocininas e auxinas
(hormdnios vegetais que promovem a diferenciacdo e crescimento celular, e

retardam a senescéncia) em microalgas dos filos Chlorophyta e Cyanophyta. Em



16

outro trabalho do mesmo grupo (STIRK et al., 2013) foram detectados giberelinas e
brassinosterdides em 24 géneros de microalgas das classes Chlorophyceae,
Trebouxiophyceae, Ulvophyceae e Charophyceae. ORDOG et al. (2004a)
identificaram e quantificaram conteddo de citocininas em nove microalgas dos
géneros Protococcus, Chlorella e Scenedesmus. MOLNAR e ORDOG (2005)
avaliaram os efeitos benéficos de compostos extracelulares extraidos de microalgas
e cianobactérias em tecidos de ervilha, tabaco e beterraba. Sugere-se que estes
compostos, ainda nédo identificados pelos autores, tenham sido liberados no meio de
cultivo em alguma etapa do desenvolvimento microalgal.

SHAABAN (2001) avaliou o efeito do extrato aquoso celular da microalga
verde Chlorella vulgaris como pulverizante foliar, em termos de status de nutrientes,
crescimento e rendimento de plantas de trigo. Foi observado aumento do peso seco
das plantas. Resultados semelhantes foram obtidos tratando o trigo com biomassa
de Scenedesmus sp. (SHAABAN, EL-SAADY e EL-SAYED, 2010).

Em 2010, foi iniciado um trabalho pelos integrantes do laboratério de
carboidratos de microalgas (Departamento de Bioquimica — UFPR), com o objetivo
de identificar a atividade bioestimulante vegetal de extratos de microalgas. Foi feito
um screening com Vvarias espécies utilizadas em larga escala para fins de
aquicultura (alimentacdo de organismos marinhos tais como mariscos e moluscos).
Dentre as espécies estudadas estavam as microalgas marinhas Isochrysis sp.,
Nannochloropsis sp., Pavlova sp. e Tetraselmis sp., e as dulciaquicolas Chlorella
sp., Spirulina sp. e Scenedesmus sp. Destas, a biomassa ressuspendida e o extrato
aguoso bruto da espécie Scenedesmus sp. apresentaram potencial atividade
bioestimulante vegetal. Os resultados obtidos com este trabalho resultaram no
deposito de uma patente (MOGOR et al., 2011).

Entretanto, existem poucos estudos na literatura detalhando a estrutura
quimica dos compostos bioativos obtidos de microalgas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CONDICOES DE CULTIVO E DETERMINACAO DA CURVA DE
CRESCIMENTO

A espécie Scenedesmus subspicatus Chodat foi cultivada pelo Grupo
Integrado de Aquicultura e Meio Ambiente, da Universidade Federal do Paran& (GIA-
UFPR), localizado no Campus de Ciéncias Agrarias. A cepa foi mantida no Setor de
Microalgas do Laboratério de Pesquisa em Organismos Aquaticos (LAPOA), em sala
com temperatura de 17°C, e iluminacdo constante (poténcia 5500 LUX). Conforme o
procedimento padrdo do laboratério, as microalgas foram cultivadas em meio
Guillard f/2 modificado (TABELA 2), e o repique das células foi realizado em meio
estéril para Erlenmeyers de 250 mL, sendo, apOs dois dias transferidas para
Erlenmeyers de 2 L. Nesta condicdo, receberam luz e aeracdo constantes,
permanecendo em crescimento por dez dias.

O crescimento microalgal foi avaliado através da contagem de células em
hematocitometro de Neubauer de 0,1 mm de profundidade, conforme protocolo
estabelecido por VEGA e VOLTOLINA (2007), adaptado.
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TABELA 2 - COMPOSICAO DO MEIO DE CULTIVO GUILLARD f/2 MODIFICADO

Composicdode 1L de

solucgéo estoque

Composicao de cada solucéo

Para 1,8 L de meio de cultura

autoclavavel

75 g NaNO;
5 g Na;HPO,4.7H,0
H,Oqgsp1llL

1,8 mL solucao de nitrato e

fosfato

50 g tiamina (vitamina B1)

0,5 g biotina (vitamina H)

2 mL solucéo estoque de

. ) . vitaminas 1,8 mL solugéo de vitaminas
0,5 g cianocobalamina (vit. B12)
H,OqgspllL
H,OqgspllL
5,59 EDTA

1 g CuS0O,4.5H,0
2,2 g ZnS0,.7H,0
1 g CoCl,.6H,0
0,63 g Na;M00,.2H,0
H,OqgsplL

4 g FeCl3.6H,0
0,18 g MnCl,.4H,0
10 mL solucéo estoque de
metais
H,OqgspllL

1,8 mL solucdo de metais

90 g TRIS
60 mL HCI
H,OqgspllL

9 mL solugdo de TRIS

3.2 SEPARACAO DA BIOMASSA

O cultivo foi submetido a centrifugacdo (centrifuga HIMAC CR 21E -

HITACHI) a 12000 x g, por 20 minutos a 15°C. O pellet celular foi recuperado,

congelado e liofilizado. A biomassa seca foi pesada e armazenada a temperatura de

-20°C até a realizacdo das analises.

3.3 DOSAGEM DE CARBOIDRATOS NA BIOMASSA

A fim de obter um perfil da producéo de carboidratos pela biomassa, foram

coletadas aliquotas de cultivo em diferentes dias durante o crescimento. Devido a

baixa concentracéo de células nos primeiros dias de cultivo, foi utilizado o método de
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ultrafiltracdo em membrana de 0,45 um para separar a biomassa do meio de cultivo.
Nos demais dias, a biomassa foi separada por centrifugacao.

Para a dosagem de acucares totais na biomassa seca, 10 a 20 mg de
biomassa seca foram submetidos a hidrélise acida com 1 mL de acido sulfurico 80%
(v/v) durante 20 h. Durante a adicdo do acido e nas 4 h seguintes, os frascos de
amostra foram mantidos em contato com gelo para evitar a carbonizacdo das
amostras, permanecendo apOs esse periodo em temperatura ambiente. ApoOs
hidrolise, foram adicionados 10 mL de agua deionizada a amostra, e 0 material
diluido contendo os carboidratos foi utilizado para quantificacdo através da
metodologia de DUBOIS et al. (1956) (LOURENCO, 2006).

3.4 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS E COMPOSTOS DE BAIXA MASSA
MOLECULAR DA BIOMASSA

A partir de 6,88 g de biomassa seca de Scenedesmus subspicatus, foi
realizada uma extracdo aquosa na concentracado 10% (p/v), sob agitacdo mecanica
e temperatura ambiente, por 1 hora. A amostra foi centrifugada (centrifuga HIMAC
CR 21E - HITACHI) a 18800 x g, por 15 minutos, a 10°C. A partir da biomassa
residual, este processo foi repetido, e os dois extratos foram reunidos e submetidos
a dialise em sistema fechado (membrana cut off de 1 kDa) contra agua ultrapura
(MilliQ), com 4 trocas de agua a cada 2 horas, gerando as fracdes E (eluida) e R
(retida).

O residuo aquoso foi submetido a nova extracdo aquosa, na concentracao
10% (p/v), sob agitacdo mecénica e temperatura de 80°C, por 2 horas. Em seguida o
material foi centrifugado a 18800 x g, por 15 minutos, a 10°C. O extrato foi tratado
com 3 volumes de etanol, seguido de centrifugacdo, didlise do sobrenadante
etandlico e do precipitado contra agua destilada (membrana cut off de 6 a 8 kDa) e
liofilizacdo. O precipitado etandlico foi denominado de Pwh, e o sobrenadante
etanodlico denominado SEwh.

O segundo residuo aquoso foi submetido a uma extracdo alcalina, com
NaOH 0,5 M, a 80°C, por 2 horas. Apés extracdo, o material foi centrifugado a 18800

X g, por 15 minutos, a 10°C. O residuo final de biomassa foi neutralizado e liofilizado.
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O extrato alcalino foi neutralizado com solucdo de HCI a 10%, e dialisado contra
agua destilada (membrana cut off de 6 a 8 kDa), sendo em seguida precipitado com
3 volumes de etanol. O material foi centrifugado e ambas as fracdes etandlicas
foram liofilizadas, gerando um precipitado denominado Pak, e um sobrenadante
etandlico denominado SEak.

Uma estratégia pode ser observada na FIGURA 3.

Biomassa de S.
subspicatus (6,88 g)
E
Extragdo aquosa em T.A Didlise (1kDa) r (12,2%)
1h, 10% ( Extrato 1 ) Liofilizagdo
Centrifugacéo ( ) R
(0,8%)
l Residuo 1 I Ppt. 3V EtOH
_ Centrifugacao SEwh
Extracdo aquosa a quente Dialise (6-8 kDa) (3,7%)
2 h, 10%, 80°C ( ] Liofilizagao ’
Centrifugagdo l Extrato 2 ) B
Wi
(1,1%)
| Residuo 2 l Neutralizagéo
Dialise (6-8 kDa)
Extracdo alcalina NaOH 0,5 M gg:;tgx:;s; 1SE;!<
2h, 80°C ( Y Liofilizagao ﬁ fiebel
Centrifugagao l Extrato 3 J
Pak
(6,1%)
Residuo final
(39

FIGURA 3 - FLUXOGRAMA DE EXTRACAO DOS COMPONENTES DA BIOMASSA DE
Scenedesmus subspicatus
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3.5 METODOS ANALITICOS GERAIS PARA DETERMINACAO DA
COMPOSICAO E ESTRUTURA QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS E
COMPOSTOS DE BAIXA MASSA MOLECULAR OBTIDOS

Para determinacdo da composicéo e estrutura quimica das frages isoladas
da biomassa microalgal, foram utilizados métodos quimicos, cromatogréficos,

espectrométricos e espectroscopicos, 0os quais sao detalhados a seguir.

3.5.1 Métodos Quimicos

3.5.1.1 Dosagem de Carboidratos

A dosagem de carboidratos totais foi realizada pelo método do fenol-sulftrico
(DUBOIS et al.,, 1956), utilizando padrdo de glucose de concentracdo inicial 1
mg/mL, a partir do qual foram realizadas diluicbes para realizagdo da curva de

calibracdo. A leitura de absorbancia foi realizada a 490 nm.

3.5.1.2 Dosagem de Proteinas

A dosagem de proteinas totais foi realizada de acordo com o método de
LOWRY et al. (1951), utilizando padrdo de soro albumina bovina (BSA) na
concentracdo inicial de 1 mg/mL, a partir da qual foram realizadas diluicbes para

realizagdo da curva de calibrac&o. A leitura da absorbancia foi realizada a 660 nm.
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3.5.1.3 Hidrolise Acida Total, Redugéo e Acetilacdo

Para determinacdo da composicdo monossacaridica, as fracdes foram
submetidas a hidrolise acida total. Primeiramente, aproximadamente 1,5 mg de
amostra foi solubilizado em 500 uL de TFA 2 M, e mantida em estufa a 100°C por 2
horas (RI1ZZI, 2010). Apos hidrdlise, o TFA foi evaporado totalmente em atmosfera
de nitrogénio ou ar comprimido, 0s monossacarideos resultantes foram
ressolubilizados em 500 uL de &gua destilada, e posteriormente reduzidos com
boroidreto de sédio (NaBH,4), onde permaneceram por 14 horas em temperatura
ambiente. Na sequéncia, o pH foi neutralizado com &cido acético diluido. O material
foi seco em atmosfera de nitrogénio ou ar comprimido, e submetido a co-destilacdo
com metanol (3 vezes), a fim de retirar o sal formado durante a neutralizacdo. Em
seguida, a amostra seca foi acetilada com 500 uL de anidrido acético, por 1 hora a
120°C em estufa. A reacdo de acetilacdo foi interrompida com 0,5 mL de agua
destilada, e cada amostra foi transferida para um tubo de ensaio contendo 1 mL de
cloroférmio. A mistura foi agitada e a fase aquosa descartada. Em seguida 1 mL de
bicarbonato de sddio saturado foi adicionado aos tubos, a fim de neutralizar o
anidrido acético. A mistura foi agitada e a fase aquosa foi descartada, sendo esse
procedimento repetido até alcancar pH = 7. Para retirar o sal formado na
neutralizacdo, 1 mL de agua foi adicionado aos tubos. A mistura foi agitada e a fase
aquosa foi descartada. Esse procedimento foi repetido até alcancar pH entre 5e 7. A
fase cloroférmica (que contém os acetatos de alditois) foi evaporada. Os acetatos de

alditois produzidos nesta etapa foram analisados por CG-EM.

3.5.2 Métodos Cromatograficos e Espectrométricos

3.5.2.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Para essas andlises foi utilizado cromatégrafo a gas acoplado a

espectrometro de massa Saturn, modelo 4000, equipado com uma coluna capilar de
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silica fundida (30 m X 0,25 mm d.i.) modelo DB-225. A temperatura inicial foi de
50°C, aumentando gradativamente (fluxo de 40°C por minuto) até atingir 220°C,
temperatura de analise dos acetatos de alditdis. A temperatura permaneceu
constante durante o tempo de analise (25 minutos). O gas de arraste utilizado foi o
hélio, com fluxo de 1 mL/min. As areas dos picos de interesse foram determinadas
por integragao com o software Varian WS, e os fragmentos de massa foram obtidos
por impacto de elétrons a 70 meV, cujos valores podem ser visualizados no espectro
de massas. A analise foi feita por meio da comparacéo entre os tempos de retencao

e perfis de fragmentagéo das amostras e dos padroes.

3.5.2.2 lonizacdo por Spray de Elétrons Acoplada a Espectrometria de Massas

(ESI-MS — Electrospray lonization — Mass Spectrometry)

Os experimentos de ionizacédo por spray de elétrons (ESI) foram realizados
em espectrometro LTQ XL Linear lon Trap Mass Spectrometer (Thermo Fischer
Scientific Inc.). A aquisicdo e processamento de dados foram feitos utilizando o
programa XCalibur 2.1. Para realizagdo das analises, as amostras foram diluidas em
metanol (10 pg/mL) e injetadas no espectrdmetro através de seringa acoplada a
bomba, em um fluxo de aproximadamente 5 pL/min. O gas de nebulizacao utilizado

foi 0 nitrogénio (Ny).

3.5.2.3 Cromatografia de Exclusdo Estérica de Alta Performance (HPSEC)
Acoplada a Espalhamento De Luz Laser Multiangulos (MALLS) e Detector de
indice de Refragéo (RID)

As analises de homogeneidade dos polissacarideos obtidos foram realizadas
utilizando o cromatografo de exclusdo estérica de alta performance (HPSEC)
WATERS, equipado com um detector de indice de refracdo (RID) WATERS modelo
2410, e com detector de espalhamento de luz laser em multiangulos (MALLS)
WAYTT TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP com 18 canais, acoplados em série.
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Foram utilizadas quatro colunas de gel permeacdo WATERS em série, com limites
de exclus&o de 7 x 10° 4 x 10°, 8 x 10* e 5 x 10° g.mol™. Para a anélise, utilizou-se 1
mg de amostra diluida em 1 mL de eluente, o qual € composto por nitrito de sédio
(NaNO; 0,1 M) e azida de sédio (NaN3 200 ppm) dissolvidos em agua MilliQ. Esta
mistura foi filtrada em membranas Millipore (acetato de celulose) de 0,22 uym antes
da realizacdo das andlises. A analise foi realizada utilizando-se inje¢cdes de 100 uL
de solucdo com fluxo de 0,6 mL/min. Os dados foram analisados através do

programa ASTRA.

3.5.2.4. Cromatografia de Exclusao

A cromatografia de exclusdo foi utilizada com o objetivo de fracionar o
extrato E para facilitar a caracterizacdo quimica dos seus componentes. O
fracionamento foi realizado em coluna de Bio-Gel P-2 (105 cm x 1,5 cm d.i., limite de
exclusdo de 100-1800 Da), volume morto (Vo) 40,8 mL e volume total (Vi) 170 mL,
fluxo de 0,3 mL/min, sendo a &gua utilizada como eluente. Os eluatos foram
coletados em tubos de ensaio utilizando coletor de fragdes (Pharmacia Biotech)
programado por volume (3 mL por tubo). A deteccdo de carboidratos foi feita pelo
método de DUBOIS et al. (1956), e a deteccdo de proteinas foi realizada em leitor de
microplacas (Epoch — Biotech) a 280 nm. Os eluatos também foram monitorados por

cromatografia em camada delgada (CCD), a fim de unir as subfracdes semelhantes.

3.5.2.5. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada foi realizada em cromatoplaca
revestida com silica gel (Merck), sendo utilizadas duas fases moéveis. Uma mistura
caracteristica para separacdo de carboidratos formada por acetato de etila, acido
acético, propanol e agua (4:2:2:1), e outra formada por acetato de etila, etanol e

agua (3:2:1). Foi utilizada uma solucéo de acido sulfurico (H,SO4 concentrado/etanol



25

1:9) como revelador universal e uma solucédo de orcinol (0,4%) em &cido sulfarico e
etanol (1:19) como revelador para carboidratos (LEWIS e SMITH, 1969).

3.5.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As analises de ressonancia magnética nuclear 1D e 2D foram realizadas em
espectrometro de modelo Bruker Avance DRX400 (Bruker Germany), em
frequéncias base de 400 MHz (*H) e 100 MHz (*3C), e em espectrémetro de modelo
Bruker Avance Il 600 (Bruker Germany), com frequéncias base de 150 MHz (*3C) e
600 MHz (*H). As temperaturas de anélise variaram de 30 a 50°C. As amostras
foram solubilizadas em D,O 99%, a uma concentracdo de 80 mg/mL para as
anélises de *C e 20 mg/mL para as analises de *H, e colocadas em tubos de 5 mm
de diametro externo. Os deslocamentos quimicos, expressos em ppm, foram
determinados utilizando acetona como padrdo interno, tanto para as analises de **C
(30,20 ppm) como para *H (2,224 ppm).

Os experimentos de *C-DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer) apresentados neste trabalho foram realizados em um angulo de
transferéncia de polarizacao 6z de 135°C, o qual permite a visualizacdo de carbonos
metilénicos (CH,) na forma de sinais em fase negativa em relagdo a linha de base,
enquanto os sinais referentes aos CH e CHj; permanecem em fase positiva
(BREITMAIER e VOELTER, 1990).

Para as andlises de 'H, COSY (Correlation Spectroscopy), HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Coherence), TOCSY (Total Correlation
Spectroscopy) e HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence) as amostras foram
previamente submetidas a um processo de solubilizacdo em D,O 99%,
congelamento e liofilizacdo, por 3 vezes, para troca dos hidrogénios das hidroxilas
por deutério e consequente diminuicdo da intensidade do sinal relativo ao hidrogénio

ligado ao oxigénio, que prejudicaria a qualidade do espectro obtido.

3.6 PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS POR ULTRAFILTRACAO
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Para purificacdo dos polissacarideos bruto presentes na fracdo Pwh, foi
realizada uma ultrafiltragdo em membrana de celulose, com limite de excluséo de 30
kDa. O sistema de filtracdo utilizado foi o cilindro SARTORIUS (modelo 16249),
acoplado com cilindro de nitrogénio. A amostra Pwh foi solubilizada em agua (1
mg/mL), e as fracBes geradas apos a separacdo foram liofilizadas e analisadas por
HPSEC-MALLS-RID.

3.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE BIOESTIMULANTE VEGETAL

Os bioensaios foram realizados no Departamento de Fitotecnia e
Fitossanitarismo da UFPR — Setor de Ciéncias Agrarias. Sementes de tomate
(Solanum lycopersicum) cultivar Santa Clara foram distribuidas em caixas GERBOX
(FIGURA 4), forradas com papel filtro. Os filtros foram previamente embebidos em
solucbes aquosas de amostra E ou Pak nas concentracdes 0,5; 1; 1,5 e 2 g/L,
produto comercial na concentragdo 1 g/L (Ascophyllum nodosum — ACADIAN™
Seaweed Extract, Nova Scotia, Canada), ou controle (dgua). No total foram 6 tipos
de tratamentos, e cada tratamento foi feito em quadruplicata. Apos 10 dias em
camara vertical B.O.D., com temperatura média de 25°C e desprovidos de luz, foram
avaliados o nimero de sementes germinadas, o comprimento (cm) e o volume (cm?®)
dos hipocétilos, através do programa computacional Win Rhizo® acoplado a Scanner
LA1600 (Regent Instruments Inc., Canada).
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(A)

FIGURA 4 - FOTOS TIRADAS DURANTE A REALIZACAO DOS ENSAIOS. (A) CAIXAS GERBOX
COM SEMENTES DE TOMATE, (B) CAIXAS DISPOSTAS EM B.O.D., (C) WIN RHIZO
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO E DOSAGENS NA
BIOMASSA

A partir da descricéo dos itens 3.1 a 3.3, foi apresentada uma estratégia de
acao (FIGURA 5), no qual foram cultivados 5 Erlenemeyers de 2 L, sendo o primeiro
reservado para a determinagé@o da curva de crescimento, e os demais submetidos a
centrifugacéo e liofilizacdo da biomassa de diferentes dias de cultivo, a fim de avaliar

a producédo de carboidratos pela microalga durante o crescimento.

Indculos

|
[ )
Contagem didria 3° dia 5° dia 7° dia 8° dia
em cdmara de L J
Neubauer por

10 dias Separacio meio cultivo da biomassa
Dosagem de carboidratos na biomassa

FIGURA 5 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DA ESTRATEGIA DE ACAO PARA DETERMINACAO
DA CURVA DE CRESCIMENTO E DOSAGEM DE CARBOIDRATOS NA BIOMASSA DE
Scenedesmus subspicatus

De acordo com VEGA e VOLTOLINA (2007), as microalgas se reproduzem
da mesma forma que bactérias e leveduras, majoritariamente por divisdo binaria,
apresentando uma curva de crescimento com 6 fases: fase lag ou de adaptacéo,
fase de aceleramento, fase exponencial ou logaritmica, fase de desaceleracéo, fase
estacionaria e fase de morte celular. A curva de crescimento € apresentada na

FIGURA 6, onde pode-se observar claramente a fase lag, logaritmica e estacionaria.



29

2000000 -+
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000

n° células / mL

0 T T T T
0 2 4 6 8

Dias de cultivo

FIGURA 6 - CURVA DE CRESCIMENTO DA MICROALGA Scenedesmus subspicatus

A maior porcentagem de carboidratos na biomassa foi encontrada no
oitavo dia de cultivo, que corresponde a fase estacionéaria de crescimento (FIGURA
7). Segundo RIZZ| (2010), para a microalga verde Tetraselmis gracilis, o teor de
carboidratos também foi maior durante a fase estacionaria. O conteudo de
carboidratos na biomassa de microalgas € bastante variavel, uma vez que depende
das condicdes de cultivo. As concentracdes de carboidratos e lipidios geralmente
aumentam em relacdo a de proteinas, quando se avanca da fase exponencial para a
estacionaria (GRANUM, KIRKVOLD e MYKLESTAD, 2002; VEGA, ESQUIVEL e

VOLTOLINA, 2007).
Producgédo de carboidratos pela biomassa
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FIGURA 7 - PERFIL DE PRODUCAO DE CARBOIDRATOS NA BIOMASSA DE Scenedesmus
subspicatus
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Segundo BERTOLDI, SANT'ANNA e OLIVEIRA (2008), a composicéo
quimica da biomassa nao é determinada somente pela natureza da espécie, mas
depende de fatores como intensidade da Iluz, temperatura, pH do meio,
concentracdo de nutrientes e agitacdo. A microalga Chlorella sp., por exemplo,
guando cultivada em temperatura entre 25 e 35°C, produz mais carboidratos do que
proteinas (OGBONNA e TANAKA, 1996). Segundo GONZALEZ-FERNANDEZ e
BALLESTEROS (2012), € possivel aumentar a producao de carboidratos utilizando
diferentes temperaturas no mesmo cultivo. Por exemplo, manter uma temperatura de
20°C durante a fase exponencial de crescimento até a deplecdo das fontes de
nitrogénio, e em seguida reduzi-la drasticamente para 14°C, aumenta a producéo de
acucares. A temperatura utilizada nos cultivos de Scenedesmus deste trabalho foi de
aproximadamente 17°C. Desta forma, uma das alternativas a ser testada a fim de
obter maior teor de carboidratos em S. subspicatus seria 0 aumento da temperatura
de cultivo, ou sua variacao entre as diferentes fases de crescimento.

Outro fator relacionado ao acumulo de carboidratos na biomassa € o
fornecimento de certos nutrientes no meio de cultivo. Tem sido observado em alguns
trabalhos, que a diminuicdo da concentragdo de nitrogénio estaria relacionada ao
aumento dos teores de lipideos e carboidratos, observado nas diatomaceas
Achnanthes brevipes e Tetraselmis spp. (GLADUE e MAXEY, 1994; GUERRINI et
al., 2000). Segundo GONZALEZ-FERNANDEZ e BALLESTEROS (2012), o
fornecimento de nitrogénio também influencia na composicdo quimica de
exopolissacarideos. Por exemplo, a microalga Chlorella sp. pode apresentar
diferencas nas propor¢cdes de acgucares neutros, acidos urénicos e acidos aminados,
sob diferentes fontes de nitrogénio (CHENG et al., 2011).

O fornecimento adequado de iluminacdo também é um fator relevante para
a producao de carboidratos. Sabe-se que o excesso de luz pode causar inibicdo do
crescimento dos microrganismos. Nessas condicdes, foi observado que a sintese de
carboidratos diminui devido ao direcionamento das fontes de carbono para a sintese
de triglicerideos (GONZALEZ-FERNANDEZ e BALLESTEROS, 2012).

S&0 necessarios mais experimentos a fim de determinar se as células de
S. subspicatus liberam moléculas para o meio de cultivo em alguma etapa do
crescimento, o que poderia estar subestimando as dosagens de carboidratos
realizadas na biomassa. Também é de grande importancia a realizagdo de testes

modificando as condi¢cdes de cultivo, tais como fornecimento de algum nutriente,
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temperatura e intensidade luminosa, a fim de obter maior produtividade de
carboidratos.

4.2 RENDIMENTOS E COMPOSICAO QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS E
COMPOSTOS DE BAIXA MASSA MOLECULAR OBTIDOS DA BIOMASSA

Apés o cultivo das microalgas e obtencdo da biomassa seca, como descrito
nos itens 3.1 e 3.2, foram realizados dois tipos de extracbes aquosas e uma
extracdo alcalina (item 3.4). Foram obtidas 6 fracfes da biomassa microalgal, cujos
rendimentos foram calculados a partir da biomassa seca inicial (FIGURA 3), e elas
foram submetidas a dosagens colorimétricas de proteinas e carboidratos, além da
andlise de composi¢cao monossacaridica, como mostra a TABELA 3.

TABELA 3 - RENDIMENTOS, DOSAGENS E COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES
OBTIDAS DA BIOMASSA

Fracdes Rendimento  Carboidratos®  Proteinas’ Monossacarideos (mol %) ©
(%) (%) (%) Rha Fuc Rib Xyl Man Gal Glc
R 0,8 32,6 55,1 3,7 85 29 99 293 212 24,2
E 12,2 22,6 19,9 - - - - 6,0 755 184
SEwh 3,7 294 63,9 - - 10,9 - 354 16,0 375
Pwh 11 50,4 49,5 21 22 61 23 219 58 593
SEak 15,8 8,2 94,3 - 4,8 - 7,1 22,1 17,3 484
Pak 6,1 244 71,9 1,3 Tr Tr Tr 51 40 88,0

Determinado pelos métodos: DUBOIS et al. (1956)% LOWRY et al. (1951)°. © Monossacarideos
guantificados em mols % na forma de acetato de alditois, por CG-EM. Tr: tragcos (menor que 1 mol%).

A extragdo aquosa em temperatura ambiente visou isolar uma mistura de
compostos de baixa massa molecular, os quais apresentam atividade bioestimulante
vegetal (MOGOR et al., 2011). A fracdo E, eluida apés didlise do extrato aquoso em
membrana de 1 kDa, apresentou um bom rendimento, e teores de carboidratos e
proteinas semelhantes. Galactose € o seu principal monossacarideo, seguido de
glucose e manose. Em relacéo a fracdo R, ela apresentou majoritariamente manose,
glucose e galactose como componentes monossacaridicos. Dado o baixo

rendimento desta fragcéo, a continuidade dos estudos foi priorizada para a fracao E.
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A fragcdo SEwh (sobrenadante obtido apds precipitacdo etandlica do extrato
aquoso) apresentou maior teor de proteinas em relacdo ao teor de carboidratos,
sendo a glucose e a manose seus principais monossacarideos. Ja a fracdo Pwh
apresentou teores muito semelhantes de carboidratos e proteinas, e glucose e
manose como monossacarideos majoritarios.

A fracdo SEak (sobrenadante obtido apo6s precipitacdo etandlica do extrato
alcalino) € majoritariamente proteica, porém nos 8,2 % de carboidratos presentes foi
possivel observar que apresenta como constituinte majoritario glucose e manose. Ja
a fracdo Pak, cujo teor de proteinas também € alto, apresentou na composicao
monossacaridica principalmente glucose. Pak foi selecionada para posteriores

estudos de caracterizacao estrutural e atividade biolégica.

4.3 ENSAIOS DE ATIVIDADE BIOESTIMULANTE VEGETAL

O teste de atividade bioestimulante vegetal foi realizado para as fracbes E
(compostos de baixa massa molecular) e Pak (polissacarideo), sendo os resultados
apresentados na sequéncia.

A fracdo Pak (0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 g/L) foi avaliada quanto a sua capacidade
em estimular o crescimento vegetal, no que diz respeito ao aumento do niumero de
sementes germinadas, o comprimento (cm) e o volume (cm®) dos hipocétilos de

tomate. Os resultados sé&o apresentados na TABELA 4.

TABELA 4 - NUMERO DE SEMENTES GERMINADAS, COMPRIMENTO E VOLUME DOS
HIPOCOTILOS, A PARTIR DE TRATAMENTO COM DIFERENTES CONCENTRAGCOES DA
FRACAO Pak

Tratamentos Concentracdo (g/L)  Germinacdo  Comprimento (cm) Volume (cm®)
Controle - 18,50 a 320,02 b 0,67 b
Pak | 0,5 17,25 a 294,60 b 0,61b
Pak | 1,0 16,75 a 280,80 b 0,59 b
Pak | 1,5 16,25 a 306,53 b 0,66 b
Pak | 2,0 16,75 a 295,47 b 0,63 b
Produto comercial 1,0 16.25 a 367,23 a** 0,79 a**
(A. nodosum)
CV (%) - 10.65 6.07 7,39

As letras nas colunas indicam diferencas de 1% (**) de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Como pode ser observado, ndo houve diferenga estatistica entre os
tratamentos no que diz respeito a germinacdo das sementes. Quanto ao
comprimento e o volume, ndo houve diferenca entre as concentracdes de amostra e
o controle (dgua). Portanto, concluiu-se que a fracdo Pak ndo apresenta atividade
bioestimulante vegetal.

Em relacédo a fracdo E, estudos prévios com a biomassa de S. subspicatus
ressuspendida em agua e o extrato aquoso bruto anterior a dialise, mostraram que
0s extratos possuiam atividade bioestimulante vegetal (MOGOR, 2011). Devido a
isso, foi priorizada a determinacao de atividade bioestimulante dessa frag&o.

Foram avaliados o numero de sementes germinadas, o0 comprimento (cm) e

o volume (cm®) dos hipocétilos, como mostra a TABELA 5.

TABELA 5 - NUMERO DE SEMENTES GERMINADAS, COMPRIMENTO E VOLUME DOS
HIPOCOTILOS, A PARTIR DE TRATAMENTO COM DIFERENTES CONCENTRAGCOES DA
FRACAO E

Tratamentos Concentracédo (g/L) Germinacao Comprimento (cm) Volume (cm®)
Controle - 17,75 a 274,22 c** 0,73 b*
E | 0,5 17,50 a 319,12 ab 0,88 ab
E | 1,0 16,75 a 326,41 ab 0,87 ab
E | 1,5 15,75 a 311,10b 0,97 a
E | 2,0 16,75 a 325,42 ab 0,93 a
Produto comercial 1,0 16,50 a 346,64 a 0,92 ab
(A. nodosum)
CV (%) - 10,38 4,92 9,94

As letras nas colunas indicam diferencas de 1% (**) e 5% (*) de probabilidade pelo teste de Tukey.

Observa-se que nao houve diferenca estatistica entre as amostras, o
controle (dgua) e o produto comercial em relacio ao numero de sementes
germinadas, indicando que a germinacdo nao € afetada pela aplicacdo de extratos
bioestimulantes.

Ja em relacdo ao comprimento dos hipocotilos, todas as concentracdes de E
mostraram efeito promotor do crescimento vegetal, e as concentracdes 0,5, 1,0 e 2,0
g/L tem efeito estatisticamente igual ao do produto comercial.

Além disto, o efeito da fragdo E no volume dos hipocotilos foi marcadamente
maior, especialmente as concentracbes 1,5 e 2,0 g/L, que excederam

estatisticamente o efeito do produto comercial.
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Uma das possibilidades para o efeito bioestimulante é a presenca de
reguladores do crescimento vegetal (PGR), tais como moléculas com atividade
parecida com a dos horménios vegetais citocinina e auxina, além de outras
substancias orgéanicas nao identificadas, como descrito por STIRK et al. (2002),
ORDOG et al. (2004a) e MOLNAR e ORDOG (2005). E interessante ressaltar que o
estimulo do crescimento vegetal ocorreu quando as sementes foram tratadas com
moléculas de baixa massa molecular (fracdo E), enquanto o tratamento com o
polissacarideo (fracdo Pak) nao foi efetivo. Os produtos comerciais a base de
macroalgas possuem VAarios compostos, tais como polissacarideos (laminarana,
alginatos, fucoidanas), minerais, oligoelementos, hormonios de crescimento
(citocininas, auxinas, betainas, giberelinas), esterois, taninos, proteinas, entre
outros. Muitos destes compostos ndo tém seu modo de acdo bem descrito, e por
isso acredita-se que atuem em sinergia (KHAN et al., 2009; CRAIGIE, 2011).

As fracdes E e Pak foram submetidas a técnicas de purificacdo, andlises
espectrométricas e espectroscopicas, a fim de determinar a estrutura quimica fina,
com destaque para a fracdo E que apresentou um bom efeito promotor do

crescimento vegetal.

4.4 CARACTERIZACAO QUIMICA FINA DAS FRACOES OBTIDAS

4.4.1 Caracteriza¢do Quimica da Fracéo E

De acordo com os resultados de composicdo monossacaridica, a fracao E
apresentou galactose (75%), glucose (18%) e manose (6%) como constituintes. O
espectro de RMN de *3C da fracéo bruta E (FIGURA 8) mostra dois sinais principais
na regido anomérica em 102,9 ppm e 98,2 ppm, sugerindo a presenca de agucares
com anomericidade B e a, respectivamente. Os sinais entre 76 ppm e 50 ppm séo
referentes aos demais carbonos dos monossacarideos. Em 61,3 ppm sugere-se a
presenca de C-6 livre de unidades monossacaridicas. Outros sinais de menor
intensidade foram observados na regiao de 29 a 15 ppm, que podem ser referentes

a outros componentes do extrato, tais como aminoacidos.
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FIGURA 8 - ESPECTRO DE RMN DE ¥C DA FRACAO E. TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,0.
* SINAL REFERENTE AO PADRAO INTERNO: ACETONA.

A fracdo E foi submetida a cromatografia de exclusdo em Bio-Gel P-2 para
facilitar a caracterizacdo quimica de seus componentes. Foi aplicado na coluna 100
mg da fracdo E dissolvida em 1 mL de agua destilada. A separacao foi monitorada
por dosagem de carboidratos (DUBOIS et al.,, 1956), proteinas por leitura em
espectrofotometro UV (280 nm), e por CCD (FIGURAS 9 e 10). Foram identificadas
6 subfracdes, denominadas E1, E2, E3, E4, E5 e E6.

—®-Carboidratos (490 nm)

E3 Proteinas (280 nm)
2,5 -

El E2 E4 ES E6

IAA
| |
o 1(‘);3 1‘20 140 1

Absorbancia
<
o

&

A
.

60 180 200

O l——_ PR

0 20 40 60 80

Volume de elui¢do (mL)

FIGURA 9 - PERFIL DE ELUICAO DA FRACAO E POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO EM
BIO-GEL P-2
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FIGURA 10 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA FRACAO E, E DAS SUBFRACOES E1 A
E6. FASE MOVEL: ACETATO DE ETILA : ETANOL : AGUA (3:2:1). REVELADOR: ORCINOL

O material recuperado da coluna rendeu aproximadamente 70,1 mg, dentre
estes E1 representa 13,8%, E2 25%, E3 21,3%, E4 14,8%, E5 19,8%, e E6 5,1%. A
determinacao da estrutura quimica dos compostos E2, E3, E4, E5 e EG6 foi realizada
através de experimentos de RMN unidimensionais (RMN de *H, **C e *C-DEPT) e
bidimensionais (COSY, TOCSY, HSQC e HMBC).
A FIGURA 11 mostra a regido anomérica dos espectros de *H das fracdes
E, E2, E3, E4, E5 e E6. Inicialmente pode-se observar que os sinais anoméricos das
subfracdes estdo presentes no extrato E, de acordo com os rendimentos em relacéo
a E. Na subfracdo E2 é observado apenas um sinal em 4,89 ppm, cuja constante de
acoplamento é 3,7 Hz, sugerindo anomericidade a. A subfracdo E3 € bem
semelhante a E2 (4,88 ppm, J;» = 3,6 Hz), sugerindo também anomericidade a. Ja a
subfracdo E4 apresentou dois sinais, em 4,42 ppm com J;, = 7,9 Hz e 4,98 ppm
com Ji;, = 2,9 Hz, sugerindo anomericidade 3 e a. A subfracdo E5 apresentou
apenas um sinal em 4,40 ppm, com constante de acoplamento de 7,7 Hz, sugerindo
anomericidade 3. A separacao por Bio-Gel P-2 foi eficiente, visto que as subfracoes
E2 e E3 concentraram um pico somente, a subfracdo E4 apresentou dois picos, E5
apresentou majoritariamente um pico com deslocamento diferente de E4, e a
subfracdo E6 que corresponde a apenas 5% de E, aparece discretamente no

espectro do extrato E.
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FIGURA 11 — REGIAO ANOMERICA DOS ESPECTROS DE 'H DA FRACAO E, E SUBFRACOES
E2 A E6. TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,O

4.4.1.1 Subfracdo E2

O espectro de HSQC da subfracdo E2 (FIGURA 12), que correlaciona
carbonos e hidrogénios em uma molécula, permitiu a identificacdo do carbono e
do hidrogénio anomérico (C-1'/H-1"), em 98,2 e 4,89 ppm respectivamente. Em
seguida foi realizada uma analise de COSY, que mostra as correlacdes entre os
hidrogénios vizinhos da molécula (FIGURA 13). A linha diagonal principal refere-
se & sobreposicdo dos espectros de 'H, e & sua volta estdo as correlacées.
Partindo do sinal referente ao H-1" determinado por HSQC, foi possivel observar
as correlagcdes H-1'/H-2’ (4,89/3,57 ppm), H-2’/H-3’ (3,57/3,72 ppm), H-3'/H-4’
(3,72/3,26 ppm), H-4’/H-5" (3,26/4,06 ppm), H-5’/H-6a’ (4,06/3,37 ppm), e H-
6a’/H-6b’ (3,37/3,06 ppm), sugerindo pelo perfil de correlacbes, a presenca de

uma hexose.
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FIGURA 12 - ESPECTRO DE HSQC DA SUBFRACAO E2, COM DESTAQUE PARA A REGIAO
ANOMERICA. TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,O
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FIGURA 13 - ESPECTRO DE COSY DA SUBFRACAO E2. TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,O
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A partir destes resultados, foi realizado um espectro de TOCSY, que
permite a visualizag@o das correlagdes entre todos os hidrogénios de uma molécula.
Em um estudo realizado por GHEYSEN et al. (2008) foi proposto que o experimento
de TOCSY permite diferenciar trés monossacarideos comuns: glucose, galactose e
manose, de acordo com a configuracdo de cada monossacarideo. Desta forma,
guando observam-se 6 correlagbes no espectro, sugere-se a presenca de uma
hexose com configuracdo do tipo gluco, tal qual foi observado neste trabalho
(FIGURA 14). As correlacdes totais entre os hidrogénios foram determinadas como
se segue: H-1'/H-2’ (4,89/3,57 ppm), H-1/H-3’ (4,89/3,72 ppm), H-1’/H-4’ (4,89/3,26
ppm), H-1'/H-5’ (4,89/4,06 ppm), H-1’/H-6a’ (4,89/3,37 ppm) e H-1'/H-6b’ (4,89/3,06

H,/Hs, Hji/Hg,

gy k"
Hy Hi/Hs  H{H; HyH,  H{/H, 50

5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 34 3.2 3.0 ppm

-4.8

FIGURA 14 — REGIAO ANOMERICA DO ESPECTRO DE TOCSY DA SUBFRAGCAO E2.
TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,O

A partir dos sinais de hidrogénio identificados nos espectros de COSY e
TOCSY, foi possivel encontrar os deslocamentos quimicos dos carbonos C-2’ a C-6’
no espectro de HSQC (FIGURA 17). Observando o espectro de *C da subfracdo E2
(FIGURA 15), foi atribuido o sinal em 98,2 ppm ao C-1’, os sinais em 71,4, 73,0, 72,5
e 68,1 ppm referentes ao C-2’, C-3’, C-4’ e C-5’, e o sinal em 52 ppm foi atribuido ao
C-6’ de unidades de sulfoquinovose, um acgucar de configuragcao idéntica a 6-desoxi-
glucose, entretanto possui a hidroxila do C-6’ substituida por um grupo sulfonato
(ROY e HEWLLINS, 1998; LIPTAK et al., 2004). Além destes sinais, observam-se

outros 3 sinais que foram atribuidos a uma unidade de glicerol.
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FIGURA 15 - ESPECTRO DE RMN DE “C DA SUBFRACAO E2. TEMPERATURA: 50°C.
SOLVENTE: D,O

Através das andlises de **C-DEPT, foi possivel confirmar a presenca de 3
grupos metilénicos (CHy), sendo um deles referente ao C-6° do residuo de
sulfoquinovose, e os demais referentes ao C-1 e C-3 da unidade de glicerol, em 68,9
e 62,8 ppm respectivamente (FIGURA 16).

o © [
[ o o
© © wn
T T T T T T T
75 70 65 60 55 50 ppm

FIGURA 16 — REGIAO (78 a 45 ppm) DO ESPECTRO DE RMN DE *C-DEPT DA SUBFRAGAO E2.
TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,0

Estes assinalamentos foram comparados com dados de literatura (ROY e
HEWLLINS, 1998) e sdo mostrados na TABELA 6, sugerindo a presenca de um

sulfoquinovosil-glicerol.
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FIGURA 17 - ESPECTRO DE HSQC DA SUBFRACAO E2. TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,0

TABELA 6 - DESLOCAMENTOS QUIMICOS (ppm) DE 'H E *C DAS SUBUNIDADES
CONSTITUINTES DA SUBFRAGAO E2

. : Constante de
Sulfoquinovosil-

Sulfoquinovosil-

Constante de

Unidade glicerol ? acopé?nmgg)to . glicerol b acozlrirT'l'ezl;to ,
H ¥c H Yc
->1)-glicerol
la/lb 3,92/3,47 68,9 J=69e104 3,78/3,27 68,8 J=10,4e 10,7
2 3,97 70,9 nd 3,82 70,7 nd
3a/3b 3,67/3,59 62,8 nd 3,563/3,43 62,5 J=124
a-D-sulfoquinovose-(1->
1 4,89 98,2 Ji1,=3,7 4,72 98,1 J1,=3,8
2 3,57 71,4 nd 3,42 71,3 nd
3 3,72 73,0 nd 3,57 72,8 J=9,5
4 3,26 72,5 J=95 3,19 72,3 J=9/4
5 4,06 68,1 nd 3,89 68,0 J=9,8
Jss=1,8e 14,8 J=146e9,8
6a’/6b’ 3,37/3,06 52,1 Jeg=9,6Hze 3,22/290 51,9

14,8

2 Presente estudo. Solvente utilizado: D,O
® ROY e HEWLINS (1998). Solvente utilizado: D,O

nd: ndo determinado.
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A fim de confirmar se o glicerol estava ou ndo ligado a sulfoquinovose, foi
realizado um experimento de HMBC, que mostra as correlagdes entre hidrogénios e
carbonos com até 3 ligacdes de distancia. Neste experimento, foi possivel observar
a correlacdo entre o H-1 da unidade de glicerol e o carbono anomérico da
sulfoquinovose (H-1/C-1’), em 3,47 e 98,2 ppm. Desta forma, a sulfoquinovose deve

estar ligada ao C-1 do glicerol, sugerindo uma estrutura conforme a FIGURA 18.

11 ‘ H1
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”‘\"-'»‘I}L MM 'L)'«l'lulgl‘ux L _ /Ux"f\ _ ppm
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‘ g : 92
H 9
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FIGURA 18 - ESPECTRO DE HMBC DA SUBFRAGCAO E2, COM DESTAQUE PARA A
CORRELACAO C;'/H;. TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,0O

A analise de espectrometria de massas (ESI-MS), realizada em modo
negativo, confirmou a massa desse composto onde o ion molecular de m/z 317 [M-
H] corresponde a massa do sulfoquinovosil-glicerol, e o ion secundario de m/z 225

[M-H] corresponde a massa do fragmento de sulfoquinovose (FIGURA 19).
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FIGURA 19 - ESPECTROS DE ESI-MS EM MODO NEGATIVO DO [ON PRINCIPAL
SULFOQUINOVOSIL-GLICEROL (A) E DO {ON FILHO CORRESPONDENTE AO FRAGMENTO DE
SULFOQUINOVOSE (B)

Os dados de RMN e ESI-MS, juntamente com a comparagdo com O0S
dados de literatura indicam que a subfracdo E2 corresponde a uma 6-sulfo-a-b-
quinovopiranose-(1->1)-glicerol (FIGURA 20).
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FIGURA 20 - ESTRUTURA PROPOSTA PARA A SUBFRACAO E2: 6-SULFO-a-D-

QUINOVOPIRANOSE-(1->1)-GLICEROL.
(Nomenclatura: os carbonos da unidade de agucar sdo seguidos de um apdstrofo).

O glicosideo encontrado neste trabalho faz parte da composicdo de um
dos trés principais glicolipideos encontrados nas membranas dos cloroplastos, o
sulfoquinovosildiacilglicerol (SQDG). A descoberta dos sulfolipideos foi realizada
pelo grupo de pesquisa de Benson em meados dos anos 1960, quando estudaram
as membranas de cloroplastos das microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp
(BENSON, DANIEL e WISER, 1959; SHIBUYA e BENSON, 1961; DANIEL et al.,
1961; MIYANO e BENSON, 1962a, 1962b). A partir de entdo, outros estudos foram
realizados e os sulfolipideos j& foram descritos em macroalgas e vegetais
superiores, e também ja foi isolado no micro-organismo ndo fotossintetizante
Rhizobium (SON, 1990; RASTRELLI et al., 1997; WANG e HOLLINGSWORTH,
1998). Em todos estes trabalhos, o glicosideo sulfoquinovosil-glicerol foi obtido a
partir de hidrélise alcalina dos sulfolipideos, exceto o grupo de Benson, que
encontrou uma alta concentracdo dos glicosideos deacilados, tal como € descrito
neste trabalho.

Comparando-se a subfracdo E3 com E2, observa-se que sdo muito
semelhantes em varios aspectos. O perfil semelhante de corrida na CCD (FIGURA
10) e o espectro de 'H de ambas as subfracdes sugere que E3 apresenta

sulfoquinovosil-glicerol em sua composicao (FIGURA 21).



45

[ T

(B)

s

[ I I T I T I I T T I T I I

5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 28 ppm

FIGURA 21 - ESPECTROS DE 'H DAS SUBFRACOES E2 (A) E E3 (B). TEMPERATURA: 50°C.
SOLVENTE: D,O

4.4.1.2 Subfracdo E4

O espectro de HSQC da subfracdo E4 (FIGURA 22) permitiu a
identificacdo de duas correlacées anoméricas, em 98,3 e 4,98 ppm (C-1"/H-1") e
em 103,0 e 4,42 ppm (C-1’/H-1’), sugerindo de acordo com os valores de
constante de acoplamento (J1.) de 2,9 Hz e 7,9 Hz anomericidade a e f3,

respectivamente.
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FIGURA 22 - ESPECTRO DE HSQC DA SUBFRACAO E4, COM DESTAQUE PARA A REGIAO
ANOMERICA. TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,O

Partindo dos sinais de hidrogénio anomeérico determinados no HSQC,
foi realizada a andlise de TOCSY (FIGURA 23), que permitiu a identificacdo de 3
correlacBes para cada unidade de acucar, perfil caracteristico de configuracdo
do tipo galacto (GHEYSEN et al.,, 2008). A unidade de galactose de
anomericidade a apresentou as correlacdes H-1"/H-4” em 4,98/3,98 ppm, H-
1”/H-3” em 4,98/3,86 ppm, e H-1"/H-2” em 4,98/3,83 ppm. A unidade de
galactose de anomericidade B apresentou as correlacdes H-1/H-4" em 4,42/3,98
ppm, H-1/H-3’ em 4,42/3,67 ppm, e H-1'/H-2’ em 4,42/3,56 ppm. Além disto, a

composicdo monossacaridica do extrato E mostrou 76% de galactose.
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FIGURA 23 — REGIAO ANOMERICA DO ESPECTRO DE TOCSY DA SUBFRAGAO Ea4.
TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,O

Uma vez assinalados os hidrogénios através do espectro de TOCSY,
foram determinados os deslocamentos quimicos dos demais carbonos a partir do
espectro de HSQC. O espectro de DEPT-135 (FIGURA 25) permitiu assinalar os
carbonos metilénicos, e desta forma encontrar os respectivos hidrogénios no
espectro de HSQC (TABELA 7 e FIGURA 26). O espectro de *C (FIGURA 24)
mostrou 2 sinais ha regido anomérica, previamente atribuidos aos C-1’ das unidades
de galactose B e a, em 103,0 e 98,3 ppm. Na regido entre 75 e 65 ppm foram
atribuidos os sinais referentes aos carbonos dos anéis de monossacarideo C-2 a C-
5. Além disso, em 61,2 e 66,5 ppm sdo observados os sinais referentes aos C-6 livre
e ligado das unidades de galactose, respectivamente, sugerindo que estas unidades
estejam ligadas. Além destes sinais, observam-se outros 3 sinais em 70,9, 62,5 e

70,8 ppm, referentes aos carbonos de uma unidade de glicerol.

103.0
98.3

— I e e s B e B i s e ) B s s w |

100 95 90 85 80 75 70 65 60 ppm

FIGURA 24 - ESPECTRO DE RMN DE “C DA SUBFRACAO E4. TEMPERATURA: 50°C.
SOLVENTE: D,O
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Através das anélises de *C-DEPT (FIGURA 25), foi possivel confirmar a
presenca de 4 grupos metilénicos (CH,), que apresentaram-se em fase negativa. Um
deles é referente ao C-6’ da unidade de B-galactose (66,5 ppm), um referente ao C-
6” da unidade de a-galactose (61,2 ppm), e outros dois foram atribuidos ao C-1 e C-

3 da unidade de glicerol, em 70,9 e 62,5 ppm respectivamente.
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FIGURA 25 - ESPECTRO DE RMN DE “*C-DEPT DA SUBFRACAO E4. TEMPERATURA: 50°C.

SOLVENTE: D,0
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FIGURA 26 - ESPECTRO DE HSQC DA SUBFRACAO E4. TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,0
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Baseado principalmente nas comparacdes entre os sinais de 'H obtidos
por SASSAKI et al. (1999) e os assinalamentos da subfracdo E4, que sdo muito
semelhantes, sugere-se que esta subfracdo seja constituida majoritariamente pelo
glicosideo a-p-galactopiranose-(1->6)-B-p-galactopiranose-(1->1)-glicerol (FIGURA
28, TABELA 7). Embora o composto identificado seja majoritario nesta subfracdo, os
espectros de RMN de *3C, DEPT-135 e HSQC (FIGURAS 24, 25 e 26) mostram que
esta subfracdo ndo esta totalmente pura, devido a presenca de outros

assinalamentos ndo correspondentes ao composto sugerido.

TABELA 7 - DESLOCAMENTOS QUIMICOS (ppm) DE *H E **C DA SUBFRAGAO E4

Unidade Digf:actosil-glicirzl @ Digalzl::tosil-glicirzl b
->1)-glicerol

la/lb 3,87/3,78 70,9 3,8/3,7 72,4

2 3,95 70,8 3,9 71,8

3a/3b 3,66/3,61 62,5 3,6/3,6 64,0

—-6)-B-D-galactopiranose-(1->

1 4,42 103,0 4,4 104,5

2 3,56 70,8 3,5 72,3

3 3,67 72,8 3,6 70,2

4 3,98 68,8 3,9 70,2

5 3,89 73,0 3,9 74,2

6a’/6b’ 3,91/3,73 66,5 3,9/3,7 67,9

a-D-galactopiranose-(1->

1” 4,98 98,3 5,0 99,7

27 3,83 68,3 3,8 69,8

3” 3,86 69,3 3,8 71,0

4 3,98 68,8 4,0 70,8

5” 3,67 70,8 3,7 72,5

6a”/6b” 3,75/3,75 61,2 3,7/3,7 62,7

% presente estudo. Solvente utilizado: D,0O.
® SASSAKI et al., 1999. Solvente utilizado: CDCl3:CD;OD (3:1).

A subfracdo E4 foi analisada por ESI-MS em modo positivo, gerando um
espectro com jon principal de m/z 439 [M+Na]", que corresponde a razdo m/z do
digalactosil-glicerol na forma de Na* (FIGURA 27).
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FIGURA 27 - ESPECTRO DE ESI-MS EM MODO POSITIVO DO iON PRINCIPAL DIGALACTOSIL-

GLICEROL

Os dados de RMN e ESI-MS, juntamente com a comparagdo com 0S
dados de literatura indicam que a subfracdo E4 corresponde a uma a-D-

galactopiranose-(1->6)--p-galactopiranose-(1-> 1)-glicerol (FIGURA 28).
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FIGURA 28 - ESTRUTURA PROPOSTA PARA SUBFRACAO E4: a-D-GALACTOPIRANOSE-(1->6)-
B-D-GALACTOPIRANOSE-(1>1)-GLICEROL.

(Nomenclatura: os carbonos da unidade de acUcar mais préxima do glicerol sdo seguidos de um
apostrofo, e os carbonos da unidade de acuUcar mais distante do glicerol sdo seguidos de dois
apostrofos).

O glicosideo encontrado neste trabalho também faz parte da composicao
dos glicolipideos, neste caso o digalactosildiacilglicerol (DGDG), um dos trés

principais glicosideos constituintes da membrana dos cloroplastos. A descoberta dos
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glicolipideos foi realizada por CARTER, MCCLUER e SLIFER (1956) em lipideos de
farinha de trigo. Nos dois anos seguintes, o0 mesmo composto foi isolado das
macroalgas vermelhas Polysiphonia fastigiata e Corallina officinalis (WICKBERG,
1957 e 1958a), e primeiramente sintetizado por WICKBERG (1957b). Os
sulfolipideos também ja foram isolados em liquens (SASSAKI et al., 1999).
Entretanto, acredita-se que o digalactosil-glicerol n&do esterificado descrito neste

trabalho € o primeiro relato em microalgas.

4.4.1.3 Subfracédo E5

O espectro de HSQC da subfracdo E4 (FIGURA 29) permitiu a
identificacdo de uma correlacdo anomérica em 103,1 e 4,40 ppm (C-1’/H-1’), e a

constante de acoplamento J;, de 7,7 Hz sugere a presenca de um agucar de
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FIGURA 29 - ESPECTRO DE HSQC DA SUBFRACAO E5, COM DESTAQUE PARA A REGIAO
ANOMERICA. TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,O

A partir da determinacdo do sinal referente ao hidrogénio anomérico
pelo HSQC, foi realizada a analise de TOCSY (FIGURA 30) que permitiu a
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identificacdo de 3 correlagdes, perfil caracteristico de configuracdo do tipo
galacto (GHEYSEN et al., 2008). A unidade apresentou as correlacdes H-1'/H-4’
em 4,40/3,92 ppm, H-1'/H-3’ em 4,40/3,63 ppm, e H-1'/H-2" em 4,40/3,54 ppm.

Além disto, a composicdo monossacaridica do extrato E mostrou 76% de

o b

4.3

galactose.

T H, H,H, H,MHs; H,H, 45
5

T T T T T T T T

.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 34 3.2 3.0 ppm

FIGURA 30 - REGIAO ANOMERICA DO ESPECTRO DE TOCSY DA SUBFRAGAO ES5.
TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,0O

A partir dos assinalamentos dos hidrogénios, foi possivel determinar os
deslocamentos quimicos dos demais carbonos através do espectro de HSQC
(FIGURA 33). O espectro de *C da subfragéo E5 (FIGURA 31) mostrou um sinal na
regido anomérica atribuidos aos C-1' da unidade de galactose, em 103,1 ppm. Na
regido entre 76 e 65 ppm foram atribuidos os sinais referentes aos carbonos do anel
C-2’ a C-5. O sinal de C-6’ livre pode ser facilmente identificado em 61 ppm. Além
destes, observam-se outros 3 sinais em 70,9, 62,5 e 70,8 ppm, referentes aos
carbonos de uma unidade de glicerol. Outros sinais de menor intensidade, em 62,7
ppm e 58,7 ppm no espectro de **C indicam que a subfracdo ndo esta totalmente

pura.
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FIGURA 31 - ESPECTRO DE RMN DE “C DA SUBFRACAO E5. TEMPERATURA: 50°C.
SOLVENTE: D,O

Através das anélises de *C-DEPT (FIGURA 32), foi possivel confirmar a
presenca de 3 grupos metilénicos (CH,), que apresentaram-se em fase negativa. Um
deles é referente ao C-6’ da unidade de B-galactose (61 ppm), e 0os outros dois

foram atribuidos ao C-1 e C-3 da unidade de glicerol, em 70,8 e 62,6 ppm

respectivamente.
® © S
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|
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FIGURA 32 - ESPECTRO DE RMN DE *C-DEPT DA SUBFRACAO E5. TEMPERATURA: 50°C.
SOLVENTE: D,O
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FIGURA 33 - ESPECTRO DE HSQC DA SUBFRAGCAO E5. TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,O

Foi realizado um experimento de HMBC a fim de confirmar a ligagéo entre
glicerol e galactose. Foi possivel observar duas correlacdes entre o H-1a e o H-1b
da unidade de glicerol com o C-1’ da unidade de galactose (3,76/98,2 ppm e
3,89/98,2 ppm), os quais indicam a ligacédo entre as duas unidades (FIGURA 34).
Além disso, foram observadas mais duas correlagdes em 3,68/98,2 ppm e 3,54/98,2

ppm referentes ao H-5’ e H-2' e 0 C-1’ do agucar.
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FIGURA 34 - ESPECTRO DE HMBC DA SUBFRAGCAO E5, COM DESTAQUE PARA A
CORRELACAO C;'/H;. TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,0

Esses assinalamentos foram comparados com os dados de literatura
(SASSAKI et al., 1999) e sao apresentados na TABELA 8, sugerindo a presenca de
um monogalactosil-glicerol. Os dados de RMN sédo semelhantes aos encontrados
por RUBERTO e TRINGALI (2004), que estudou os metabdlitos secundarios de
folhas de arbusto Feijoa sellowiana, no qual a B-p-galactopiranose-(1->1)-glicerol foi
obtida através de hidrdlise alcalina de um galactolipideo. SASSAKI et al. (1999)
também isolaram galactolipideos de liquen e por saponificacdo obtiveram o

monogalactosil-glicerol.



56

TABELA 8 - DESLOCAMENTOS QUIMICOS (ppm) DE *H E **C DA SUBFRAGAO E5

Uridade Monogalactosil-glicerol ® Monogalactosil-glicerol Mor;?i?;lgcltcosil—
H vc H e *H Yc
->1)-glicerol

la/lb 3,76/3,89 70,8 3,7/3,7 71,2 3,7/3,9 72,0

2 3,91 70,5 3,9 69,3 3,8 72,2
3a/3b 3,65/3,60 62,6 3,6/3,6 63,0 3,6/3,5 64,1

-D-galactopiranose-(1>

1 4,40 103,2 4,3 104,0 4,2 105,3

2 3,54 71,0 3,6 73,7 3,5 72,6

3 3,63 73,0 3,5 71,2 3,5 74,9

4 3,92 68,8 3,8 71,5 3,8 70,3

5 3,68 75,2 3,6 75,7 3,5 76,8
6a’/6b’ 3,78/3,76 61,0 3,7/3,7 61,5 3,7/3,6 62,5

% presente estudo. Solvente utilizado: D,0.
® SASSAKI et al., 1999. Solvente utilizado: CDCl;-CD;0D (3:1).
° RUBERTO e TRINGALLI, 2004. Solvente utilizado: CD;0D.

A subfracdo E5 foi analisada por ESI-MS em modo negativo, gerando um

espectro com ion principal de m/z 253 [M-H], que corresponde a razdo m/z do

monogalactosil-glicerol desprotonado (FIGURA 35).
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Baseado nas andlises dos espectros obtidos, juntamente com dados de
comparacao na literatura (SASSAKI et al.,, 1999; RUBERTO e TRINGALI, 2004),
observa-se que os sinais de ‘H principalmente, sdo muito semelhantes aos ja
descritos para o glicosideo B-p-galactopiranose-(1->1)-glicerol (FIGURA 36).

O glicosideo encontrado neste trabalho também faz parte da composicao
dos glicolipideos, que neste caso corresponde ao monogalactosilglicerol (MGDG),
um dos trés principais glicolipideos constituintes da membrana dos cloroplastos. O
MGDG foi primeiramente isolado por CARTER, MCCLUER e SLIFER (1956) em
farinha de trigo, e primeiramente sintetizado por WICKBERG em 1958.

OH
HO
0
1
HO O
OH OH

OH

FIGURA 36 - ESTRUTURA PROPOSTA PARA SUBFRACAO E5: B-D-GALACTOPIRANOSE-(1->1)-
GLICEROL

4.4.1.4 Subfracédo E6

A subfracdo E6 foi a ultima a ser eluida da coluna de Bio-Gel P-2. Sua
caracterizacdo quimica foi feita através de andlises de RMN de 'H e HSQC.
Analisando o espectro de *H (FIGURA 37), podem ser observados principalmente 4
sinais na regido anomérica, os quais foram identificados segundo a sua constante de
acoplamento (J). Da esquerda para a direita, a sequencia é 5,22 ppm com J;» = 3,7
Hz, 5,17 ppm com J;, = 1,6 Hz, 4,88 ppm com Ji, = 1,0 Hz e 4,63 ppm com J;, =
7,7 Hz. Devido a ser a ultima subfracdo a ser eluida da coluna, sugere-se que a
massa dos seus componentes seja menor ainda do que a massa da subfracdo E5.

Portanto, sugeriu-se inicialmente a presen¢a de monossacarideos redutores.
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Foi entéo realizada uma CCD (FIGURA 38) comparando os padrbes puros
de monossacarideos L-ramnose, D-manose, D-galactose e bp-glucose com a
subfracéo E6, e de acordo com os valores de Rf (Rf man = 0,48; Rf gc = 0,42; Rf g6 =

0,45) foi possivel sugerir a presenca de b-manose e b-glucose.

Ji2=16Hz Ji2=77Hz
Ji12=3,7Hz / Ji2=1,0Hz ‘ il
I \
I T I | T 1
5.0 4.5 4.0 3.5 ppm

FIGURA 37 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA SUBFRACAO E6. TEMPERATURA: 50°C.
SOLVENTE: D,O

- - " - > A

Rha Man Gal Glc E6 T

FIGURA 38 - CCD DE PADROES DOS MONOSSACARIDEOS L-RAMNOSE, D-MANOSE, D-
GALACTOSE E b-GLUCOSE COM A SUBFRACAO E6. T: TODOS OS PADROES (L-RAMNOSE, D-
MANOSE, D-GALACTOSE E D-GLUCOSE). FASE MOVEL: ACETATO DE ETILA : ETANOL : AGUA
(3:2:1). REVELADOR: ORCINOL.

Para a p-manose, que tem um H-2 em posicdo equatorial, os valores
tipicos de J;, sdo 1,6 Hz para acoplamento diequatorial (configuragéo a) e 0,8 Hz
para acoplamento axial-equatorial (configuragéo B) (BUBB, 2003). Na FIGURA 37,
as configuragdes a e B da p-manose foram confirmadas pelos valores de Ji1, = 1,6
Hz e J;, = 1,0, respectivamente.

A presenca dos dois monossacarideos foi confirmada pelo experimento de
HSQC (FIGURA 39), que permitiu correlacionar os sinais de hidrogénio e carbono

(CASPER, 2013). Os sinais referentes aos carbonos estdo de acordo com BOCK e
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PEDERSEN (1983). As estruturas dos monossacarideos identificados sé&o
mostradas na FIGURA 40.
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FIGURA 39 - ESPECTRO DE HSQC DA SUBFRAGAO E6. A: a-D-GLUCOSE, B: B-D-GLUCOSE, C:
a-D-MANOSE, D: B-D-MANOSE. TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE: D,0

Além das correlacfes assinaladas, pode-se observar a presenca de outras
correlagdes mais intensas, as quais ndo foram identificadas. Tais correlagbes (em
81,7/3,82 ppm; 64,3/4,04/4,0 ppm; 65,0/3,70 ppm, 65,0/3,57 ppm, 63,8/3,57 ppm)

podem ser referentes a impurezas.

(A) (B)
OH OH
HO 0 HO 0
HO HO OH
OH OH
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HO OH
OH

FIGURA 40 - ESTRUTURA DOS MONOSSACARIDEOS a-p-GLUCOSE (A), B-D-GLUCOSE (B), a-D-
MANOSE (C) e B-D-MANOSE (D)
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4.4.1.5 Panorama geral — Extrato E

Em um breve resumo do que foi apresentado até o momento, conclui-se
que as subfracdes E2, E3, E4 e E5 constituem cerca de 80% do extrato E. Os
glicosideos isolados sdo constituintes dos trés principais glicolipideos de
membrana dos cloroplastos: 0 monogalactosildiacilglicerol (MGDG), o
digalactosildiacilglicerol (DGDG) e o sulfoquinovosildiacilglicerol (SQDG). Juntos,
os glicolipideos correspondem a aproximadamente 90% dos lipideos de
membrana dos cloroplastos (SHIMOJIMA, 2011; SHAIKH et al., 2013).

Entretanto, as subfracées foram isoladas na forma ndo esterificada, e
sdo necessarios estudos para determinar a funcdo deste tipo de molécula nas
microalgas. Além disto, outra perspectiva é levantada: determinar se essas
estruturas realmente sdo as responsaveis pela atividade bioestimulante vegetal
do extrato, ja que constituem 80% do total, e se atuam isoladamente ou em

conjunto.

4.4.2 Caracterizacdo Quimica da Fracado Pak

A fracdo Pak, obtida a partir de extracdo alcalina com NaOH 0,5 M, foi
analisada em relacdo a sua homogeneidade, e apresentou um perfil polidisperso e
heterogéneo (FIGURA 41). Entre 35 e 40 minutos, foi identificado um composto de
alta massa molecular pelo detector de espalhamento de luz, porém em pequena
concentracdo (detector de indice de refracdo). Outro composto de alta massa
molecular foi identificado pelo detector de espalhamento de luz e também pelo de
indice de refracdo, entre 45 e 60 minutos, indicando que esta em maior
concentracdo. Apos 60 min, compostos de baixa massa molecular foram
identificados em um conjunto de picos heterogéneos pelo detector de indice de

refracao.
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FIGURA 41 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC-MALLS-RID DA FRACAO Pak

Através das analises de composicdo monossacaridica da fracdo Pak
(TABELA 3 - pagina 30), observou-se predominancia do monossacarideo glucose,
cerca de 88%, sugerindo fortemente a presenc¢a de uma glucana.

O espectro de ¥C da fracdo Pak apresenta um sinal em 99,6 ppm
caracteristico de anomericidade a. O deslocamento quimico em 77,2 ppm
corresponde ao C-4 de unidades de glucose em ligagéo a-(1->4), enquanto 0s sinais
referentes aos outros carbonos do anel, C-2, C-3 e C-5, aparecem em 71,7 ppm,
73,3 ppm e 71,2 ppm. Em 60,5 ppm estd o sinal do C-6 livre das unidades
monossacaridicas (RI1ZZl, 2010; MACHADO, 2011) (FIGURA 42).

Os assinalamentos da fracdo Pak, em conjunto com os dados de
composicdo monossacaridica na qual had 88% de glucose, indicam a presenca de
uma a-glucana (1->4) ligada (amilose), polissacarideo linear de reserva de algas
(FIGURA 43).

Os assinalamentos assemelham-se aos encontrados em extratos da
microalga verde Tetraselmis gracilis (Chlorophyta) e da microalga vermelha
Porphyridium cruentum (Rodophyta) (R1ZZI, 2010; MACHADO, 2011). Os espectros
de RMN obtidos por RIZZI (2010) e MACHADO (2011) permitem visualizar outros

sinais de menor intensidade referentes a ramificacdes, o0 que caracteriza o polimero
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como uma amilopectina. O espectro de 'C da fracdo Pak ndo permitiu o
assinalamento destes carbonos caracteristicos de ramificagcdo devido a baixa
resolucdo do espectro. Porém, ndo é descartada a possibilidade de que estes
assinalamentos estejam presentes. Outros solventes ou até o aumento da
temperatura de andlise poderiam ser testados a fim de confirmar a presenca ou
auséncia de ramificagéo.

A amilose também estd presente em extratos alcalinos da biomassa do
fotobionte Trebouxia sp. (CORDEIRO et al.,, 2003, CORDEIRO et al., 2005), e
compde o principal polissacarideo extracelular da microalga Dunaliella tertiolecta
(GOO et al., 2013). Os assinalamentos quimicos em comparacao com a literatura

estdo organizados na TABELA 9.
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FIGURA 42 - ESPECTRO DE RMN DE **C DA FRACAO Pak. TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE:
D,O

TABELA 9 - DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE **C (ppm) DA FRAGAO Pak

a-glucana a-glucana a-glucana a-glucana a-glucana
b c d

Unidade )
(1>4)ligada® (1>4)ligada (1>4)ligada (1>4)ligada (1>4) Iigadae

-2>4)-a-D-Glcp-(1>

C-1 99,6 99,7 99,7 99,9 99,6
C-2 | 71,7 71,7 71,6 71,9 715
C-3 | 73,3 73,4 73,4 73,1 73,3
C-4 | 77,2 77,4 77,3 78,8 76,8
C-5 | 71,2 71,3 71,3 71,5 71,2
C-6 | 60,5 60,7 60,6 60,5 60,4

2 Presente estudo. Solvente utilizado: D,O

®RIZZI, 2010. Solvente utilizado: D,O.

° MACHADO, 2011. Solvente utilizado: D,O.

4 CORDEIRO et al., 2003. Solvente utilizado: de-DMSO.
® GOO et al., 2013. Solvente utilizado: D,O.
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FIGURA 43 - ESTRUTURA PROPOSTA PARA FRAGCAO Pak: a-GLUCANA (1->4) LIGADA

4.4.3 Caracterizacdo Quimica da Fracao Pwh

A fracdo Pwh foi analisada quanto a sua homogeneidade (FIGURA 44), e
apresentou um perfil heterogéneo, como pode ser observado na detecc¢éo por indice
de refracdo. Na regido entre 35 e 40 min, observa-se que ha presenca de um
composto de alta massa molecular (detector de espalhamento de luz), em pequena
guantidade (ndo detectado pelo indice de refracdo). Entre 50 e 70 min sé&o
observados vérios picos correspondentes a moléculas com diferentes massas
moleculares.

A fim de separar estes compostos, foi realizada uma ultrafiltracdo em
membrana de 30 kDa, e as frac6es geradas Pwh-E30 (eluida) e Pwh-R30 (retida)
apresentaram 46,1% e 30,7% de rendimento em relagdo a fracdo bruta,
respectivamente. ApGs dialise fechada contra agua MilliQ (membrana cut off de 6 a 8
kDa), a fracdo Pwh-E30 apresentou 10,5% de rendimento e a fragdo Pwh-R30
apresentou 21% de rendimento. Os perfis de eluicdo s&o apresentados na FIGURA
44,
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FIGURA 44 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC-MALLS-RID DAS FRACOES Pwh (A), Pwh-E30 (B)
e Pwh-R30 (C)
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Como pode ser observado, a tentativa de purificacao por ultrafiltracdo né&o foi
eficaz, uma vez que 0s cromatogramas permaneceram muito semelhantes ao da
fracdo bruta, no que diz respeito ao espalhamento de luz. Entretanto, pode ser
observado no cromatograma da fracdo Pwh-R30 que houve uma reducédo
significativa do tamanho dos picos detectados pelo indice de refracdo na regido de
50 a 65 min, enquanto no cromatograma da fracdo Pwh-E30, esses picos ficaram
mais intensos quando comparados com a fracao bruta.

Outros tratamentos poderiam ser aplicados para a purificacdo da fracéo
Pwh. O rendimento de Pwh-E30 e Pwh-R30 foi muito baixo, por isso ndo foi possivel
prosseguir as analises com estas fragfes. Entretanto, foi realizada a analise de RMN
de '3C da frac&o bruta Pwh, que sera discutido a seguir.

A andlise de composicdo monossacaridica (TABELA 3, pagina 30)
apresentou como principais constituintes dessa fracao a glucose (59%) e a manose
(21%). Na FIGURA 45 pode-se observar o espectro de RMN de **C da fracédo Pwh.
Na regido anomeérica, foi observado um sinal majoritario em 100,2 ppm. Em 60,7
ppm ha um sinal intenso que foi assinalado como pertencente a C-6 nao ligado de
hexoses (RIZZI, 2010). Na regido entre 67 e 78 ppm observam-se sinais referentes
aos carbonos do anel. Na regido de 40 a 22 ppm foram observados sinais
sugestivos de carbonos metilénicos e metilicos de cadeias laterais de aminoacidos,
corroborando com o alto teor de proteina (49,5%) dessa fracao (TABELA 3, pagina
30) (BREITMAIER e VOELTER, 1990).
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FIGURA 45 - ESPECTRO DE RMN DE **C DA FRACAO Pwh. TEMPERATURA: 50°C. SOLVENTE:
D,O

Devido a impureza e complexidade desta fracdo, é necessaria a purificacdo

para uma melhor caracterizagao estrutural dos componentes.
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5 CONCLUSOES

Os resultados das analises quimicas e espectroscopicas das subfracoes E2,
E3, E4, E5 e EB6, obtidas apés fracionamento do extrato aquoso E por cromatografia
de exclusdo em Bio-Gel P-2, sugerem que a microalga S. subspicatus possui 0s
seguintes glicosideos: 6-sulfo-a-p-quinovopiranose-a-(1->1)-glicerol (E2 e E3), a-b-
galactopiranose-(1->6)-B-p-galactopiranose-(1->1)-glicerol (E4), B-D-
galactopiranose-(1->1)-glicerol (E5). Além disso, a fracdo E6 possui 0s
monossacarideos a- e B-bD-manose e a- e B-b-glucose (E6). Acredita-se que, em
parte, estes glicosideos e monossacarideos podem estar relacionados a atividade
bioestimulante do crescimento vegetal promovida pela fracdo E, que é
estatisticamente igual ao produto comercial proveniente da macroalga Ascophyllum
nodosum. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para elucidar todos os
componentes desse extrato, e mais ensaios bioldégicos para caracterizar o
mecanismo pelo qual eles estimulam o crescimento vegetal, e também se eles
atuam em conjunto ou isoladamente.

A partir do extrato alcalino obteve-se uma a-glucana (1->4) ligada, ou
amilose, polissacarideo de reserva de algas e ja descrita para outras microalgas. A
amilose foi testada quanto a sua atividade bioestimulante vegetal, porém néao

apresentou resultado positivo.
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