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Tratamentos seguidos por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey, considerando 1% de
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1. INTRODUCAO

1.1. Diversidade quimica das macroalgas marinhas

As macroalgas da divisdo Rhodophyta sdo predominantemente marinhas com poucos
representantes de agua doce, sendo mais abundantes em ambientes costeiros tropicais, €
compdem o grupo com maior diversidade de espécies e habitos entre as macroalgas (Van de

Hoek, 1995).

Os ambientes marinhos sao extremamente dindmicos, com alteragdes diarias de marés,
influéncia de ondas, influéncia de chuvas e predominancia de correntes marinhas especificas
nas diferentes estagdes do ano. Essas varidveis expdem a comunidade de macroalgas marinhas
bentonicas a condi¢des extremas em relacdo a disponibilidade de nutrientes, pH, salinidade,

temperatura, potencial hidrico, intensidade luminosa e radiacdo ultra-violeta (figura 1)

(Lobban & Harrison, 2004).

Figura 1 - Exposicao das macroalgas a fatores abioticos, A — quantidade e qualidade da luz
(http://www.hawaii.edu/reefalgae/invasive_algae/rhodo/hypnea_musciformis.htm) acessado
05/2013; B - variagao diaria de maré (arquivo pessoal - Ponta do Seixas - PB) e C - exposi¢ao
ao dessecamento que causa alteracdes de pH, temperatura, salinidade e nutrientes
(http://european-marine-life.org/52/photo-dilsea-carnosa-icjl 1.php) acessado 07/2012.

O dinamismo e a complexidade do ambiente marinho se refletem ainda nas interagdes

bidticas (figura 2). As macroalgas representam um elo fundamental na estrutura das



comunidades marinhas, mantendo relagdes de competigdo intra e interespecificas, epifitismo,

herbivoria e parasitismo (Lobban & Harrison, 2004).

Figura 2 - Exposi¢cdo das macroalgas a fatores bidticos, A - Acrochaetium sp. epifitando uma
Gracilaria sp., B - pressao de herbivoria sobre a comunidade das macroalgas
(http://www.tamar.org.br/interna.php?cod=116) acessado 05/2014 e C - Competigdo
interespecifica (http://www.seymouraquariums.com/adding_fish_saltwater2.htm) acessado
em 06/2013.

Diversos modelos ou teorias foram elaborados e testados na tentativa de explicar o
padrao de variacdo e abundancia dos metabolitos, buscando fundamentos nas relagdes
ecologicas, nos mecanismos fisiologicos ou ainda em razdes evolutivas para explicar esta

variabilidade (Lerdau & Coley, 2008, Cronin, 2001).

Modelo de defesa otimo - Metabolitos concentrados de acordo com a importancia da

estrutura ou tecido, para o organismo;

e Balango crescimento/diferenciag¢do - Similar ao modelo anterior, no qual ¢ inferido
que regioes, do talo, diferenciadas exigem mais defesas quimicas do que as de
crescimento;

e Balango carbono/nutrientes - A limitacdo de nutrientes proporciona a existéncia de
excedente de carbono, que é convertido para vias de metabolismo secundario;

o [Estresse ambiental - Nessas condigdes a alga responde com manutencdo do

metabolismo bésico, reduzindo dessa forma a diversidade quimica;



e Disponibilidade de recursos - Oposto ao anterior, afirmando que em ambientes com
poucos recursos promovem aumento nos metabolitos de defesa, visto que a limitacao

dos recursos faz com que perda de partes da alga ndo seja prontamente recuperada.

1.2. Principais classes de metabolitos das macroalgas marinhas: funcoes ecoldgicas e

potencial biotecnolégico

A sobrevivéncia e o sucesso reprodutivo dos seres vivos estdo relacionados a
adaptagdes ao ambiente, que abrangem as suas caracteristicas fisicas e bioquimicas, como
mudancgas estruturais e produg¢do de substancias quimicas que podem ser oriundas do

metabolismo primario ou secundario (Pianka 1999).

Em geral, as vias metabolicas das algas (figura 3) sdo semelhantes as observadas nos
vegetais terrestres, sendo compostas pela sintese de 4cidos nucléicos, carboidratos,
polissacarideos e proteinas no metabolismo primario, e as vias dos isoprendides, acetogeninas

e chiquimato no metabolismo secundario (Paul & Puglisi, 2004).

Em paralelo, estudos demonstram a existencia de diferentes vias metabdlicas para as
algas em relacdo a plantas terrestres e outros organismos. Estas diferencas sdo reflexos de
caracteristicas evolutivas, fator que propicia a existéncia de compostos diferenciados em

macroalgas (Miller et al., 2012).
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Figura 3 - Vias de sintese das principais classes de metabolitos primarios e secundarios em
plantas (Maschek & Baker, 2008, modificado).

A comunidade das macroalgas responde a essa complexa interagdo de fatores com a
produ¢do de metabolitos primdrios, que compreendem grandes moléculas, por exemplo,
polissacarideos, proteinas e lipideos e também metabolitos classificados como secundarios,
por apresentarem funcionalidade menos explicita e ndo estarem diretamente envolvidos na
estruturacdo e manuten¢do de condigdes vitais. No entanto, os metabolitos secundarios podem
ser essenciais por proporcionarem respostas as extremas condi¢des ambientais (Hay, 2009,

Maschek & Baker, 2008, Harper et. al., 2001).

Além disso, o ambiente marinho apresenta ainda algumas especificidades em sua
composi¢ao quimica, produzindo reflexos significativos na ecofisiologia da macroalgas.
Dentre esses fatores destaca-se a disponibilidade de ions sulfato, o cloreto, o brometo e o
1odeto, em concentragdes de 885, 19000, 65, ¢ 0,06 mg.L'l, respectivamente (Carvalho &
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Roque, 2000). Para sobreviver em um ambiente tdo competitivo as macroalgas produzem um
nivel significativo de estruturas quimicas por meio de variadas vias metabolicas. Estes
compostos apresentam funcdes biologicas e ecoldgicas (Misurcova, 2011), que podem estar

associadas a potenciais aplicagdes biotecnologicas (Cardozo et al., 2007).

Desde a década de 1970 as investigagdes bioquimicas se concentraram em trés areas
de pesquisa: toxinas, produtos naturais e ecologia quimica Os estudos com metabolitos
derivados de organismos marinhos resultaram no isolamento de 15.000 compostos inéditos

com inumeras aplicacdes (Cardozo et al., 2007).

A pesquisa com produtos naturais continua atrativa, mesmo ap6s o desenvolvimento
da aplicagdo de processos de sintese organica, pois proporcionam a descoberta de novos

esqueletos carbonicos e grupos funcionais pouco comuns (Silva, 2009).

A diversidade de classes dos metabolitos produzidos por macroalgas, que apresentam
fungdes ecoldgicas ou para o equilibrio ecofisiolégico podem adicionalmente possuir
potencial aplicacdo em industrias alimenticias, farmacéuticas, de cosméticos e na agricultura
(Smit, 2004; Cardozo et al. 2007; Craigie, 2011). Este potencial ¢ associado as atividades
antibacteriana (Lima-Filho et al., 2002), antifungica (Machado et al., 2011), antiviral (Mendes
et al., 2012), anti-helmintica (Davyt et al., 1998) e apresentar agdo citotoxica contra

organismos marinhos (Lulhier et al., 2006) e contra células tumorais (Fuller et al., 1992).

Classe dos carboidratos

As rodoficeas marinhas possuem os carboidratos como principais produtos metabolicos.
Esses organismos produzem todos os monossacarideos derivados de aldose (5 carbonos) ou

cetose (6 carbonos) comumente encontrados em vegetais superiores.



Como compostos de reserva as macroalgas vermelhas apresentam os heterosideos
(figura 4) formados a partir de galactose e glicerol [a-D galactopiranosil-(1—2)-glicerol],
denominado de floridosideo, e seus isdmeros de posicdo D-isofloridosideo e  L-
isofloridosideo. Também pode ser encontrado o heterosideo formado por manose e 4cido
glicérico [a-D manopiranosil-(1—2)-D-glicerato], denominado digeneasideo (Carvalho &

Roque, 2004).
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Figura 4 - Estruturas quimicas de heterosideos presentes nas algas vermelhas.

Estes agucares podem estar ainda associados a outras moléculas formando o grupo dos
compostos glicosilados, que atuam com juntamente a membrana plasmadtica regulando a
fluidez, permeabilidade bem como atuando na forma de receptores ou sinalizadores

enzimaticos (Lobban & Harrison, 2004, Kovganko & Kashkan, 1999).

A presenga de polissacarideos sulfatados ¢ outra diferenca bioquimica entre
macroalgas e outros vegetais. Esse grupo de moléculas ¢ formado por unidades de 3,6-
anidrogalactose e de grupos sulfato. Essa estrutura da origem a carragenana e agar (figura 5)
localizados na matriz extracelular das algas, fornecendo resisténcia mecanica ao talo e

protecdo contra herbivoros e patogenos (Bixler & Porse, 2010, Cardozo et al., 2007).
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Figura 5 - Estruturas quimicas dos polissacarideos encontrados em Rhodophyta, a - Agar; b -
Carragenana.

Atualmente destaca-se o elevado interesse nos carboidratos de macroalgas devido ao
potencial de gelificacdo, propriedades emulsificantes e estabilizantes promoveu a intensa
investigacdo quanto a exploragdo dessas substiancias fazendo desta classe de metabolitos a
mais estudada dentre as verificados nas macroalgas (Cardozo et al., 2007). Adicionalmente,
para estas substancias, sao descritas os potenciais: antioxidante, antiviral, antitumoral e

anticoagulante (Mayer & Hamann, 2004, Smit, 2004, Mayer & Lehmann, 2001).

Classe dos Terpenoides

A origem dos metabolitos desta classe ocorre por duas diferentes vias (1) via do
mevalonato e (2) via do metileritriol fosfato. Em (1) a unido de moléculas de acetil-coenzima
A formam o acido mevalonico que por agao de enzimas € convertido a isopentenil - difosfato
(IPP), molécula de 5 carbonos precursora dos monoterpenos. Na via (2) a combinacao de uma
molécula de piruvato e uma de gliceraldeido - fosfato resultam no metileritriol fosfato, que

por perda das hidroxilas se converte ao IPP descrito na via anterior (Mann, 1994).

A biossintese, encadeamento do IPP e posteriores formagdes de compostos ciclicos e
adi¢do de grupos funcionais por acdes enzimaticas, promovem extrema diversidade estrutural

para esta classe de metabolitos. Os terpenos (figura 6) sdo classificados de acordo com o



nimero de unidades de IPP, variando do monoterpeno (C;o) correspondente a duas unidades

de IPP aos tetraterpenos (C40) com 8 unidades de IPP (Teixeira, 2013).
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Figura 6 - Principais tipos de terpenos verificados em macroalgas.

Os terpenos, em alguns géneros de macroalgas, podem representar 50% do peso seco
(Teixeira et al. 1991). Esta classe de moléculas ¢ acumulado pelas algas devido as fungdes
defensivas (Paul, et al. 1987), hormonal (Stirk et al. 2003), fotoprotetora, antioxidante

(Cardozo et al. 2007), anti-epifitismo e anti-incrustrante (Gama et al., 2014).

As intimeras funcdes biologicas refletem na possibilidade da aplicagdo dos terpenos
como bioativos. Para esta classe foi determinados agdo inibitéria sobre bactérias, fungos e
virus (Teixeira, 2013) e suas funcdes antioxidantes e bioestimulantes apresentam potencial
para aplicagdo como produtos naturais na agricultura e medicina (Khan et al., 2009, Cardozo

et al., 2007, Smit, 2004).



Classe dos acidos graxos

A sintese desses metabolitos ¢ baseada na condensagdo de moléculas de acetil-
coenzima A e malonil-coenzima A. Esses precursores sdo combinados pela a¢do da enzima
sintase dos 4cidos graxos. A posterior a¢do das enzimas do tipo descarboxilase e
desidrogenase promovem a elongacdo das moléculas e formagao das insaturagdes (Dijkstra et

al. 2008).

Os acidos graxos poliinsaturados (figura 7) correspondem uma das principais classes
de moléculas desempenham fungdes no metabolismo celular e do tecido, incluindo a
regulagao da fluidez da membrana, transporte de elétrons e de oxigénio, bem como adaptagao

térmica ao ambiente , ocorrendo em diversas espécies de macroalgas (Cardozo et al., 2007).
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Figura 7 - Exemplos de 4cidos graxos comuns as macroalgas.

O aumento da ocorréncia de doencas corondrias e casos de hipertensdo vém

promovendo o crescente interesse nesta classe de moléculas que possuem potencial de



modulacdo destes problemas. Neste aspecto as macroalgas se destacam por constituirem uma

das principais fontes destes metabolitos (Martins, 2013).

Classe dos metabolitos derivados da via do chiquimiato

Esta via abrange a sintese da maior parte das substancias aromaticas de macroalgas,
incluindo os fenoéis, hidroquinonas, flavondides e cumarinas (Knaggs, 2003) bem como os

aminoacidos tipo micosporinas (Cardozo, et al., 2007) (figura 8).
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Figura 8 - Principais compostos derivados da via do chiquimato.

Esse grupo de compostos possui diversificada funcdo ecoldgica, destacando-se a
protecao as plantas macroalgas contra a agao de herbivoros, fungos, virus e bactérias, e ainda
tem a funcdo de inibir o crescimento de outras algas competidoras (Raffaelli & Hawkins,

1996).

A protecdo contra radiagdo UV ¢ uma importante fun¢do dessa classe de metabolitos
realizada principalmente pelas micosporinas, que atuam absorvendo radiagdo no comprimento

de onde de 310 e 360 nm (Nakamura et al. 1982), sendo um fator extremamente importante
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para as macroalgas que ficam expostas a elevadas intensidades luminosas em periodos de

mareé baixa, no ambiente costeiro

Enquanto na classe das substancias da via do chiquimato se destacam as micosporinas
que, atualmente, estdo sendo adicionadas a protetores solares devido ao potencial de absor¢ao

da luz nos comprimentos de onda correspondentes ao ultravioleta (Prieur et al. 2003).

Classe dos derivados da via dos aminoacidos

Os metabolitos dessa via incluem simples aminodcidos, alcaldides e polipeptideos.
Nas algas, simples reacdes de oxidagdo e rearranjos moleculares dao origem aos 20

aminoacidos essenciais (Maschek & Baker, 2008).

Os alcaldides podem apresentar diferentes origens, mas no geral consistem em
compostos contendo nitrogénio dividido em trés grupos: os alcaldides verdadeiros, que
possuem anel heterociclico (figura 9), com um atomo de nitrogénio e sua biossintese se dao
através de um aminoacido; protoalcaldides, que apresentam um atomo de nitrogénio que se
origina de um aminoacido; e os pseudoalcaldides sao derivados de terpenos ou esterdides

(Somei & Yamada, 2003).
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Figura 9 - Metabolitos nitrogenados isolados de macroalgas.
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Os polipeptideos sdo macromoléculas sintetizadas pelas enzimas multifuncionais
chamadas de peptideo sintetase ndo ribossomal (NRPS) e policetideo sintase. Essa classe de
compostos apresenta elevada diversidade estrutural e possuindo a fungdo ecoldgica de

combate a possiveis patogenos (Challis & Naismith, 2004).

Em macroalgas, ¢ relativamente baixa a quantidade de metabolitos contendo
nitrogénio, uma vez que esse nutriente ¢ considerado limitante para o crescimento e
desenvolvimento das algas, e estas acumulam esse nutriente na forma de pigmentos

acessorios e proteinas (Carvalho & Roque, 2000).

As macroalgas, apesar de representarem importante fonte de aminodcidos naturais,
ainda sdo subaproveitadas para aplicagdo na culinaria e preparacdo de suplementos
alimentares ou ragdes (Gressler et al., 2010). Os alcaldides de macroalgas, mesmo sendo
relativamente raros, possuem potencial bioativo importante, como exemplo da Chondramida

(figura 9) com atividade contra células tumorais (Smit, 2004).

Classe das proteinas e lectinas

As macroalgas representam um dos principais produtores de proteinas no ambiente
marinho (Gressler, et al., 2010). As proteinas sao biomoléculas de elevada massa molecular,
sintetizadas por meio da condensacdo de aminodcidos, formando ligagcdes peptidicas, que
apresentam as mais diversificadas fungdes no metabolismo, entre elas principalmente a
estrutural, hormonal, defesa, energética, enzimaticas e de sinalizacao celular (Taiz & Zeiger,

2002).

As algas também produzem uma classe de glicoproteina denominada lectina, que
possuem papel fundamental na defesa e sobrevivéncia do organismo, que diferem das demais
lectinas vegetais por apresentarem baixa massa molecular (5 KDa e 50 aminoéacidos de
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comprimento) e ndo dependem de cations divalentes para manutengdo da sua estrutura

espacial (Selitrennikoft, 2001).

As macroalgas alem de produzirem grande quantidade de proteinas, com potencial de
aplicag¢do na industria nutraceutica (Cardozo et al, 2007) produzem diversos tipos de lectinas,
que sdo moléculas promissoras na area biotecnologica e diferem das de plantas superiores por
apresentarem caracteristicas ubiquas como baixo peso molecular tornando-se menos
antigénicas sendo uma importante ferramenta bioldgica; apresentam especificidade por
polissacarideos complexos e ndo necessitam de metais para manutencdo de sua atividade

biologica (Melo et al., 2004).

Classe dos compostos halogenados

As algas diferem das plantas terrestres principalmente por incorporarem ions
halogénios, bromo, cloro e iodo nos seus metabolitos, devido a elevada disponibilidade destes
compostos no ambiente marinho, que possuem fungdo importante no controle de patdgenos,

epifitas e competidores (Hay & Fenical, 1988).

As rodoficeas sdo responsaveis por 93% de todos os compostos halogenados
conhecidos, sendo que nas algas verdes e pardas a porcentagem desses compostos ¢ reduzida

6% e 0,7%, respectivamente (Oliveira, 2009).

O processo de halogenagdo de diferentes classes de metabolitos ¢ catalisado por uma
classe de enzimas do tipo haloperoxidase vanadio dependente (Carter-Franklin & Butler,
2004). Essa enzima dependente atua seqiiestrando as espécies reativas de oxigénio, gerados
em situacdes de estresse ambiental e as utiliza juntamente com anions de bromo, cloro ou
iodo que sdo reduzidos e incorporados nas diferentes classes de metabolitos biossintetizadas,
e citadas previamente, pelas macroalgas (Dring, 2006) (figura 10).
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Figura 10 - Compostos halogenados de diferentes classes de metabolitos.

As substancias desta classe apresentam, em geral, os mesmo potenciais bioativos que

seus similares, enquanto incorporacao dos anions de bromo, cloro e iodo atua como fator de

ampliacao do potencial e da especificidade atividade dos compostos (Kornprobst & Al-Easa,

2003). Destaca-se o halmon, monoterpeno penta-halogenado (figura 10), que apresenta

citotoxicidade especifica para células tumorais humanas (Fuller et al. 1992).

1.2.1. Aplica¢io das macroalgas na agricultura

O historico mundial de utilizacdo das macroalgas ¢ principalmente relacionado com a
coleta diretamente da natureza ou realiza¢ao de cultivos in sifu para obtencao de biomassa,
visando aplicagdo na alimentacdo humana e extragdo de carragenas e agar, que juntos
correspondem a 90% do mercado dos derivados de macroalgas (McHugh, 2003).

14



Atualmente as pesquisas sobre a aplicacdo de extratos de macroalgas na agricultura se
dividem em trés grandes dareas: 1- fertilizante ou estimulante de crescimento e
desenvolvimento; 2 - indutor de resisténcia a patdgenos ou ao estresse causado por fatores

ambientais; 3 - inibidor de patdégenos.

1.2.1.1. Aplicacdo como fertilizante ou estimulante de crescimento

Os primeiros registros da aplicacdo de extratos das macroalgas como estimulante do
crescimento de plantas na agricultura datam do século XIX, quando os relatos indicavam a
utilizacdo de macroalgas juntamente com estrume na adubacdo do solo, a preparacdo de
extrato de macroalgas para aplicacdo na agricultura data da década de 1950 (Norrie & Hiltz,

1999).

Os efeitos estimulantes de substancias provenientes de macroalgas estdo muito bem
caracterizados, com destaque para aplicagdo de extratos ricos em polissacarideos (carragenas
e agar), hormdnios (citocininas), ester6is, aminoacidos, vitaminas e ainda os macro e
micronutrientes e elementos tragos acumulados pelas macroalgas. A aplicagdo dos extratos
possui a funcdo de correcdo do solo, inducao de divisdo celular, aumento da concentracio de
pigmentos, taxa fotossintética e aumento do rendimento de florag¢do e colheita (Khan et al.,

2009, Verkleij, 1992).

O conhecimento acumulado em 50 anos de investigacao dos efeitos estimulantes das
substancias de macroalgas proporcionou a superacao das barreiras da ciéncia e, atualmente,
sao comercializados diversos produtos derivados de algas, especialmente dos géneros das
macroalgas Ascophyllum, Ecklonia e Fucus, na forma de extratos concentrados para aplicagao

direta na lavoura (Craigie, 2011, Khan et al., 2009).
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1.2.1.2.  Aplicacio como indutor de resisténcia a patégenos ou ao estresse

causado por fatores ambientais

A aplicacao de macroalgas como indutor de resisténcias ¢ area emergente no campo da
biotecnologia marinha aplicada a ciéncias agrérias, que, diferentemente da aplicacdo para
estimulante de crescimento na forma genérica de extratos concentrados, realiza a aplicacdo de
substancias purificadas como indutora de vias de defesa dos vegetais contra patdgenos ou

outras condi¢des adversas (Stadnik & Paulert, 2008).

Em geral, as substancias utilizadas como indutores de resisténcia ndo possuem efeito
inibitorio contra o crescimento de patogenos, no entanto, atuam no nivel sistémico,
promovendo alteragdes na fisiologia da planta e na producdo de metabolitos de defesa ou na

médiagdo das relagdes entre patdgeno e hospedeiro.

Pesquisas recentes indicam o elevado potencial de aplicagdo dos polissacarideos,
como as carragenanas, fucanas, laminaranas e ulvanas de macroalgas vermelhas, pardas e
verdes como indutores de resisténcia, com capacidade de ativar varios mecanismos de defesa

contra diversos patdogenos de plantas (Stadnik & Freitas, 2014).

1.2.1.3.  Aplicacdo como inibidor de fitopatogenos

A elevada atividade inibitoria de extratos e substancias de macroalgas contra
fitopatdégenos quando associados a agricultura (Arunkumar et al., 2010) representam um

campo fértil para a realizacdo de pesquisas para o desenvolvimento de novos bioativos.

Dentre os patogenos de lavouras, os fungos sdo organismos que se destacam, devido a
incrivel capacidade de colonizagdo e crescimento, além de desenvolver rapidamente
resisténcia a terapia antifungica. Atualmente existe o agravante da escassez de produtos com

baixa toxicidade no mercado, o que tem motivado a pesquisa de novos farmacos capazes de
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combater de forma eficaz e segura estes patégenos (Arunkumar et al., 2010, Selitrennikoff,

2001).

A aplicagdo de extratos de macroalgas diretamente nas lavouras possui efeito
comprovado como forma de controle da antracnose do feijoeiro, (Colletotrichum

lindemuthianum) como indutor de resisténcia (Loffaguem et al., 2004).

Entretanto, a aplicacdo de metabolitos de macroalgas para indugdo de resisténcia ainda
¢ limitada, dados os inimeros patdogenos que atacam a lavoura nas diferentes fases de cultivo

(Kimati et al., 2005), como ¢ o caso da antracnose da pos-colheita de mamao.

1.2.14. Controle da antracnose do periodo pos-colheita do mamao

O Brasil, em 2010, apresentou a segunda maior producdo de mamao, com 18 milhdes
de toneladas colhidas ¢ um valor de 53 milhdes de dolares (FAO 2010). O Pais destaca-se
também como grande exportador, principalmente para a Europa e para os Estados Unidos,
respondendo pela metade de todo o mamao comercializado no mundo (Martins & Costa,

2003).

A antracnose (figura 11), causada por fungos do género Colletotrichum, representa
uma das principais doencas fungicas que atacam diferentes lavouras, afetando tanto a planta
quanto o fruto depois de colhido. No Brasil, as perdas geradas pelo fungo em lavouras
tropicais representam em média 30% dos produtos comercializados, perdas que podem chegar
a 100% na auséncia de manejo adequado e em condi¢des de umidade relativa do ar de 95% e

28°C (Lima Filho et al., 2003; Tavares & Souza, 2005).
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Figura 11 - Fruto de mamao apresentando a necrose tipica da antracnose pos-colheita.

A escassez no mercado de produtos eficientes no controle da antracnose, e que
apresentem baixa toxicidade (Tavarez & Souza, 2005), fazem da pesquisa de substancias

antifingicas para os fungos Colletorichum uma prioridade da investigagdo de bioativos.

No caso da antracnose da pos-colheita do mamao a tecnologia da aplicagao de
biofilmes de polimeros naturais ndo toxicos tém se firmado como uma nova categoria de
materiais de alto potencial para formagdo de coberturas protetoras comestiveis sobre frutos e
hortalicas. Esta ¢ uma tecnologia emergente, em constante desenvolvimento, e de particular
importancia para as areas de conservagao pos-colheita de frutos tropicais e principalmente

para o aumento de vida de produtos minimamente processados (Assis et al., 2009).

A aplicacdao de biofilmes em frutos representa um campo promissor de pesquisa ao
qual podem ser aplicadas as substancias das macroalgas. Dentre eles ¢ possivel citar o
desenvolvimento de biofilmes com base em polissacarideos de macroalgas (Shit & Shah et
al., 2014), aplicagdo de substancias que apresentem o efeito de reducao do metabolismo do
fruto, promovendo maior tempo de vida (Jacomino et al., 2002) ou que atuem inibindo o

desenvolvimento de fitopatogenos (Garcia et al., 2008).
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1.2.2. Cultivo de algas em biorreatores

As algas, dentre os organismos marinhos, constituem um grupo promissor para
fornecer novas substancias bioquimicamente ativas por apresentarem facilidade de obtencao
de biomassa em comparagdo a outros grupos marinhos e ainda ser possivel a realizagcdo de
cultivos para a exploragdo dos compostos bioativos (Baweja et al., 2009), proporcionando a

conservagao dos bancos naturais (Yokoya & Yoneshigue-Valentin, 2011).

Apb6s o conhecimento das espécies com potencial biotecnoldgico, isolamento e
purificacdo das substancias bioativas ¢ necessario compreender os processos envolvidos na
sintese desses metabolitos de interesse por meio da andlise da influéncia de fatores ambientais
nas respostas ecofisiologicas das algas (Perfeto, 2004) e na avaliacdo do processo de acdo das
enzimas envolvidas na sintese das substancias bioativas (Wise et al., 2002; Rorrer et al. 2001;

Hara & Sakurai, 1998).

Para a realizagdo de estudos avancados de ecofisiologia de macroalgas se faz
necessario a aplicacdo de cultivo de biorreatores, que constituem uma ferramenta poderosa,
por permitir controlar os fatores ambientais, determinando a influéncia no metabolismo das
algas (Baweja et al., 2009), além de possibilitar a produ¢do de metabolitos de interesse por
meio de bioprocessos (Rorrer & Cheney, 2004) com a manipulagdo dos parametros como o
pH, salinidade e densidade de fluxo fotonico, além da adi¢do de substancias indutoras,

hormonios e diferentes sais ao meio de cultura (Mtolera et al., 1996; Fu, 1999).

Para investigacdo de compostos bioativos a partir de cultivos de macroalgas em
laboratdrio ¢ necessario a utilizacdo dos biorreatores, que permitem a obtencdo de biomassa
em quantidade suficiente para analise dos metabolitos bioativos (que geralmente estdo
presentes em baixas concentragdes no talo da alga). Adicionalmente com uso desta tecnologia

¢ possivel o maior controle dos parametros de cultivo visto que em geral esses sistemas sao
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acoplados a sensores e uma central de monitoramento que permite isolar apenas o fator de

interesse para investigar a inducao da sintese de compostos bioativos (Rorrer et al. 1999).

As técnicas de cultivo podem ser aplicadas para indugdo a expressdo ou inibigdo de
diferentes enzimas por meio da manipulagdo dos pardmetros de cultura (Baweja et al. 2009).
O conhecimento dos mecanismos de estimulacdo da atividade de enzimas relacionadas a
sintese de metabolitos bioativos ¢ uma ferramenta importante nos estudos que visem aumentar

o rendimento de produtos naturais (Carter-Franklin & Butler, 2004, Wise et al., 2002).

Com base nos metabolitos ja descritos para as duas espécies (polissacarideos, esterois
e acidos graxos para H. musciformis e monoterpenos halogenados para O. secundiramea) e
indicados no extrato bioativo (Machado et al., 2013), o presente estudo avaliou a influéncia
do enriquecimento por CO, e KBr, para as duas algas respectivamente, buscando determinar

alteracdes no perfil dos compostos bioativos.

1.3. Espécies de macroalgas selecionadas

O presente estudo teve como ponto de partida as pesquisas realizadas por Machado
(2008) e (2010), que deram origem aos artigos cientificos Machado et al. (2011 e 2014). O
estudo publicado em 2011 apresentou a triagem de extratos de macroalgas com atividade
inibitdria contra o fungo fitopatogénico Colletotrichum gloeosporioides autoria, causador da
antracnose do mamoeiro, no qual foi constatado o potencial antifingico para os extratos das
macroalgas Ochtodes secundiramea e Hypnea musciformis. No estudo Machado et al. (2014)
foi investigado, para estas duas macroalgas, o efeito do processo de desenvolvimento de
cultivos em laboratdrio nas respostas fisiologicas e na atividade antifingica dos extratos,
realizando andlises para espécimes coletados na natureza e apos a realizacdo de cultivo em

laboratorio, avaliando as possiveis correlagdes das respostas fisiologicas com as alteracdes

20



observadas na atividade antifungica do extrato proveniente das macroalgas das duas

condigoes.

Para a espécie Ochtodes secundiramea foi diagnosticado uma complexa mistura de
monoterpenoides poli-halogenados derivados do mirceno e do ocimeno, com fungao
antiepifitismo e antiherbivoria (Paul, et al., 1987, Gerwick, 1984, Mcconnell & Fenical, 1978)
¢ a biossintese desses metabolitos ¢ influenciada pela disponibilidade de nitrogénio (Maliakal
et al., 2001). Adicionalmente foram identificados diferentes acidos graxos, alcodis e

hidrocarbonetos (Gressler, 2010).

A espécie Hypnea musciformis possui elevada importancia por produzir a carragena,
um polissacarideo sulfatato utilizado como emulsificante e estabilizante em diversos setores
da industria (Cardozo et al., 2007). Para os extratos organicos e protéicos da espécie ja foi
verificado as atividades inibitorias sobre HSV (Mendes et al. 2012), fungo fitopatogénico
(Melo et al. 1997), bactérias patogénicas em humanos e peixes (Selvin & Lipton 2004), fungo

patogénico a humano e hemoaglutinante (Cordeiro et al. 2006).

H. musciformis apresenta variacdes fenotipicas intra-especificas representadas por
linhagens pigmentares que apresentam diferengas em relacdo a tolerancia aos fatores

ambientais, a produ¢do de biomassa e composi¢ao quimica (Martins, 2007).

A utilizacdo de variantes pigmentares também ¢ uma importante ferramenta para a
compreensdo da fisiologia e biologia das macroalgas, sendo que estudos com mutantes de cor
de Gracilaria tém sido uteis para o conhecimento da composi¢do e estrutura dos
ficobilissomos (Kursar et al. 1983). No Brasil, a caracterizagdo de variantes pigmentares, de
espécies de Gracilaria, tem contemplado aspectos como composicdo pigmentar, crescimento,

genética, freqiiéncia em populagdes naturais e ultra-estrutura do cloroplasto (Plastino, 2004).

Para as linhagens marrom (MA) tipo selvagem e verde clara (VC) de H. musciformis,

deficiente na produgdo de ficoeritrina, foram realizados diversos estudos que evidenciaram
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diferengas quanto ao crescimento e fotossintese (Yokoya et al., 2007), enzimas do
metabolismo do nitrogénio (Martins et al., 2007), composi¢do de pigmentar (Martins &
Yokoya, 2010), conteido de pigmentos e proteinas em resposta a tratamentos com nitrato e

fosfato (Martins et al., 2011).

Martins (2007) constatou que a aumento na disponibilidade de nitrogénio induz ao
acumulo das ficobiliproteinas na linhagem MA, enquanto a VC assimila o excedente na forma
de proteinas. Essa alocagdo do recurso ¢ possivelmente associada ao aproveitamento

diferenciado da luz entre as duas linhagens (Yokoya et al., 2007).
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2. JUSTIFICATIVAS

Os resultados dessas pesquisas preliminares foram determinantes para avangar até o
presente estudo, no qual se buscou ampliar o conhecimento para as duas espécies de
macroalgas selecionadas, visando realizar a purificagdo e a identificagdo dos metabolitos com
atividade antifingica, verificar a aplicagdo de cultivos em biorreatores para: (1) obtengdo de
biomassa e indu¢do da producdo dos bioativos (2) caracterizar a atividade antifingica por
métodos in vitro e o potencial de aplicagdo in vivo, tendo em vista tornar este potencial mais

efetivo no controle da antracnose.

Neste contexto, insere-se o presente trabalho que testara a aplicacdo dos extratos e
substancias das macroalgas, que apresentam atividade inibitoria sobre o fungo Colletotrichum
gloeosporioides, associado a biofilmes comestiveis, a base de amido, visando a prote¢do do
fruto e consequentemente aumento do tempo em prateleira. Em sequéncia serd testado a
aplicagdo de cultivos em biorreatores com manipulagdo de determinados parametros para
obtencdo dos compostos antifungicos, promovendo o desenvolvimento da biotecnologia

aliado a conservacao das populagdes naturais das macroalgas.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Determinar as substancias biossintetizadas pelas linhagens de cor de Hypnea
musciformis e Ochtodes secundiramea, que possuem potencial antifiungico para controle de
fungos fitopatogénicos in vitro e in vivo e verificar a influéncia de fatores abioticos em cultivo
realizado em biorreatores na fisiologia das macroalgas e na producdo dos metabolitos de

interesse.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito de diferentes métodos de processamento da biomassa algicea, logo

apos a coleta, na obtencao e na atividade dos extratos das macroalgas;

e Determinar a atividade antifungica dos extratos das macroalgas, qualitativa e
quantitativamente (limite de deteccdo da atividade e concentracdo inibitdria minima) sobre

o crescimento de fungos fitopatogénicos;

e Realizar o fracionamento bioguiado e caracterizar os constituintes quimicos

responsaveis pela atividade antifingica do extrato das espécies de macroalgas;

e Avaliar, por meio de cultivo em biorreator, a influéncia do enriquecimento por CO, e
KBr na fisiologia e na produ¢do dos metabolitos de interesse em linhagens de cor de H.

musciformis e O. secundiramea, respectivamente;

e Comparar a atividade antifungica dos extratos e as respostas aos experimentos em

biorreatores das linhagens marrom e verde clara de H. musciformis;

e Verificar a influéncia da aplicacdo de biofilmes comestiveis contendo substancias das
macroalgas estudadas no processo de amadurecimento e controle da antracnose do periodo
de pos-colheita do mamao em condicdes in vivo, simulando o periodo de prateleira destes

frutos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Organismos estudados

Neste topico, serdo descritos os protocolos de obtencdo das macroalgas
marinhas e dos fungos fitopatogénicos investigados no presente estudo e a metodologia geral
de manutencdo das culturas em laboratorio. As metodologias para os experimentos de
atividade antifingica e cultivo das macroalgas para obten¢do de bioativos serdo descritas em

itens especificos.

4.1.1. Macroalgas
4.1.1.1. Linhagens pigmentares de Hypnea musciformis (Wulfen)

J.V.Lamouroux

O presente estudo foi realizado com tetrasporofitos das linhagens pigmentares marrom
(MA) e verde clara (VC, deficiente na produgdo de ficoeritrina) de Hypnea musciformis

(Wulfen) J.V. Lamouroux.

As linhagens pigmentares de H. musciformis foram obtidas a partir de um espécime
tetrasporofitico de coloragdo marrom que apresentava um ramo lateral verde coletado pela
Dra. Noemy Yamaguishi-Tomita, em 1994, na Ponta da Baleia(20°15°54”S e 40°11°20”W),
Espirito Santo. As linhagens MA e VC foram originadas a partir da propagagao de segmentos
apicais isolados de ramos marrons e do ramo verde, respectivamente. Exemplares das
linhagens de H. musciformis foram depositados no herbario SP, sob os nimeros SP365645

(VC) e SP365646 (MA).
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4.1.1.2. Coleta e obtencido das culturas de Ochtodes secundiramea

(Montagne) M.A.Howe

A cultura de O. secundiramea foi iniciada a partir de carposporos liberados pelos
gametofitos femininos com cistocarpos coletados em janeiro de 2011 (SP401725),na Ponta da
Baleia (20°15°54”S e 40°11°20”W), Espirito Santo. Em campo, foi realizada a limpeza do
material coletado com a remogao de organismos associados como invertebrados marinhos e
outras espécies de macroalgas. Em seguida, os talos de O. secundiramea foram transportados
em frascos escuros de 500 mL, contendo 350 mL de 4gua do mar esterilizada, para o

laboratorio.

Na etapa seguinte os talos foram observados em estereomicroscopio € limpos com o
auxilio de pingas e estiletes esterilizados por aquecimento em bico de bunsen, sendo realizada

a remog¢ao de microepifitas.

O processo de obtencdo das culturas de O. secundiramea foi realizado aplicando as
técnicas de cultivo a partir de carposporos e desenvolvimento dos germinantes ou por meio de

propagacao de seguimentos apicais.

Manutencio das culturas de macroalgas marinhas

A agua do mar utilizada no cultivo das algas e em todos os experimentos realizados no
presente estudo foi coletada na Base Norte do Instituto Oceanografico da Universidade de Sao
Paulo, na Praia do Lamberto, em Ubatuba, SP. Agua foi esterilizada por filtragem em
membrana de celulose Millipore AP 20 e submetida, por duas vezes, ao banho-maria durante

1 hora, contados ap6s o inicio da fervura do banho.

As culturas unialgaceas foram mantidas em meio de cultura composto por agua do mar

esterilizada enriquecida com a solucdo de von Stosch (tabela 1), na concentragdo de 50%
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(referido com a abreviatura VSES/2 modificado por Yokoya (1996)). Essas culturas foram
iniciadas a partir do isolamento de segmentos apicais das linhagens selecionadas e cultivadas

em meio de cultura VSES/2 durante todo o periodo de estudo.

A troca do meio de cultura foi feita semanalmente e foram utilizados frascos (500
mL), contendo 350 mL de meio. As culturas unialgaceas e os experimentos foram realizados
no Laboratorio de Cultura de Algas "Marilza Cordeiro Marino" do Nucleo de Pesquisa em
Ficologia, Instituto de Botanica, nas seguintes condigdes: temperatura média de 23 + 2 °C,
fotoperiodo de 14 h, salinidade 30-32 ups, pH 8, densidade de fluxo fotonico de 60 = 10 pmol
de fotons.m™.s™, fornecidas por duas lampadas fluorescentes de 40 W, do tipo “luz do dia”,

dispostas horizontalmente acima dos frascos de cultura.

Toda a vidraria utilizada foi autoclavada a 121°C e 1,5 atm durante 30 minutos e os
instrumentos utilizados no manuseio das algas foram esterilizados em etanol 70% e

esterilizados por aquecimento em bico de Bunsen.

Tabela 1 - Composi¢dao quimica da solucdo de von Stosch preparada segundo Edwards
(1970), com modificagdes segundo Yokoya (1996).

Concentracdo final/

Substéncias
litro de meio
NaNO; 0,50 mM
Na,HPO,.12H,0 30 uM
FeS0O,.7H,0 1pM
MnCl,.4H,0 0,1 uM
Na,EDTA.2H,0 10 uM
Tiamina.HCl 0,59 uM *
Biotina 4,10 nM *
Cianocobalamina 1,0 nM *

* Concentragdo equivalente a 50% em relagdo a composi¢ao original proposta por Edwards

(1970).
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Liberacio e germinacio carposporos e desenvolvimento de plantulas

Gametofitos femininos, de O. secundiramea, com cistocarpos foram seccionados
(segmentos de 2 cm) e limpos. Posteriormente estes segmentos foram colocados sobre
laminas de vidro (2,5 x 2,5 cm) que estavam dentro de placas de Petri, com 15 mL de dgua do
mar esterilizada (salinidade 32 ups e pH 8,0), enriquecida com solucdo de von Stosch 50%
(VSES/2), 24 + 2 °C, irradiancia de 10 = 5 pmol fotons m? s™', fornecida por lampadas
fluorescentes brancas frias com 14:10 h de luz:escuro (L:E). Foram realizadas observagdes
diarias para verificar se houve liberacdo de carpdsporos. Apods esta etapa, os carposporos
recém liberados foram observados em microscopia Optica e obtidas imagens com camera
digital AxioCam ERcS5 acoplada ao microscopio trinocular Primo Star (Carl Zeiss,
Alemanha), sendo realizada medi¢do do didmetro dos casposporos (n=20) utilizando o
programa Axiovison 4.6 (Zeiss Vision Image, Alemanha). Os esporos fixados foram
cultivados em frascos contendo 60 mL de meio VSES/2 nas condigdes descritas
anteriormente, sendo realizada a observacao diaria do padrao de germinacdo do esporo e do

desenvolvimento dos germinantes.

Isolamento e propagacio de segmentos apicais

A partir dos gametofitos femininos sem estruturas reprodutivas de O. secundiramea
foram isolados segmentos apicais com 2 cm. Para o inicio do processo de cultivo foram

utilizados com trés segmentos por frasco contendo 80 mL de meio de cultura.

No entanto, os tratamentos realizados desde a coleta, transporte, limpeza e isolamento
dos segmentos apicais de O. secundiramea para o inicio do cultivo em laboratério geraram
uma condicao de estresse para a espécie, acarretando na perda de varios talos. Desta forma, os

segmentos apicais selecionados foram mantidos por duas semanas no laboratério de cultura
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(condigdes descritas anteriormente) e sob baixos niveis de irradiancia (10 = 5 pmol de

fotons.m™.s™), para a sua aclimatagdo as condi¢des em laboratorio.

Apo6s esse periodo, os segmentos apicais apresentaram baixa taxa de crescimento e

observou-se o crescimento de diferentes espécies de algas epifitas contaminantes (figura 12).

Figura 12 - Segmento apical de O. secundiramea apds duas semanas de cultivo em

laboratério em meio VSES/2, de 24 + 2 °C, irradiancia de 10 = 5 pmol fotons m?s!e

fotoperiodo 14:10 h luz:escuro (L:E). Apresentando as algas epifitas: 1 - Acrochaetium sp., 2
- Erythrotrichia sp., 3 - Ulva sp., 4 - Sahlingia sp e 5 - biomassa crescida de O.
secundiramea.

Devido a baixa taxa de crescimento observado e o elevado grau de contaminagdo por
epifitas, optou-se por primeiramente realizar experimentos visando determinar a melhor
condi¢do de cultivo para a espécie O. secundiramea com a promoc¢ao do crescimento da
macroalga associado ao menor desenvolvimento de contaminantes, para posteriormente

aplicar os protocolos de descontaminagdo da cultura.
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4.1.1.3. Testes para o isolamento e crescimento de segmentos apicais de O.

secundiramea

Experimento com diferentes meios de cultura em diferentes solucdes de nutrientes

Para determinar a melhor condi¢do para obten¢do de biomassa e com o menor
desenvolvimento de epifitas contaminantes em segmentos apicais de O. secundiramea foram
avaliadas as solu¢des de nutrientes de von Stosch (VSES) (Edwards, 1970) e de Provasoli
(PES) (Provasoli, 1968), sem adicdo do tampao tris(hidroximetil)-aminometano. O
experimento foi realizado utilizando as concentragdes de 100% e 50% das duas solugdes
totalizando quatro tratamentos: VSES, VSES/2, PES e PES/2. Cada tratamento foi testado
com 3 repeti¢des simultaneas (n = 3) e cada repeticdo continha trés segmentos apicais em 80

mL de meio de cultura.

Experimento de cultura em diferentes niveis de irradiancia

O segundo experimento utilizou o meio de cultura selecionado no experimento
anterior e avaliou quatro niveis de irradiancia de 10, 30, 50 ¢ 70 + 5 umol fétons m™ s nas
mesmas condigdes de cultivo descritas anteriormente. Cada tratamento foi testado com 3
repeti¢des simultaneas (n=3) e cada repeticdo continha trés segmentos apicais (150 mg) em 80

mL de meio de cultura.

Experimento de culturas com e sem aerac¢ao

Posteriormente a determinacdo das melhores condi¢des de luz e de nutrientes, foi
investigada a influéncia da aeracdo com ar umido, no crescimento dessa alga. Para tanto foi
utilizado um compressor de ar BOYU® (0,5 L.min™"), que introduziu ar em um Kitassato
contendo agua destilada. Em seguida o ar timido formado foi introduzido nos frascos
contendo as algas como meio de cultura e comparou-se com algas cultivadas em cultivos
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estagnados, como controle. Cada tratamento foi testado com 3 repeti¢des simultaneas (n=3) e

cada repeti¢do continha trés segmentos apicais em 150 mL de meio de cultura.

Aplicacio do protocolo de descontaminacgio

Ap0s a investigacdo das condigdes ideais para o crescimento de O. secundiramea, em
laboratério, foi realizada a aplicagdo do protocolo para descontaminacdo descrito por
Fernandes et al. (2011) com modifica¢des. O tratamento consistiu na limpeza dos talos com
papel toalha, seguido exposicdo por 20 segundos a solugdo de 1% cloro ativo e 5% de
detergente, isento de fosfato, em dgua do mar esterilizada, seguido de posterior agitacdo em
dgua destilada por 10 segundos e limpeza em papel toalha. O processo foi repetido
semanalmente até a obten¢do de culturas unialgaceas.

Para todos os tratamentos foi realizado o acompanhamento fotografico semanal em
estereomicroscopio Zeiss Stemi 200c trinocular e obtidas imagens com camera digital
AxioCam ERcS5 Primo Star, acoplada ao estereomicroscopio (Carl Zeiss, Alemanha), as

escalas inseridas no programa Axiovison 4.6 (Zeiss Vision Image, Alemanha).

Analise dos experimentos

O crescimento dos apices foi determinado por meio da medi¢cdo semanal da biomassa
fresca nos mesmos intervalos de renovagdo do meio de cultura. As taxas de crescimento
foram calculadas como [In (Bf.Bo™). t"'], onde Bo ¢ a biomassa fresca inicial, Bf é a biomassa
fresca apods 21 dias que correspondeu ao periodo experimental.
Para todos os tratamentos foi realizado o acompanhamento fotografico semanal em
estereomicroscopio Zeiss Stemi 200c trinocular e obtidas imagens com camera digital
AxioCam ERcS5 Primo Star, acoplada ao estereomicroscopio (Carl Zeiss, Alemanha), com

escalas inseridas no programa Axiovison 4.6 (Zeiss Vision Image, Alemanha).
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4.1.2. Fungos fitopatogénicos

Os isolados do fungo Colletotrichum gloeosporioides Penz. & Sacc (antracnose do
mamao, IB Col. 48) e Colletotrichum lagenarium Ellis & Halst (antracnose das curcubitaceas,
IB Col. 19) foram obtidos em parceria com o Instituto Bioldgico de Sdo Paulo por meio da
Micoteca de Fungos fitopatogénicos "Maério Barreto Figueiredo". O fungo Cladosporium
sphaerospermum (Penz.) IBt n° SPC 491 foi obtido de culturas mantidas no Nucleo de
Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do Instituto de Botanica de Sao Paulo, cedidos pela Dra.
Maria Claudia Marx Young.

As matrizes do fungo foram cultivadas (figura 13) em meio BDA (batata, dextrose e
agar) (Difco). Os fungos foram repicados por meio de retirada de discos de 5 cm de didmetro
e inoculados em placas contendo meio de cultura estéril. Estas placas foram incubadas
posteriormente em uma estufa sem fotoperiodo a uma temperatura de 27°C £ 2°C durante uma
semana, tempo suficiente para a coloniza¢do de toda area da placa contendo o meio de

cultura.

Figura 13 - Matrizes dos fungos utilizados nos experimentos de bioatividade A -
Cladosporium sphaerospermum, B - Colletotrichum lagenarium ¢ C - Colletotrichum
gloeosporioides.

A partir destas coldnias, foi realizada a extracdo de conidios por meio da raspagem do
micélio com auxilio de alga de platina e dissolucdo em agua destilada, sendo realizada uma
agitacdo mecanica para que os esporos fossem liberados do micélio com posterior filtragem
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em gaze estéril. Essa suspensdo filtrada teve a concentragdo avaliada por contagem em
~ . L, e -1
camara de Neubauer (figura 14) com unidade expressa em conidios.mL™ e conservadas pelo

método de Castellani (1939).

Figura 14 - Conidios do fungo Colletotrichum lagenarium (A) e Colletotrichum
gloeosporioides (B) analisados em camara de Neubauer. Escala = 0,02 mm.

4.2. Cultivo das macroalgas em biorreatores

Os experimentos de cultivo das macroalgas em biorreatores foram realizados tomando
por base o conhecimento prévio dos compostos com atividade antifiungica produzidos pelas
espécies estudadas, sendo polissacarideos, esterois e glicerdis para H musciformis e
monoterpenos halogenados para O. secundiramea (Machado et al. 2013,Nassir et al, 2011,
Polzin & Rorrer 2003, Maliakal et al. 2001). Adicionalmente foram avaliadas as respostas
fisiologicas (carboidratos soluveis totais, pigmentos, proteinas e taxa de crescimento) das
linhagens de H. musciformis e ao tratamento com enriquecimento com CO, enquanto que para

O. secundiramea foi avaliada a resposta a adi¢cdo de bromo no meio de cultura.

Todos os experimentos de cultivos em biorreatores foram realizados com culturas
unialgdceas no Laboratério de Cultura de Algas "Marilza Cordeiro Marino" do Nucleo
Pesquisa em Ficologia, Instituto de Botanica nas seguintes condigdes: irradiancia de 90 + 10

umol de f(’)tons.m'z.s'l, meio VSES/2, temperatura média de 23 + 2 °C, fotoperiodo de 14 h,
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salinidade 30-32 ups, pH 8,0. Todo experimento foi realizado com dgua do mar do mesmo

lote coletada em agosto de 2013.

O sistema de biorreatores (modelo TE-BIT-E3, Tecnal, Brasil) foi composto por seis
vasos de cultura, controles e tratamentos (n=3), com volume total de 2,5 L sendo 1,8 L de
volume qtil, dispostos em suportes de sustentacdo e tampas de ago inox apresentando anel de

vedagao tipo “O-Ring”.

O sistema possui entradas para sensores de temperatura (Tecnal), pH, oxigénio
dissolvido e CO, dissolvido (Metter Toleto) conectados a um sistema de controle e aquisi¢ao
de dados (Tecbio-soft, Tecnal). Foi realizada a aeracao por meio de um compressor (TEC-Bio
Al) que borbulha ar esterilizado (filtro HEPA-VENT 0,3 um Whatman) em agua destilada
que em seguida ¢ direcionado aos biorreatores por meio de mangueiras de silicone ligadas a
um manifold com controle de vazio regulada por um rotdmetro para 0,5 L ar.min” (de forma
intermitente a cada 30 minutos) em cada vaso de cultura. O conjunto de vasos, suportes,
tampas, mangueiras e sensores foram esterilizados por autoclavagem a 121 °C e 1,5 atm por

30 minutos antes do inicio dos experimentos. O sistema completo ¢ apresentado na figura 15.

34



ST SILIALIAERERIE

Figura 15 - Estrutura do modelo TE-BIT-E3 (TECNAL®), A — Sistema de aquisicio dos
dados; B — Sistema de controle; C — Compressor para inje¢do de ar no sistema; D — Estrutura
para filtragem e umidificacdo do ar; E — Sistema dos vasos de cultura, as macroalgas e os
sensores.

4.2.1. Efeito do enriquecimento com CO; nas linhagens pigmentares de H.

musciformis

Os experimentos com as duas linhagens de H. musciformis foram realizados com a
inser¢do do gas, proveniente de cilindro contendo 100% de CO; no meio de cultura em uma
entrada independente da aeracdo por ar. A vazdo do CO, foi ajustada por meio de um
rotAmetro especifico para gas carbonico para 2 mL.min”', resultando na concentracio média
de CO, de 5,5 mg.L" no tratamento, enquanto que a condi¢io controle apresentou (aera¢io
com ar umido) apresentou 0,5 mg.L"' de CO, dissolvido. Os demais pardmetros monitorados
pelos sensores do sistema do biorreator foram apresentados na figura 16. A duracao do
experimento por 21 dias foi utilizada devido a observacao em cultivos anteriores realizados
no mesmo sistema, a linhagem MA apresentou o desenvolvimento de estruturas reprodutivas

apos este periodo, o que reduziu o crescimento da alga. Cada tratamento (com ou sem adi¢do
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de CO2) foi testado com 3 repeti¢des simultaneas (n=3) e cada repeti¢do continha uma

biomassa inicial de 2,5 g em 1,8 L de meio de cultura.
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Figura 16 - Médias diérias das concentragdes de CO; e O, dissolvido (mg.L'l) e os valores
de pH e temperatura (°C) nos biorreatores com as culturas das linhagens marrom (MA) e
verde clara (VC) de H. musciformis ao longo 21 dias de cultivo em resposta as condigdes
controle (aera¢do com ar imido) e o tratamento (ar umido + 2 mL.min" de CO,). Barras
indicam desvio padrao das medi¢des diarias (registradas a cada 4 minutos) ao longo dos 21
dias de experimento.

Os calculos de O, e CO; dissolvidos em mg.L'1 foram realizados usando os valores de

concentragdo em (%) no meio de cultura obtidos no biorreator e as pressdes de vapor da agua

do mar (0,03094 atm) e pressao parcial dos gases baseado na lei Henry de acordo com as

equagoes a seguir:
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P gas = (P° - p H2Oman)*[C gas] ®quacio 1)
Onde:

P g4s = pressao parcial do gas (atm);

P° = pressao atmosférica (atm);

p H2Opar = pressdo de vapor da dgua do
mar (atm);

[C 4s] = Concentra¢do dos gases em (%)
fornecida pelos sensores do biorreator.

[Gas (aquoso)] = Ky * P gas (Equacio 2)
Onde:

[Gas (aquoso)] = Concentracdo do gas
dissolvido (mol.L™);

Ky = Constante de Henry CO, = 3,3 8.107
mol.L" e O, =1,28.10” mol.L™;

P gas = pressdo parcial do gas (atm) obtido
para cada um dos gases na equagao 1.

A conversio para mg.L™ foi realizada pela multiplicacdo da [Gas(aquoso)] pela massa
molecular de cada uns dos gases. Os demais parametros monitorados durante o experimento

foram obtidos diretamente dos registros gerados pelos sensores.

Variaveis analisadas
Taxa de crescimento

A massa da matéria fresca dos talos cultivados nos diferentes tratamentos foi
determinada semanalmente, durante trés semanas, utilizando uma balanca analitica. Antes da
pesagem, o excesso de agua foi retirado utilizando papel absorvente. As taxas de crescimento
(TC) foram calculadas utilizando-se a equagio TC= [In (Bf.Bo™). t']. Adicionalmente, foram
determinadas as curvas de crescimento de biomassa fresca em (%) para as duas linhagens em

resposta ao enriquecimento com CO,.

Extracio e quantificacio dos pigmentos fotossintetizantes

A extracdo de pigmentos fotossintetizantes foi realizada pela trituracdo de 80mg de
massa fresca em nitrogénio liquido de amostras de cada repeticdo (n=3). Ao material triturado
foi adicionadol mL de tampao fosfato 50 mM, pH 5,5 e temperatura de 4 °C. A solu¢do foi
centrifugada por 20 minutos a 14000 g a 4 °C. O sobrenadante, contendo as ficobiliproteinas,

foi mantido no escuro em eppendorfs, para posterior leitura em espectrofotometro.
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O sedimento foi ressuspendido em acetona 90% para obter um homogeneizado e foi
centrifugado a 12000 g a 4 °C, durante 15 minutos. O sobrenadante (contendo a clorofila a)
foi transferido para eppendorfs e mantido no escuro até a leitura em espectrofotometro. As
concentragdes das ficobiliproteinas e da clorofila a foram determinadas pelas equacdes de
Kursar et al. (1983) e Jeffrey & Humphrey (1975), respectivamente, e estdo representadas na

tabela 2.

Tabela 2 - Equagdes utilizadas para quantificar as concentragdes de ficobiliproteinas e
clorofila a (em pg.mL") segundo Kursar et al (1983) e Jeffrey & Humphrey (1975),
respectivamente.

Pigmento Equacao
Aloficocianina - AFC AFC =181,3. Ags1 —22,3. Ag14
Ficocianina - FC FC=151,1. A¢1a — 99,1. Ags
Ficoeritrina - FE FE :155,8. A4987 53— 40,0. A614 — 10,5. A651
Clorofilaa - Cl a Cla=11.85 A664 -1.54 A647 —0.08 A630

Augss = Valor da absorbancia no comprimento de onda de 498,5 nm; Ag4 = Valor da
absorbancia no comprimento de onda de 614 nm; Ago =Valor da absorbancia no
comprimento de onda de 630 nm; Agy; = Valor da absorbancia no comprimento de onda de
647 nm; Ags; = Valor da absorbancia no comprimento de onda de 65 Inm.

Os valores obtidos em pg.mL™ foram convertidos para mg de pigmento por g de

massa fresca,considerando a biomassa inicial (80 mg)utilizada para a extragao.

Extracio e quantificacdo das proteinas soluveis totais

A extracdo de proteinas foi realizada através da trituragdao de 80 mg de biomassa fresca
em nitrogénio liquido de amostras de cada repeticao (n=3). O material triturado foi suspenso
em um tampao de extracdo (0,2 M tampao fosfato, pH 8,5 mM EDTA; 1 mM DTT) na
proporcio de 0,1 g.mL" de massa fresca de alga por tamp3o. A solucio foi centrifugada por
15 minutos a 12000 g e 4 °C. O contetido de proteina soluvel total foi determinado por

espectrofotometro a 595 nm, ap6s a adi¢ao da solu¢ao de Coomassie Blue (Bio-Rad), segundo
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o método de Bradford (1976). A curva padrao (figura 17) de BSA (albumina sérica bovina)

foi utilizada para determinar as concentracdes das proteinas soluveis totais.

0.6 y =0,011x + 0,004
| 2=(),994

Absorbancia
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Figura 17 - Curva padrao da absorbancia para diferentes concentragdes de (albumina sérica
bovina) com a equagdo para determinagdo das proteinas soluveis totais no talo das algas.

Extracao e quantificacdo dos acgucares soliveis totais

Amostras de 300 mg de massa fresca de cada repeticao (n=3) do controle e do
tratamento foram trituradas em nitrogénio liquido, e em seguida suspendidos e fervidos em3
mL de etanol 80% por 5 minutos para inativagdo enzimatica. Ap0ds esse processo, 0 material
foi centrifugado a 5.000 g por 15 minutos, onde o sobrenadante foi separado, adicionou-se
mais3 mL de alcool 80% ao precipitado aquecido em banho-maria por 30 minutos a60°C e a
centrifugacao foi repetida. O extrato alcodlico obtido foi concentrado por evaporacgao a baixa
temperatura sob vacuo. Apds a remocao do solvente, o extrato resultante foi congelado até a
analise. O extrato seco foi ressuspendido em 3 mL de agua deionizada e utilizado na

determinagdo dos aglcares soluveis totais por leitura a 490 nm em espectrofotometro, apds
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reacdo com fenol e acido sulfurico (Dubois et al. 1956) e comparagdo com curva padrao de

glicose (figura 18).
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Figura 18- Curva padrao da absorbancia para diferentes concentragdes de glicose com a
equagao para determinagao dos agucares soluveis totais no talo das algas.

Analise dos compostos com atividade antifingica

A biomassa que nao foi utilizada nas avaliagdes fisioldgicas foi empregada para
confeccdo dos extratos bioativos utilizados para avaliar a resposta do enriquecimento com
CO; na composi¢do quimica e na bioatividade dos metabolitos com potencial antifungico das
linhagens de H. musciformis. Os resultados desse item serdo apresentados juntamente com os

do topico Extracao, determinacio e purificacdo dos compostos bioativos (Item 4.3).

4.2.2. Efeito do enriquecimento com Bromo (KBr) no cultivo de O. secundiramea

Para a espécie O. secundiramea foi realizado, ao longo de 21 dias, o enriquecimento

com bromo (na forma do sal KBr) ao meio de cultura composto por d4gua do mar esterilizadas
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e VSES/2. Como condi¢do controle, foi utilizada 4gua do mar esterilizada meio VSES/2, com
a quantidade natural de bromo disponivel, enquanto o tratamento testado correspondeu a
adi¢io de 200 mg.L"' no tempo zero e pulsos semanais de 100 mg.L"' de KBr. Cada
tratamento (com e sem adi¢cdo de KBr) foi testado com 3 repeticdes simultaneas (n=3) e cada

repeti¢do continha uma biomassa inicial de 0,25 g em 1,8 L de meio de cultura.

A concentracdo testada foi selecionada com base no estudo de Paradas et al. (2010)
que verificou o aumento na formagdo de estruturas associadas ao armazenamento de
compostos halogenados em Laurencia dendroidea J.Agardh (citada como Laurencia obtusa,

Rhodophyta).

O biorreator foi montado com as mesmas configuragdes descritas para os
experimentos com as linhagens de H. musciformis. No entanto, ndo foi adicionado CO; e o
unico parametro testado entre o controle e o tratamento foi o enriquecimento com bromo. A
seguir sdo apresentados os dados dos sensores para os 21 dias de experimento com O.

secundiramea (figura 19).
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Figura 19 - Médias didrias das concentragdes de CO; e O, dissolvido (mg.L'l) e os valores
de pH e temperatura (°C) nos biorreatores com as culturas de O. secundiramea ao longo 21
dias de cultivo em resposta as condi¢des controle (50 mg.L'l) e o tratamento (250 mg.L'1 e

adi¢des semanais de 100 mg.L™") de KBr. Barras indicam desvio padrio das medi¢des diarias
(registradas a cada 4 minutos) ao longo dos 21 dias de experimento.

Variaveis analisadas

Foram avaliadas as mesmas varidveis ja descritas para os experimentos com as
linhagens pigmentares de H. musciformis: taxa de crescimento, pigmentos fotossintetizantes,
proteinas soluveis totais, carboidratos solaveis totais € os compostos com atividade

antifungica.
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Especificamente, no cultivo da espécie O. secundiramea foram avaliadas
semanalmente a absor¢do do bromo no meio e a sua incorporacdo no talo da alga no controle
(sem adi¢cdo de KBr ao meio) e no tratamento (com adi¢do de KBr ao meio), apds 21 dias de
cultura. Avaliou-se também a quantidade da enzima bromoperoxidase responsavel pela

incorporagao do bromo nas moléculas organicas da alga.

Analise da remocao do bromo no meio e sua incorporacao nos talos de O. secundiramea

A quantificagdo do bromo no meio foi realizada por método colorimétrico (Saenger,
1972), baseado na reagao de 5,0 mL H,SO, (16 N), 5,0 mL de cloroférmio e¢ 1,5 mL
cloramina T (Sigma) (15 g.L") ¢ 20,0 mL de solu¢des com concentracdes conhecidas de KBr,
curva padrdo nas concentracdes de 0 a 600 mg.L™"' em 4gua destilada. Esta mistura foi agitada
vigorosamente € apos separagao em funil de destilagdo a fase de cloroformio foi utilizada para

a analise espectrofotométrica com leituras a 400 nm (figura 20).
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Figura 20- Curva padrdo da absorbancia para diferentes concentracdes de KBr com a equagao
para determinagdo de bromo no meio de cultura e no talo de O. secundiramea.
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Para a determinagdo da concentracdo de bromo na 4gua do mar foi realizado o mesmo
procedimento para curva padrdo, substituindo os 20 mL das solugdes de KBr pelo mesmo

volume de 4gua do mar.

A 4gua do mar utilizada no experimento de cultura antes do processo de esterilizagdo
apresentava 58 mg.L”' de bromo dissolvido, similar ao observado por Saenger (1972) para
diferentes locais de coleta. O processo de esterilizagio reduziu o valor para 52 mg.L™, que foi
considerado como controle para o experimento. Para o tratamento foram adicionados 200
mg.L" KBr na 4gua do mar esterilizada e feita a anélise que determinou o valor final de 250

mg.L'l.

Antes do inicio do experimento foram realizadas a andlises semanais da concentragdo
de bromo, ao longo de 21 dias, nas condi¢cdes controle (agua do mar estéril) e tratamento
(4gua do mar estéril enriquecida com 200 mg.L™) sem a presenga da macroalga. Nesta pré-
andlise foi verificada auséncia de alteragdes significativas na concentracdo do bromo
dissolvido durante o periodo experimental (figura 21). Para este teste foi realizada uma Anova

unifatorial entre as concentragdes de bromo medidas nos intervalos semanais.
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Figura 21 - Concentracio de bromo (mg.L™') no meio de cultura durante 21 dias, sem a
presenga de O. secundiramea nos frascos, mantidos nas seguintes condic¢des: irradiancia de 60
umol fétons m ? s, temperatura de 23 + 2 °C, salinidade de 33 ups e fotoperiodo 14:10
(L:E). Os valores correspondem a média = desvio padrao (n=3).
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No experimento de cultivo com a macroalga O. secundiramea, nos biorreatores, foi
realizado analise do bromo dissolvido semanalmente para meio de cultura do controle e do
tratamento, determinado, desta forma, a remog¢do pela macroalga do bromo dissolvido do

meio de cultura.

Para determinagdo do conteudo de bromo no talo de O. secundiramea foi utilizado 100
mg de massa fresca das condi¢des controle e tratamento (n = 3) apos 21 dias de cultivo. Os
talos foram enxaguados duas vezes em agua destilada e secas em estufa a 65 °C durante 24
horas, em seguida, foram triturados e o p6 foi depositado em cadinhos de porcelana, ao qual
foram adicionados 10 mL Na,COj; a 10%. Este sal foi adicionado para evitar a volatilizacao
do bromo durante a incineragdo em mufla a 440 °C por 8 horas. As cinzas obtidas foram
suspendidas em 5 mL de agua destilada, e em seguida filtradas utilizando filtros de papel
Whatman No. 541. O material foi lavado repetidamente com agua destilada até o volume final

de 20 mL. Estas solucdes foram tratadas como solugdes de KBr.

Quantificacio da enzima bromoperoxidase nos talos de O. secundiramea

A quantificacdo da enzima bromoperoxidase foi realizada pelo método e formulas
padronizados para a espécie O. secundiramea (Rorrer et al. 2001). Foram utilizados 100 mg
dos talos de O. secundiramea de cada repeticdo (n = 3) coletados apos 21 dias de
experimento. O material foi imediatamente triturado em nitrogénio liquido e suspendido em
tampao fosfato 50 mM KH,PO,4 contendo 25 mM H,0,, com pH ajustado para 6,0 com
adicdo de NaOH 50% (v/v). O peroxido de hidrogénio foi adicionado para proteger a

bromoperoxidase contra inativagao por fosfato (Soedjak et al., 1991).

O extrato obtido ficou em repouso por 15 minutos para decantagdo do material
particulado, e o sobrenadante limpido foi imediatamente utilizado para a determinagdo da

bromoperoxidase. A medi¢ao da atividade bromoperoxidase (BPO) baseia-se na bromagao do
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substrato monoclorodimedone (1,1-dimetil-4-cloro-3,3-ciclohexanodiona, MCD) com Br em
presenga de H,O,. A reacdo ocorre com a bromagdo da forma endlica de MCD na posi¢ao C-4
(figura 22) (Butler &Walker, 1993). A perda da ligacdo dupla resulta na diminui¢do na

absorbancia em 290 nm.

Cl Cl )
O OH O (0]
0\ /0 Xy BrPO AN =
_— + BI'_
Hy0»

Figura 22- Esquema da bromacdo do MCD na forma endlica em meio contento BrPO
(bromoperoxidase) e H,O,. Ocorrendo a quebra dupla ligagdo gerando o MCD-Br com
redugdo da absorbancia a 290 nm.

O meio reacional foi composto por 0,025 mL de uma solu¢do 1,0 mM de MCD
(Sigma cat. No. M4362), 0,30 mL de uma solucao de 100 mM de H,O; e 2,60 mL de solugdo
KBr 50 mM, dissolvidos em tampao KH,PO4 50 mM, e o pH foiajustado a 6,0 com 50 % v/v
de NaOH. Este meio foi adicionado a uma cubeta de quartzo. Em seguida, a cubeta foi agitada
para completa mistura dos reagentes e a absorbancia foi medida a 290 nm em um
espectrofotometro (UV-1650PC, Shimadzu) durante 1 minuto para estabelecer uma linha de
base.

A este meio foi adicionado 0,10 mL de extrato de O. secundiramea iniciando a reacao
determinagdo da atividade da enzima bromoperoxidase curva de decréscimo da absorbancia a
290 nm, registrada a uma velocidade de 60 pontos.min™ durante 2 min.

Paralelamente, foi realizado o padrao contendo 0,10 mL de uma solugdo 1,25 U mL!
de bromoperoxidase purificada disponivel comercialmente e isolada de Corallina officinalis
Linnaeus (Rhodophyta, Corallinales) (Cat. B2170, lote n°® 105H38993, Sigma), que foi

adicionada a cubeta para determinar a curva de atividade da enzima.
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A redugdo da absorbancia promovida pela adi¢do do bromo ao MCD em um intervalo
de tempo ¢ utilizada para determinar o nimero de unidades de bromoperoxidase existentes no
extrato da macroalga. Portanto, a unidade de enzima ¢ definida como a quantidade que
catalisa a conversdao de 1,0 micromole de mono - clorodimedon (MCD) a mono -
bromoclorodimedon (MCD-Br) por minuto no pH 6,4 ¢ a 25 °C (nmol MCD mL ~'.min™),

denominada como Ry e calculada de acordo com a equacao:

1 AAL g,
Leyep At

R,y(UenzimamL™ )= —

(Equacio 3)

Onde:

1 = passo 6ptico da cubeta 1 cm

emcp = Absorcao constante do MCD a 290 nm;

AAj99 = Variacao da absorbancia da amostra a 290 nm;

At = Tempo de leitura em minutos

O Ry foi utilizado juntamente com a concentragao inicial de MCD (Cy) no meio de
reacdo (0,09 pM) e com a constante de saturagio do MCD (K em nmol MCD.mL™") para
calcular a taxa de conversdo maxima (R, na unidade nmol MCD.mL'l.min'l) do MCD a
MCD-Br a partir da derivacao da equagao 4:

 Rpnex-Go

max

K_Eu

5

(Equacio 4)

Em seguida foi determinada a atividade especifica maxima da bromoperoxidase (R’ pax
da unidade de enzima por grama de massa seca da alga). A massa seca (Mg) foi determinada
para trés talos de 0,2 g que foram secos em estufa a 80 °C e monitorados diariamente até

atingir massa constante, resultando em 18,95% da massa fresca inicial. Na determinacao da
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R’ 1ax foi utilizado 0 Ryax, 0 volume de reagdo da cubeta do espectrofotometro (Vgr), o volume
total de tampao usado para obter o extrato bruto de 100 mg da alga (V¢) e o volume da
aliquota desse extrato utilizado para andlise (V,), conforme o apresentado na equagao 5:

r — RmaVe Ve

3
(Equagiio 5)
O valor de Ry« foi utilizado para determinagdo da constante de conversio do MCD
(Ko na unidade MCD ug'l enzima.min™) adotando como base a concentragio equivalente em
proteina (ep na unidade pg.mL™") para a bromoperoxidase comercial verificada pela

quantifica¢do das proteinas soluveis totais (Bradford, 1976). O célculo foi realizado de acordo

com a equacao 6:

(Equacio 6)

O valor de ¢, fornece a informacao da quantidade de proteina total na fracao purificada
de bromoperoxidase. Este valor ndo ¢ conhecido para o extrato obtido para O. secundiramea
que pode ser estimado por meio da Ky da enzima purificada € o R’y determinado para
extrato da alga. Desta forma a concentracao especifica da bromoperoxidase (£ na unidade pg
de proteina da bromoperoxidase por grama de massa seca de O. secundiramea) ¢ determinada

pela equagao 7:

(Equacio 7)
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A andlise do decaimento da absorbancia do MCD convertido a MCD-Br pelo extrato
contendo a bromoperoxidase, permitiu determinar a atividade e a concentragdo especifica da
enzima, verificando, dessa forma, a influéncia do enriquecimento com KBr neste passo da

sintese dos compostos bioativos em culturas de O. secundiramea.

Analise dos compostos com atividade antifungica

A biomassa ndo utilizada nas avaliagdes fisiologicas foi empregada para a obtengdo
dos extratos bioativos utilizados para avaliar a resposta do enriquecimento com bromo na
composicdo quimica e na bioatividade dos metabolitos com potencial antifungico de O.
secundiramea. Os resultados desse item serdo apresentados juntamente com os do tdpico

Extracao, determinacio e purificacio dos compostos bioativos (Item 4.3).

4.3. Extracio, fracionamento e determinacio dos compostos bioativos

Neste topico, sera abordado o processo de obtengdo dos extratos bioativos, a obten¢ao
de fragdes por técnicas de fracionamento guiado das substancias com atividade antifiingica e a
identificacdo dos compostos bioativos.

Todas as analises descritas neste topico foram realizadas com extratos provenientes de
biomassa das linhagens de H. musciformis cultivadas em laboratorio e de O. secundiramea
coletada na natureza. Foi realizada, ainda, uma andlise comparativa do perfil quimico dos
extratos provenientes da biomassa das algas cultivadas em biorreatores em resposta a
diferentes concentragdes de CO; (linhagens de H. musciformis) e de bromo adicionado ao

meio de cultura (O. secundiramea).
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4.3.1. Obtencao dos extratos das linhagens de H. musciformis e O. secundiramea

Os gametoéfitos femininos de O. secundiramea foram coletados em setembro de 2010,
na Ponta da Baleia-ES (20°15°54”S ¢ 40°11°20”W), e uma parte do material foi depositada no
herbario de Sdo Paulo, sob o nimero SP401694.

Os extratos empregados no isolamento de substdncias antifungicas e testes de
bioatividade foram obtidos a partir de algas frescas, segundo o protocolo estabelecido por
Machado (2008). A extragdo foi realizada por incubagdo durante 07 dias, com a mistura de
solventes diclorometano (DCM): metanol (MeOH) (2:1) (v/v), na propor¢do de 1 g da
macroalga para 10 mL da mistura de solventes. Os extratos foram concentrados a véacuo, a
baixa temperatura e pesados para a determina¢ao do rendimento (%) do processo de extragao.

Com relagdo as linhagens de H. musciformis, seus extratos foram obtidos a partir de
biomassa resultante de cultivo realizado em 2011 e foram empregados na investigagdo (1) dos
efeitos de diferentes métodos de processamento da biomassa, no perfil cromatografico obtido
por CG/EM e também (2) na atividade antifungica.

J& os extratos provenientes das biomassas obtidas no cultivo em biorreatores, em
diferentes concentragdes de CO;, realizado em 2013, foram empregados no (1) fracionamento
guiado e na caracterizacdo de compostos bioativos e também no (2) para avaliar efeito do
enriquecimento com CO; no perfil cromatograficos desses mesmos extratos.

Todos os cultivos de linhagens de H. musciformis e as subseqiientes extragdes

realizadas com sua biomassa estdo apresentados na figura 23.
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Figura 23- Fluxograma de obten¢do dos extratos e atividades desenvolvidas para cada cultivo
das linhagens de H. musciformis.

Para o estudo de O. secundiramea, o extrato obtido diretamente de espécimes
coletados em 2010 (SP401694) foi submetido ao (1) fracionamento guiado para
caracterizacdo de substancias antifingicas e também a (2) avaliacdo quantitativa de seu
potencial antifingico.

Uma parte dos espécimes de O. secundiramea (SP401695), coletados em fevereiro de
2011, foi destinada ao cultivo em biorreator, para avaliar da influéncia do bromo dissolvido
no meio sobre 0 composicao quimica de seu respectivo extrato e outra parte foi empregada na
determinagdo da influéncia de diferentes tratamentos sobre o perfil quimico e a atividade
antifiingica dos extratos provenientes dessa biomassa.

As coletas, os cultivos e as extragdes realizados nesse estudo para O. secundiramea

sdo apresentados na figura 24.
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Figura 24 - Fluxograma de obtencao dos extratos e atividades desenvolvidas para cada coleta
e cultivo de O. secundiramea.

Avaliacdo da influéncia de tratamentos da biomassa das linhagens de H. musciformis e
0. secundiramea na composicao quimica, atividade e rendimento de seus extratos

Amostras de 27 g de biomassa fresca das macroalgas O. secundiramea (coletada na
natureza em 2011) e das linhagens de H. musciformis (provenientes de cultivo em
biorreatores) foram divididas em 3 lotes de 9 g (3 repetigdes com 3 g). O primeiro lote foi
submetido a extracdo, sem qualquer tratamento; o segundo, foi congelado em nitrogénio
liquido e em seguida liofilizado e o terceiro, foi seco em estufa a 50 °C, até atingir massa
constante (24 h).

Apo6s esses procedimentos, todos os lotes foram submetidos a extragdo, conforme

descrito no item anterior (figura 25).
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Figura 25 - Fluxograma dos tratamentos da biomassa das algas para obtencdo dos extratos.
Para a espécie O. secundiramea e as linhagens de H. musciformis foram realizados a extracao
a partir da biomassa fresca (T1), liofilizada (T2) e seca a 50 °C (T3).

Todos os extratos foram submetidos a andlise quimica e a prospec¢do de atividade
antifngica, sendo abordados tanto os aspectos qualitativos quanto os quantitativos, desses

ensaios.

4.3.2. Ensaios antifiingicos

A atividade frente aos fungos fitopatogénicos Cladosporium sphaerospermum e
Colletotrichum lagenarium foi avaliada pela técnica da bioautografia (realizada em
cromatoplacas de aluminio, cobertas com gel de silica (20x20 cm, 0,20 mm, 60GF254,
E.Merck). Esses dois fungos foram selecionados por apresentarem elevada produgao de
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esporos e coloracdo escura. Para o fungo Colletotrichum gloeosporioides, que apresenta nivel
de esporulacdo menor e esporos de cor clara, foi determinada a concentragdo inibitdria
minima, pelo método de difusdo em agar.

Estudos realizados por Machado et al. (2014, 2013, 2011) mostraram que o potencial
antifungico dos extratos de H. musciformis ¢ inferior aos de O. secundiramea, motivo pelo
qual, nas andlises realizadas com suas linhagens, foram utilizados extratos com concentra¢des
mais elevadas.

Por fim, para a avaliacdo do efeito inibitorio sobre o desenvolvimento da antracnose
do mamao na pos-colheita e também para observar sua influéncia sobre o amadurecimento
desses frutos, sobre a superficie destes, foi aplicado um biofilme a base de amido de milho,

contendo substancias isoladas das macroalgas.

4.3.2.1. Avaliacido qualitativa e quantitativa da atividade antifingica pelo

método de bioautografia
Este ensaio consiste na aplicacdo de aliquotas de 10 puL de solugdo, contendo 500 pg
dos extratos das linhagens de H. musciformis e 100 pg dos extratos de O. secundiramea, a
placas de gel de Silica (cromatoplacas de aluminio, 20x20 cm, 0,20 mm, 60GF254, E.Merck),
que foram desenvolvidas nas fases moveis DCM/MeOH, 99:1, v/v, para O. secundiramea e

em DCM/MeOH, 95:5, v/v, para as linhagens de H. musciformis.

Apo6s o desenvolvimento dos cromatogramas, as placas foram secas em capela, em
corrente de ar e nebulizadas com suspensdo de glicose e sais (6:1) contendo esporos dos
fungos, na concentracio de 10® esporos.mL™'. A seguir, as placas foram incubadas em cimara
umida a 28 + 2 °C, por 48 h, no caso de C. sphaerospermum ¢ por 120 h, no caso de C.
lagenarium.

Ap6s o periodo de incubagdo, as placas foram avaliadas quanto a formagdo de

manchas claras sobre o fundo escuro, que sdo indicativas da presenga de substancias com
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atividade antifingica. Também foram anotados os seus Rfs (Fator de Reten¢do = razdo entre a
distancia da mancha ao ponto de partida e a distancia total percorrida pela fase movel) e suas
intensidades foram avaliadas.

Nesta andlise, foi determinado o limite de deteccdo da atividade antifungica (LD), pelo
método da bioautografia. Para tanto, aliquotas contendo 200, 100, 50, 25, 10 ug de cada
extrato das linhagens de H. musciformis e 50, 25, 10, 5 e 1 pg, de extrato de O. secundiramea
foram submetidas aos mesmos procedimentos descritos anteriormente, quanto a aplicagdo dos
fungos e incubagdo das placas. Quando necessario, foram testadas concentragdes superiores €

inferiores dos extratos, até que o limite de detec¢do do método fosse atingido.

4.3.3. Fracionamento guiado dos compostos com atividade antifungica por

cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

Por¢des de 100 mg dos extratos de cada macroalga foram, separadamente, aplicados a
placas cromatograficas preparativas (20x20 cm, 1,50 mm, 60GF254, E.Merck), que foram
desenvolvidas em DCM/MeOH 95:5, v/v, no caso de H. musciformis, ¢ em DCM/MeOH
99:1, v/v, para O. secundiramea.

Ap6s o desenvolvimento dos cromatogramas, as placas foram secas em capela, em
corrente de ar e em cada uma delas, com base nos valores dos RFs determinados previamente
para as substancias com atividade antifingica, foram demarcadas as areas a serem retiradas
das placas, por conterem as substancias de interesse.

Cada um desses materiais retirado das placas foi, separadamente, submetido a extragao
(5 x) com DCM/MeOH (90:10), v/v e os extratos reunidos foram centrifugados (5.000 x g).
Os sobrenadantes foram reunidos e filtrados em membrana de PVDF (poro de 0,2 um e
didmetro 13 mm); o filtrado foi evaporado em corrente de ar, a temperatura ambiente e

denominado fragdo bioativa da CCD (FBc¢cp). O material seco foi pesado e estocado a -20 °C
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para a realizacdo de analises posteriores. O rendimento do processo de purificacdo foi

determinado.

4.3.4. Purificacdo e caracterizacio dos metabolitos dos extratos e fracoes
bioativas das macroalgas

Devido as diferencas observadas na intensidade da atividade biologica e no
rendimento do processo de fracionamento bioguiado, as fragdes FB¢cp resultantes do extrato
de O. secundiramea e as resultantes dos extratos das linhagens de H. musciformis foram
submetidas a diferentes processos de purificacao.

Para facilitar o acompanhamento da purificagdo dos compostos ativos, recorreu-se a
CCD, derivatizada com solugdo 4cida de p-hidroxibenzaldeido, seguida por aquecimento, o
que leva a formag¢do de manchas azuis, rosadas e roxas indicativas da presenca de

hidrocarbonetos, 4cidos graxos e terpenos.

4.3.4.1. Tratamentos realizados para os extratos das linhagens de H.
musciformis
Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

Em virtude de as moléculas componentes dos extratos das linhagens de H.
musciformis apresentarem baixa volatilidade, essas amostras foram submetidas a sililacao
(substitui¢@o de grupos hidroxila por grupos trimetil-silil, para posterior analise por CG/EM.

Para tanto, os extratos tratados com piridina e BSTFA (N,O-
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida + 1% TMCS (trimetilclorosilano) na propor¢ao de 4:1,
foram injetados em sistema CG/EM (Agilent GC 6890 e MSD 5973N, Agilent) equipado com
coluna de 30 m HP5 com 0,25 uM de espessura da fase estacionaria (Supelco). A temperatura
de inje¢do foi fixada em 230 °C, a interface em 250 °C e a fonte de ions ajustada em 150 °C.

Como gas de transporte foi utilizado o Hélio, com fluxo de 1 mL'min”'. O programa
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empregado foi o seguinte: 5 minutos a 70°C, seguido por uma rampa, com aumento de 5 °C
min-1 até 310 °C, temperatura mantida constante por um minuto. Os espectros de massa
foram registrados em duas varreduras por segundo, na faixa de 50 a 650 m/z. Os espectros de
massas foram avaliados com base no programa ChemStation (Agilent, EUA). Os picos foram
identificados e comparados com os dados da biblioteca de espectros de massa NIST 08
(levando-se em conta similaridade superior a 95 %), adicionalmente foi realizado a analise da

série de n-alcanos para o calculo dos indices de Kovats e com bibliografias especificas.

Estudo dos compostos da FBccp das linhagens de H. musciformis por anailise em
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometro de massas de alta

resolucao (CLAE/EM)

O isolamento dos componentes das FBccp das linhagens de H. musciformis foi
realizado em cromatografo Shimadzu LC-20, acoplado a coluna de fase reversa Phenomenex
Luna C-18 (4,6 x 250 mm, 5 pM). A fase mével foi constituida por - solugdo aquosa de Acido
Formico 0,01% (Solvente A) e Metanol 100% (Solvente B) e a eluicdo foi do tipo gradiente: 0
a 10 min (20 - 50%B); 10 a 15 min (50 - 80%B); 15 a 30 min (80% B); 30 a 36 min (80 - 20%
B); 36 a 42 min (20% B). O fluxo foi de 1 mL-min™ . As anélises no espectrometro de massas
Bruker MicroTOF Q-II foram realizadas no modo positivo, calibrado com formiato de sédio,
com duas aquisi¢des por segundo, na faixa de massas entre m/z 50 e 1100. Os resultados
foram analisados por meio do script smart formule 4.1 (Bruker software data compass). A
exatiddo das medidas das massas foi calculada como a diferenga (erro) entre a massa medida

(experimental) e a massa tedrica, em ppm, segundo a equagdo (Langas, 2013):

Erro = Mﬂ"‘g‘gﬂ’l"aflricrz _Mﬂ"‘g‘gﬂ’ﬂbric!rz % 10
Mﬂ"‘g‘gﬂ’l"aﬁricﬂ
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A massa tedrica foi calculada com base nos valores das massas precisas, dos elementos

(Pavia et al., 2010).

4.3.4.2. Tratamentos realizados para o extrato de O. secundiramea

Purifica¢ido por Cromatografia Liquida em Coluna

A FBccp proveniente do extrato de O. secundiramea SP401694, coletada em 2010, foi
submetida & Cromatografia Liquida em Coluna, sob pressdo atmosférica, empregando-se
como fases estaciondrias Sephadex LH-20 (Sigma, 9041-37-6) (I) e gel de silica (60, 0,2-0,5

mm, Merck, 7733) (II),

Coluna de Sephadex (I)

Uma coluna de vidro foi preenchida com 25 g de Sephadex LH-20 como fase
estacionaria, cujas dimensdes, apoés o empacotamento foram 78 cm de altura x 1,2 cm
diametro. Sendo em seguida aplicado a FBccp a coluna, que foi eluida em modo isocratico,
com a fase movel Hexano-DCM (4:1) sendo coletados o volume morto (7 mL), 100 fracdes
de 1 mL, seguidas de 10 fragdes de mL. A vazdo foi de 0,01 mL-s™.

As fragdes coletadas foram submetidas a CCD em gel de silica, desenvolvida com a
fase movel DCM 100%; os cromatogramas foram avaliados sob luz UV (A = 254 e 366nm) e
em seguida, derivatizados com p-hidroxibenzaldeido. As fragdes que, nestas analises,

mostraram-se iguais, foram reunidas.

Coluna de Silica (II)
Neste procedimento, foram empregados 17,2 g de silica como fase estacionaria, a qual
apds o empacotamento apresentou dimensdes de 38 cm de altura x 1 cm de diametro. O modo

de elui¢do foi o isocratico e a fase movel, o Diclorometano; a velocidade de eluigcdo foi de
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0,006 mL-s'. Os materiais submetidos a este processo foram as fragdes eluidas do
procedimento realizado na coluna de Sephadex-LH-20, que, por CCD, mostraram ser
constituidas por mistura de substancias, sendo pelo menos uma delas, de interesse. Foram
coletadas uma fracdo de 3 mL (volume morto), 90 fracdes de 1 mL e 10 fragcdes de 10 mL.
Essas fracdes foram avaliadas de modo semelhante ao empregado na analise das fracdes

obtidas no item anterior.

Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

As andlises qualitativa e semi-quantitativa da composi¢do quimica do extrato, da
FBcep e das substancias isoladas de O. secundiramea foram conduzidas em cromatografo
gasoso acoplado a espectrometro de massas (CG-EM, QP2010 Plus, Shimadzu, Japao),
dotado de coluna capilar HPSMS (5% fenil-metilpolisiloxano) 30 m, com espessura de 0,25
um e diametro de 0,25 mm. A temperatura estabelecida para o injetor foi de 220°C e o
gradiente de temperatura da coluna foi de 60 a 260°C (3°C- min™"), seguido pela manutengio
em 260°C, durante 40 min; o volume de inje¢ao foi 0,1 uL., com split de 1:10 para as fragdes e
1:50 para o extrato bruto; o gas de arraste foi o Helio, mantido em fluxo constante de 1
mL.min".

O espectrometro de massas do tipo quadrupolo operou com lonizagdo eletronica (70
eV), sendo a temperatura de interface CG/EM, de 240°C. Os espectros de massas foram
analisados quanto aos fragmentos formados e comparados com artigos especificos e dados das
bibliotecas da NIST 08 e do 08s (National Institute of Standards and Technology), disponiveis
no banco de dados do equipamento. A partir da area de todos os picos, observados no TIC,

foram calculadas a somatéria da area total ¢ a concentracdo relativa (%) das substancias

presentes nas amostras.

59



Anadlise das sub-fracdes obtidas por cromatografia liquida em coluna por ressonincia
magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN 'H e "*C foram registrados em espectrofotdmetro DRX-500
(Bruker), na Central Analitica do Instituto de Quimica da USP, Sao Paulo. O Cloroférmio
deuterado (CDCls) foi empregadocomo solvente e como padrdo interno (6 = 77,24 ¢ 77,0). Os
deslocamentos quimicos () foram medidos partes por milhdo (ppm) e o tetrametilsilano
empregado como referéncia interna de calibracao (6 = 0,00 ppm).

A discussdo dos resultados foi realizada com base nos valores dos deslocamentos
obtidos comparados com os descritos para os compostos identificados previamente por CG-
EM. Adicionalmente os espectros de RMN de °C ¢ "H bem como os espectros de COSY
(correlagdo homonuclear de identificacdo do acoplamento de hidrogénios) obtidos na analise
das sub-fragdes foram comparados com os previstos para cada monoterpendo halogenado com
base no “NMR Predict” (Castillo et al. 2011) (Acessado em 06/2014 e disponivel em:

http://www.nmrdb.org/new_predictor/).

4.3.5. Efeitos da aplicacido do extrato e fracido bioativa de O. secundiramea no
controle da antracnose do mamao: testes in vitro e in vivo
4.3.5.1. Determinacio da concentra¢io inibitéoria minima (CIM) in vitro
para o fungo C. gloeosporioides

Para a determinagdo da CIM foi utilizado o método de dilui¢do no meio BDA. O teste

foi realizado em placa para microtitulagdo tipo ELISA de 96 pogos, esterilizada por
tratamento em microondas por trés minutos (repetido por vezes) e luz UV por 30 minutos. Em
cada pogo foram aplicados 100 pL. de meio BDA (controle negativo), os tratamentos foram
compostos por meio BDA e os extratos e fragdes solubilizados primeiramente em 10 pL de
DCM e em seguida misturado com o BDA a 60 °C (promovendo a remog¢ao do DCM por

evaporac¢do) nas concentragdes finais de 150, 100, 50, 25, 15,10e 5 ug.mL'l, adicionalmente
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foi realizado o controle positivo contendo apenas os 100 pL de BDA e 10 pL de DCM, o
aspecto inicial (antes da inoculacdo do fungo) do experimento ¢ apresentado na figura 26.

Para a determinacdo da CIM, foi utilizado o método da diluigdo em meio BDA. As
amostras a serem analisadas foram aplicadas a placa para microtitulacdo, tipo ELISA,
contendo 96 pogos. Foi realizado o processo de esterilizagdo em microondas, por trés séries
de aquecimento durante trés minutos, seguidas de exposi¢ao a luz UV, por 30 minutos.

As amostras foram compostas por 100 pL. de meio BDA (controle negativo) aplicados
previamente aos pogos, aos quais eram acrescentados os extratos ou fragcdes solubilizados em
10 uLL. de DCM, que eram entdo submetidas a aquecimento a 60 °C, para promover a mistura
do material ao meio BDA e a remo¢ao do DCM, por evaporagao.

As concentragdes finais dos materiais testadas foram de 150, 100, 50, 25, 15, 10 e 5
pg.mL". Como controle positivo, foi utilizado amostras contendo 100 pL de BDA e 10 puL de
DCM.

A figura 26 mostra o aspecto da placa de microtitulacdo contendo as amostra, antes da

inoculacdo do fungo

Opgml!  Spgml! 10 pugml! 15pgml?!  25pugml?! 50 pgml?t 100 pg.ml? 150 pgml.!

Figura 26 - Placa de microtitulacao tipo ELISA de 96 pogos contendo meio BDA e o extrato
de O. secundiramea nas concentracdes de 150, 100, 50, 25, 15, 10, 5 e 0 (apenas o solvente
DCM) pg.mL'l.

O fungo foi inoculado utilizando 5 uL da suspensdo contendo 10* conidios.mL™ ¢ as
placas serdo incubadas por dois dias com temperatura, ajustada para 28°C +2 °C. O ensaio
realizado com trés repeticdes avaliando a menor concentragdo capaz inibe 100% do

crescimento visual do fungo.
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4.3.5.2. Avaliacio da aplicacdo in vivo do extrato e da fracio de O.
secundiramea na forma de biofilme em frutos de mamao

Este ensaio, dividido em trés etapas, foi realizado segundo Oliveira Jr et al. (2013). A

primeira etapa consistiu na obtencdo e selecdo dos frutos, a segunda, no preparo e aplicacio

do biofilme e o terceiro, na avaliagdo dos parametros de qualidade dos frutos, durante o
periodo de prateleira.

Devido aos motivos (rendimento e intensidade da atividade antifungica) mencionados

anteriormente o ensaio de aplicagcdo das substancias de macroalgas foi realizado apenas para o

extrato e FBccp da espécie O. secundiramea.

Obtencao dos frutos

Frutos, da cultivar “Sunrise solo” ou Havai, foram produzidos nas Fazendas Reunidas
2 Irmaos, situada na regido de Teixeira de Freitas - BA e cedidos pela empresa produtora,
fornecedora e proprietaria do Box Frutas BS LTDA, no CEAGESP. Para garantir a
homogeneidade visual das amostras e eliminar as unidades que apresentassem ferimentos ou
manchas, a sele¢@o dos frutos foi feita quando estes ainda estavam totalmente verdes.

Os frutos foram transportados para o Instituto de Quimica da USP, onde foram lavados
e submetidos a tratamento com solugdo clorada contendo 100 mg.L" de cloro ativo, por 30
segundos em seguida, os frutos foram secos a temperatura ambiente e armazenados a 15 °C,

até a realizacdo do experimento.

Preparo e aplicacio do biofilme de amido do controle e contendo o extrato e FBccp de O.
secundiramea
Para a preparacdo do biofilme de amido, foi utilizada fécula de milho comercial

aplicada na concentragio de 20 mg.mL™" de amido em agua destilada. Esta concentragdo foi
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determinada por Santos et al. (2011) como a melhor para aplicagdo de biofilme de amido no
periodo de pos-colheita em frutas.

As solucdes de amido foram aquecidas até 70°C sob agitacdo constante por 15 min
dando inicio ao processo de gelificagdo do amido em 4dgua. Esta solugcdo foi deixada em
repouso até o resfriamento em temperatura ambiente.

O extrato e a FBccp de O. secundiramea foram, separadamente, dissolvidos em 10 pL
de DCM. Estas solugdes resultantes foram adicionados 1 mL de Tween 80 e 9 mL de 4agua
destilada. Ap6s homogeneizagdo em vortex, essas solugdes foram adicionadas a volumes pré-
determinados da solugio de amido, de modo a obter-se a concentragio final de 10 pg.mL™
dos bioativos, equivalente a CIM determinada, no ensaio antifingico, frente ao fungo C.
gloeosporioides no ensaio in vitro. Nos controles, a solu¢cdo de amido foram adicionados
apenas Tween 80 e 10 uL. de DCM.

Nao foram realizados ensaios adicionais para a verificagdo da influéncia do biofilme
na conservagdo dos mamdes, pois Oliveira Jr. et al. (2013) demonstraram que a aplicacao
deste material ndo promove alteragdes significativas as frutas. A aplicacdo do biofilme foi
feita por imersdo das frutas na solugdo de amido, por 1 minuto; a secagem foi feita em

bancada, sob ventilacdo artificial mantida por 30 min.

Avaliacio dos parametros de qualidade dos frutos e do desenvolvimento da antracnose
poOs-colheita durante o periodo de prateleira

A aplicacdo do biofilme foi feita no estagio 1 de maturacdo dos frutos, no qual
manchas amarelas ocupam menos de 15% da casca (figura 27). Imediatamente apoés, foi
iniciada a simulac¢do do periodo em prateleira, quando os frutos foram armazenados em sala

climatizada a 25 + 2 °C e umidade relativa do ar entre 80-85% (figura 28).
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Figura 28 - Aspecto dos frutos, durante a simulacao do periodo de prateleira.

Os frutos de mamao do controle, contendo apenas biofilme, e os tratados com o
extrato ¢ a FFBcep de O. secundiramea os foram submetidos a avaliagdes por 6 dias
(medigdes em 0, 3 e 6 dias) do processo amadurecimento e pods-colheita dos frutos e
ocorréncia de antracnose. Para tanto foram efetuadas analises dos seguintes parametros, sendo

avaliados trés frutos (n = 3) para cada tratamento:

64



Perda de massa fresca

Por meio de uma balancga digital foram registradas as diferengas entre o peso inicial do
fruto e o peso final a cada trés dias, sendo o resultado expresso em % (porcentagem de perda
de massa).

Os solidos soluveis, acidez titulavel e pH da polpa dos frutos foram avaliados a partir
do suco produzido por 5 g da polpa da regido mediana do fruto, ao qual foi adicionado 50 mL

de 4gua destilada.

Teor de solidos soluveis
Foi determinado com auxilio de refratometro portatil (Instrutherm, RT-90ATC), na
faixa de 0 a 32 °Brix. Para a analise, gotas dos sucos foram colocadas sobre a lente

refratOmetro.

Acidez titulavel
A acidez tituldvelfoi obtida pela titulagdo de uma aliquota de suco, em presenca de
fenolftaleina, com NaOH 0,1 N até o pH atingir 8,1 (AOAC, 1992), sendo expressa em (%) de

acido citrico na polpa.

pH da polpa

O pH da polpa foi medido por potenciometria, em pHmetro digital (AOAC, 1992).

Firmeza da polpa e resisténcia da casca

Ambos os parametros foram determinadas por meio de um texturometro TA-XT2
(Stable Micro Systems) (figura 29), operando com software Texture Expert, localizado no
IPEN-USP (Instituto de Pesquisas Nucleares). A firmeza da polpa foi medida por meio de um

com corpo de prova tipo agulha (probe) P/2N de ago inox penetrando 15 mm na polpa
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enquanto que para determinar a resisténcia da casca, utilizou-se a probe P/2 com ponta de 2
mm de didmetro penetrando 5 mm no fruto. O resultado registrado corresponde ao valor
obtido para for¢a maxima, com velocidade de penetracio de 1 mm.s™, determinado por meio
analise da curva forga x tempo e expressas em Newtons (N). As medidas foram tomadas em

trés pontos na regido equatorial dos frutos, sendo a média entre eles o valor final.

Figura 29 - Texturdmetro TA-XT2 utilizado para a determinagdo da firmeza da polpa e
resisténcia da casca dos frutos de mamao em resposta a aplicagdo de biofilme enriquecido
com extrato € FBccp de O. secundiramea.

Indice de doenca

Foi determinado por anélise subjetiva a partir de uma escala de categorias proposta por
Azevedo (1998) que define notas de acordo com a intensidade do desenvolvimento da
antracnose, sendo que a nota 0 (zero) refere-se a0 mamao sem nenhum sintoma de doenga; 1
refere-se ao mamao com lesdes de didmetro inferior a 1,0 cm; 2 refere-se ao mamao com
lesdes de diametro entre 1,0 € 2,0 cm e 3 refere-se a0 mamao com lesdes de didmetro maior

que 2,0 cm.
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4.4. Analises estatisticas dos dados
Todos os experimentos foram conduzidos com delineamento inteiramente casualizado
e realizado com trés repeti¢des. Os resultados de crescimento das algas em laboratorio e das
variaveis fisiologicas avaliadas foram submetidos a analise de varidncia (ANOV A) unifatorial
e testes “a posteriori” de comparagdo multipla de Tukey para distinguir os tratamentos
significativamente diferentes. As andlises foram realizadas com o software gratuito

ASSISTAT (Versao 7.6).

5. RESULTADOS
5.1. Obtencio e manutencido das culturas de Ochtodes secundiramea (Montagne)

M.A.Howe

Experimento sobre liberacio e germinac¢io carpésporos e desenvolvimento de plantulas
A partir de gametofitos femininos com cistocarpos foram obtidos carpdsporos de O.
secundiramea, com didmetro médio 6 + 0,2 um (n = 20) apds 24 h (figura 30). Apds 48 h, foi
observada a germinagdo de esporos de 3,5 pm com o padrdo do tipo Nemalion e a degradacao
dos esporos de 6 pm (Figura 31). Os esporos germinados deram origem germinantes apos 4
dias e em seguida foi observada a formagao de monosporangios (6 dias), que posteriormente
foi identificada pelas caracteristicas morfologicas e moleculares como Acrochaetium infestans

M.A. Howe & Hoyt (figura 32) Esta espécie foi isolada e mantida em cultura no laboratorio.

Figura 30 - Gameto6fito feminino de O. secundiramea com cistocarpos (A). Carpdsporos
liberados apos 24 h (B).
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Figura 31 - Germinagdo dos esporos da alga vermelha Acrochaetium infestans apresentando

o padrao de germinacao do tipo Nemalion, apos 48 h.

Figura 32 - Plantulas eretas com 4 dias (A), formagdo de monosporangios apos 6 dias (B),
estabelecimento de cultura de Acrochaetium infestans em laboratério obtidas a partir da
germinagdo de esporos (C).

Nas condi¢des de laboratério (irradidncia de 10 umol fotons m > s ', temperatura de
23 £ 2 °C e salinidade de 33 ups) observou-se que os carposporos de O. secundiramea
apresentaram elevada sensibilidade e ndo germinaram, impedindo a obtencdo de culturas com

o aplicagao desta técnica.

Propagacio de segmentos apicais
Como os esporos de O. secundiramea nao foram viaveis em laboratério, segmentos
apicais de 2 cm dos ramos de gametofitos femininos ndo férteis foram utilizados para a

determinagdo das melhores condigdes de cultura para a obtengdo de biomassa.
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5.1.1. Testes para isolamento e crescimento de segmentos apicais de O.

secundiramea

Experimento de cultura com diferentes solu¢des de nutrientes

Em resposta aos tratamentos com diferentes concentragdes de duas solucdes de
nutrientes (von Stosch e Provasoli), os talos de O. secundiramea apresentaram taxa de
crescimento de 0,2 % por dia em todos os tratamentos testados, ndo sendo observadas
diferencgas significativas (F = 1,6243, p = 0,2357) entre os tratamentos ap6s 21 dias de cultura

(Figura 33). Desta forma, para a continuidade dos experimentos foi selecionado o meio de

cultura VSES/2.

Taxa de crescimento(%.d™!)

VSES VSES/2  PES PES/2

Figura 33 - Taxa de crescimento dos segmentos apicais de O. secundiramea em resposta a
diferentes concentragcdes de nutrientes apds 21 dias cultivadas nas seguintes condicdes:
irradiancia de 15 pmol fétons m > s ', temperatura de 23 + 2 °C, salinidade de 33 ups ¢
fotoperiodo 14:10 h (L:E). Os valores correspondem a média + desvio padrao (n=3).

Experimento de cultura em diferentes niveis de irradiancia

As maiores taxas de crescimento de segmentos apicais de O. secundiramea foram
observadas nos tratamentos de 30 e 50 pmol fotons m > s apos 21 dias diferenca

significativas (F =9,5702, p = 0,0017) (Figura 34).
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Figura 34 - Taxa de crescimento (%.d") dos segmentos apicais de O. secundiramea em
porcentagem de biomassa por dia em respostas a diferentes niveis de irradiancia ap6s 21 dias
cultivadas nas seguintes condi¢des: meio VSES/2, temperatura de 23 + 2 °C, salinidade de 33
ups e fotoperiodo 14:10 h (L:E). Os valores correspondem a média = desvio padrdo (n=3).
Tratamentos seguidos por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey, considerando
1% de significancia.

Nao foram observadas diferengas significativas no crescimento das algas cultivadas na
irradiancia de 30 e 50 pmol fotons m”.s™. Por outro lado, na condigdo de 10 pmol fotons
m”s” foram observadas a auséncia de contaminantes e a ocorréncia de degradagdo dos
pigmentos. O tratamento com o nivel mais elevado de irradidncia promoveu o

desenvolvimento de algas epifitas associado a degradacao dos talos de O. secundiramea

(Figura 35).

70



10 pmol fotonsm?.st

—

05cm _0S5cm

30 pmol fotonsm2.st

70 pmol fotonsm2.st

0.5 em 0.5 em

Figura 35 - Segmentos apicais de O. secundiramea em resposta a diferentes niveis de
irradiancia. Algas do lado esquerdo ilustram a condicao inicial e no lado direito correspondem
a algas apods 21 dias de cultivo nas seguintes condi¢des: meio VSES/2, temperatura de 23 + 2
°C, salinidade de 33 ups e fotoperiodo 14:10 h (L:E).

Experimento de cultura com e sem aeracio

Apos a selecdo dos melhores tratamentos com solugdo de nutrientes e de irradidncia
para o cultivo de O. secundiramea, foi realizada a avaliacdo do efeito da aeracdo na producao
de biomassa. Nao foram observadas diferengas significativas (F = 1,7141, p = 0,2605) na taxa
crescimento que foram proximas a 6% por dia nos tratamentos testados (Figura 36). No
entanto, o movimento da dgua fez com que os talos da alga apresentassem maior rigidez e
resisténcia, ¢ o escurecimento do talo da alga associado ao crescimento de organismos

epifiticos contaminantes (Figura 37).
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Figura 36 - Taxa de crescimento dos segmentos apicais de O. secundiramea em porcentagem
de biomassa por dia em respostas a aeracdo com 0,5 L.min"' de ar tmido e o controle com
cultura estagnada apos 21 dias cultivadas nas seguintes condigdes: irradiancia de 30 pumol
fotons m * s |, meio VSES/2, temperatura de 23 + 2 °C, salinidade de 33 ups e fotoperiodo
14:10 h (L:E). Valores correspondem a média + desvio padrao (n=3).

Estagnada

0,5 mm

Aerada

0.5 mm

Figura 37 - Segmentos apicais de O. secundiramea cultivados de forma estagnada e sob
aeracdo com 0,5 L.min"' de ar umido, algas do lado esquerdo ilustram a condigdo inicial e no
lado direito apos 21 dias de cultivo irradiancia nas seguintes condic¢des: irradiancia de 30
umol fotons m* s ', meio VSES/2, temperatura de 23 + 2 °C, salinidade de 33 ups e
fotoperiodo 14:10 h (L:E).
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Aplicacio do protocolo de descontaminacgio

Apos a defini¢do da melhor condigdo de cultivo (30 pumol fétons m’s™; meio de
cultura enriquecido com VSES/2 e sem aeragdo) para obten¢do de biomassa associada ao
baixo desenvolvimento de epifitas em segmentos apicais de O. secundiramea, iniciou-se o
protocolo de descontaminagdo para controle das epifitas, que com a aplicacdo continua foi
possivel obter culturas em que o desenvolvimento das epifitas estavam sob controle apos 8

semanas (Figura 38).

Figura 38 - Desenvolvimento da cultura de O. secundiramea, realizada com 30 pmol fotons
m”.s”, meio VSES/2, temperatura de 23 + 2 °C, salinidade de 33 ups e fotoperiodo 14:10 h
(L:E). A - Aspecto geral de O. secundiramea apds a coleta; B. Segmento apical inicial com 2
cm; C. Segmentos apicais com 4 semanas, com setas indicam os epifitas macroalgas, 1 -
Acrochaetium sp., 2 - Erythrotrichia sp., 3 - Ulva sp., D - Formagao de apices de O.
secundiramea apods 5 semanas, E - Apices seccionados, F - desenvolvimento dos apices apos
6 semanas; G - Cultura de O. secundiramea estabelecida apds 8 semanas.
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5.2. Experimentos em biorreatores

5.2.1. Efeito do enriquecimento com CO; no cultivo das linhagens pigmentares

de H. musciformis

Apo6s 21 dias de cultivo das linhagens de H. musciformis nas condigdes de controle
(0,5 mg.L" de CO,) e o tratamento (5,5 mg.L"' de CO,) observaram-se taxas de crescimento
diario de 12 % para a linhagem MA e 10 % para a linhagem VC tendo sido obtidos um total
de 33,172 g para o controle e 24,978 para o tratamento da linhagem MA e 25,773 ge 20,058 g
para controle e tratamento da linhagem VC (somatoério total da biomassa das trés repetigoes
de cada tratamento). No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas nas taxas e
nas curvas decrescimento das algas em resposta a adigao de CO, ao longo de 21 dias quando

comparadas ao controle (Figuras 39 e 40).
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Figura 39 - Taxa de crescimento das linhagens marrom (MA) e verde clara (VC) de H.
musciformis apos 21 dias de cultivo em biorreatores em resposta ao controle (aeragdo com ar
imido) e o tratamento (ar umido + 2 mL.min" de CO,) cultivadas nas seguintes condi¢des:
irradiancia de 90 umol fotons m > s_l, meio VSES/2, temperatura de 23 + 2 °C, salinidade de
33 ups e fotoperiodo 14:10 h (L:E).Os valores correspondem a média + desvio padrao (n=3).
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Figura 40 - Curva de crescimento por aumento da biomassa fresca em (%) das linhagens
marrom (MA) e verde clara (VC) de H. musciformis ap6s 21 dias de cultivo em biorreatores
em resposta ao controle (aeracdo com ar imido) e o tratamento (ar imido + 2 mL.min" de
CO,) cultivadas nas seguintes condi¢des: irradidncia de 90 umol fotons m > s ', meio VSES/2,
temperatura de 23 + 2 °C, salinidade de 33 ups e fotoperiodo 14:10 h (L:E). Os valores
correspondem a média + desvio padrao (n=3).

O enriquecimento com CO, no cultivo em biorreatores ndo promoveu alteragdes
significativas das concentragdes dos pigmentos fotossintetizantes sendo verificados valores de
Clorofila a de 0,1562 (controle) ¢ 0,1535 mg.g™ (tratamento com CO,) na linhagem MA (F =
1,1879; p = 0,3369), enquanto que a linhagem VC apresentou os valores 0,205 ¢ 0,247 mg.g”"
(F = 0,006549; p > 0.050) para o controle e tratamento, respectivamente. Foi verificado o
mesmo padrdo de respostas para as concentragdes de ficobiliproteinas que apresentaram
valores similares entre as condi¢cdes testadas em cada linhagem de H. musciformis. Os
resultados observados para proteinas totais e aglcares totais ndo indicaram alteragdes
significativas nas concentragdes desses pardmetros em resposta ao enriquecimento com CO;

durante os 21 dias de cultivos em biorreatores (figura 41).
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Figura 41 - Concentracio de média pigmento, proteinas e aglcares totais (mg.g™') nos talos
das linhagens marrom (MA) e verde clara (VC) de H. musciformis ap6s 21 dias de cultivo em

biorreatores em resposta ao controle (aeragdo com ar umido) e o tratamento (ar umido + 2
.1 . . o~ . ‘A . , -2 -1
mL.min" de CO;) cultivadas nas seguintes condi¢des: irradidncia de 90 umol fotons m s °,

meio VSES/2, temperatura de 23 + 2 °C, salinidade de 33 ups e fotoperiodo 14:10 h (L:E). Os
valores correspondem a média = desvio padrao (n=3).

5.2.2. Efeito do enriquecimento com Bromo (KBr) no cultivo de O. secundiramea

O enriquecimento com bromo no meio de cultura de O. secundiramea nao promoveu
alteracdes significativas na taxa de crescimento (F = 0.56312; p > 0.050) e na curva de
incremento de biomassa durante os 21 dias de experimento (figura 42). Ao final do periodo de
cultivo foram obtidas a biomassa total de 2,382 g e 2,378 g, respectivamente, para o controle

(sem adi¢ao de KBr) e tratamento (com adi¢ao de KBr).

76



100 1

(=2
]

--Controle —#Tratamento

A
1
-
——

=
1

(g%
1

Taxa dc crescimento (%.d1)
—_ el
Incremento de biomassa (%)

=]

Controle Tratamento 0 7 Tempo (d) 14 21

Figura 42 - Taxa de crescimento (%.d™") e curva de crescimento por incremento da biomassa
fresca em (%) de O. secundiramea apds 21 dias de cultivo em biorreatores em resposta as
condi¢des controle (50 mg.L™") e ao tratamento (250 mg.L™' e adi¢des semanais de 100 mg.L”
") de KBr, cultivadas nas seguintes condicdes: irradiancia de 90 umol fétons m? s, meio
VSES/2, temperatura de 23 + 2 °C, salinidade de 33 ups e fotoperiodo 14:10 h (L:E). Os
valores correspondem a média = desvio padrao (n=3).

Apesar de ndo ter influenciado o crescimento de O. secundiramea, o enriquecimento
com bromo no meio de cultura promoveu o aumento significativo das concentracdes de todos
os pigmentose das proteinas totais, sendo que para as proteinas, a concentra¢ao praticamente
dobrou de 3,146 para 5,913 mg.g”, enquanto que para os aglcares totais nio foram
verificadas alteragdes significativas em sua concentracdo (F = 1,1078; p = 0,3518) em

resposta ao tratamento quando comparada ao controle (figura 43).
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Figura 43 - Taxa de crescimento (%.d") e curva de crescimento por aumento da biomassa
fresca (%) de O. secundiramea apds 21 dias de cultivo em biorreatores em resposta as
condigdes controle (50 mg.L'l) ¢ o tratamento (250 mg.L'1 e adi¢oes semanais de 100 mg.L'l)
de KBr ), cultivadas nas seguintes condigdes: irradidncia de 90 pmol fotons m 2 s ', /2,
temperatura de 23 + 2 °C, salinidade de 33 ups e fotoperiodo 14:10 h (L:E). Os valores
correspondem a média = desvio padrdo (n=3). Tratamentos seguidos por letras diferentes
diferem entre si pelo teste de Tukey, considerando 1% de significancia.

A avaliagdo da concentracdo de bromo dissolvido no meio de cultura demonstrou a
taxa de remogdo do bromo, de 1,89 mg.d” ¢ 7,09 mg.d”, para as condi¢des de controle e
tratamento, respectivamente, nos cultivos de O. secundiramea em biorreatores. As medigdes
de bromo dissolvido foram realizadas semanalmente permitindo verificar a curva de remogao

do bromo dissolvido (figura 44).
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Figura 44 - Concentracdo de bromo (mg.L™") no meio de cultura apos 21 dias de cultivo em
biorreatores em resposta as condi¢cdes controle (50 mg.L™") e o tratamento (250 mg.L" e
adi¢des semanais de 100 mg.L™") de KBr, cultivadas nas seguintes condi¢es: irradiancia de

90 umol fotons m > s ', meio VSES/2, temperatura de 23 + 2 °C, salinidade de 33 ups e
fotoperiodo 14:10 h (L:E). Os valores correspondem a média + desvio padrao (n=3).

Os resultados da incorporacao de bromo no talo de O. secundiramea corroboraram os
de remog¢ao do bromo dissolvido no meio de cultura, sendo significativamente superior na
condi¢do de tratamento em relagdo ao controle (F = 18,2203; p = 0,013), com valores de

106,3 e 45,8 mg de bromo por grama de massa fresca da alga (figura 45).
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Figura 45 - Concentragdo de bromo (mg.g™") nos talos de O. secundiramea apés 21 dias de
cultivo em biorreatores em resposta as condi¢cdes controle (50 mg.L™") e o tratamento (250
mg.L" e adi¢des semanais de 100 mg.L™") de KBr. Os valores correspondem & média + desvio
padrao (n=3). Tratamentos seguidos por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey,
considerando 1% de significancia.
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O enriquecimento com KBr no meio de cultura realizado no tratamento
promoveu diferentes respostas na remoc¢ao e incorporagdo do bromo no talo bem como na
fisiologia da espécie (pigmentos e proteinas). A elevada taxa de assimila¢cdo do bromo em O.
secundiramea no tratamento foi em fun¢do da atividade especifica e da quantidade de
bromoperoxidase na alga que foi significativamente maior (F = 26,8536; p = 0,0066) no de

tratamento quanto comparado ao controle (figura 46).
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Figura 46 - Atividade especifica da enzima bromoperoxidase em unidades de enzima (U.mg’
", onde unidade definida pela conversdo de 1 micromol de MCD a MCD-Br por minuto em
ph 6,4 a 25 °C) e concentragdo da enzima (ug.g™'), ambos por grama de massa seca da alga.
Apos 21 dias de cultivo em biorreatores em resposta as condi¢des controle (50 mg.L'l) e o
tratamento (250 mg.L"' e adi¢des semanais de 100 mg.L") de KBr. Os valores correspondem
a média + desvio padrao (n=3). Tratamentos seguidos por letras diferentes diferem entre si
pelo teste de Tukey, considerando 1% de significancia.

5.3. Extracao, fracionamento e determinacio dos compostos bioativos
5.3.1. Obtencao dos extratos das linhagens de H. musciformis e O. secundiramea
Os resultados (tabela 3) indicaram que os diferentes métodos de processamento da
biomassa fresca, liofilizada e seca ndo afetaram o rendimento das amostras de O.
secundiramea coletadas em 2011 (F = 1.2421; p = 0.3537). No entanto, o oposto foi
verificado para as linhagens de H. musciformis, sendo que a linhagem marrom (MA)

apresentou rendimento de extragdo da biomassa seca significativamente inferior aos demais
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tratamentos (F = 81.0734; p < 0.001) e para a linhagem verde clara (VC), o tratamento com
biomassa fresca foi superior quando comparada a outras condi¢des de processamento (F =

49.1769; p <0.001).

Nao foram observadas diferengas significativas no rendimento de extracdo em resposta
aos cultivos em biorreatores no experimento de enriquecimento com bromo para O.
secundiramea (F = 1,7869; p = 0,5183).Para H. musciformis, o enriquecimento por CO, nos
cultivos das linhagens MA (F = 50.0734, p < 0.001)e VC (F = 27.0727, p < 0.001) foram
observadas diferencas significativas, com o aumento do rendimento de extracdo em resposta

ao tratamento com enriquecimento por CO, (Tabela 3).

Tabela 3 - Rendimento da obten¢do dos extratos em (%) relativa a quantidade de extrato
obtida pela biomassa de alga utilizada (g). Dados referentes a extratos provenientes de
biomassa submetida a diferentes métodos de processamento e da biomassa produzida apds 21
dias de cultivo em biorreatores em resposta as condi¢des controle e tratamento em Ochtodes
secundiramea e nas linhagens marrom (MA) e verde clara (VC) de Hypnea musciformis.Os
valores correspondem a média + desvio padrdo (n=3). Tratamentos seguidos por letras
diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey, considerando 1% de significancia.

Macroalga utilizada

Processamento

Quantidade de

Biomassa de

Rendimento de

da biomassa extrato (g) alga (g) extracao (%)
O. secundiramea coletada em 2010 (SP401694) Fresca 0,7000 + 0,065 50,000 1,400 + 0,0137
Fresca 0,0264 + 0,003 3,000 0,881 +£0,115
O. secundiramea coletada em 2011 (SP401695) ~ Liofilizada 0,0224 + 0,005 3,000 0,746+ 0,182
Seca 0,0210 + 0,004 3,000 0,699 + 0,137
Fresca 0,0112 + 0,052 3,000 0,379+ 0,153 a
H. musciformis (MA) Liofilizada 0,0081 + 0,032 3,000 0,270 + 0,090 a
Seca 0,0035 +0,024 3,000 0,117+ 0,063 b
Fresca 0,0136 = 0,001 3,000 0,440 + 0,038 a
H. musciformis (VC) Liofilizada 0,0089 + 0,010 3,000 0,292 + 0,067 b
Seca 0,081+ 0,012 3,000 0,270 + 0,060 b
O. secundiramea cultlv_allda em biorreator Fresca 0,0205 + 0,005 2332 0.878 + 0,060
(controle 50 mg.L™" de bromo)
O. secundiramea cultivada em biorreator
(tratamento 250 mg.L"' de bromo) Fresca 0,0219 + 0,020 2,336 0,938 + 0,090
H. musciformis MA cultivada em biorreator
(controle 0,5 mg.L” de CO,) Fresca 0,1034 £ 0,021 31,172 0,332+ 0,102 b
H. musciformis MA cultivada em biorreator
(tratamento 5,5 mg.L" de CO,) Fresca 0,1280 + 0,020 23,696 0,540+ 0,160 a
H. musciformis VC cultivada em biorreator
(controle 0,5 mg.L” de CO,) Fresca 0,2418 0,023 24,493 0,987+ 0,145 b
H. musciformis VC cultivada em biorreator Fresca 02642 + 0,021 18,30 1,444+ 0221 a

(tratamento 5,5 mg.L" de CO,)
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5.3.2. Ensaios antifungicos

5.3.2.1. Avaliacdo qualitativa e quantitativa da atividade antifingica pelo
método de bioautografia

A bioautografia dos extratos obtidos a partir das linhagens de H. musciformis revelou
que tanto a linhagem marrom quanto a verde clara apresentaram potencial antifingico inferior
ao extrato de O. secundiramea (Tabelas 4 ¢ 5). Adicionalmente, foi verificada atividade
qualitativa diferenciada para as duas linhagens sendo que a linhagem marrom possui apenas
uma mancha com potencial antifingico enquanto que a linhagem verde clara apresentou trés
manchas (Tabela 4). Diferentemente de O. secundiramea, o processo de tratamento da
biomassa das linhagens de H. musciformis ndo afetou o Rf das manchas com atividade
antifungica e a atividade ndo foi tdo pronunciada para os dois fungos testados, sendo mais

intensa contra Cladosporium sphaerospermum (figura 47 e tabela 4).

Cladosporium sphaerospermum Colletotrichum lagenarium
6

Figura 47 - Bioautografia realizada com 500 pg dos extratos das linhagens de Hypnea
musciformis contra os fungos Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium
em CCD de silica gel. 1- extrato da linhagem MA extragdo com biomassa fresca; 2 - extrato
da linhagem MA extracdo com biomassa liofilizada; 3 - extrato da linhagem MA extrag¢do
com biomassa seca; 4 - extrato da linhagem VC, extragdo com biomassa fresca; 5 - extrato da
linhagem VC, extragdo com biomassa liofilizada; 6 - extrato da linhagem VC extracdo com
biomassa seca. Os extratos foram eluidos com os solvente DCM:MeOH (95:5 v/v) por
cromatografia em camada delgada de silica gel.
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Tabela 4 - Valores do fator de retengao (Rf) e intensidade das manchas com potencial
antifungico contra os fungos Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium
determinadas pelo teste de bioautografia de 500 ug dos extratos das linhagens de Hypnea
musciformis provenientes de diferentes métodos de processamento da biomassa (fresca,
liofilizada e seca). Os extratos foram eluidos com a mistura de solventes DCM:MeOH (99:1
v/v) por cromatografia em camada delgada de silica gel.

. Processamento da Rf da mancha com Intensidade da mancha com
Macroalga utilizada

biomassa atividade atividade
Fresca 0,42 Fraca
H. musciformis (MA) Liofilizada 0,42 Fraca
Seca 0,42 Fraca
Fresca 0,71;0,42 ¢ 0,14 Fraca
H. musciformis (VC) Liofilizada 0,71, 0,42 ¢ 0,15 Fraca
Seca 0,71;0,42 ¢ 0,16 Fraca

Para os extratos de O. secundiramea provenientes de biomassa fresca das algas
coletadas em 2010 (SP401694) e 2011 (SP401695), foram verificados resultados similares
tanto no Rf quanto na intensidade das manchas com potencial antifingico no teste de
bioautografia utilizando o fungo Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum
lagenarium. Os resultados ainda indicaram a mudanca nos Rf’s e o aparecimento de novas
manchas de atividade antifiingica para os extratos obtidos a partir de O. secundiramea
coletada em 2011 e que passaram pelos processos de liofilizagdo e secagem em estufa (figura

48 e tabela 5).
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Cladosporium sphaerospermum  Colletotrichum lagenarium
1 2 3 4 1 2 3 4

Figura 48 - Bioautografia realizada com 100 pg dos extratos da alga Ochtodes secundiramea
contra os fungos Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium em CCD de
silica gel. 1 - extrato da alga coletada em 2010 (SP401694), extragdo com biomassa fresca; 2 -
extrato da alga coletada em 2011 (SP401695), extragdo com biomassa fresca; 3 - extrato da
coletada em 2011, extragdo com biomassa liofilizada e 4 - extrato da alga coletada em 2011,
extragdo com biomassa seca. Os extratos foram eluidos com os solventes DCM:MeOH (99:1
v/v) por cromatografia em camada delgada de silica gel.

Tabela 5 - Valores do fator de retengao (Rf) e intensidade das manchas com potencial
antifungico contra os fungos Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium
determinadas pelo teste de bioautografia de 100 pg do extrato de Ochtodes secundiramea
coletada em 2010 (SP401694) e coletada em 2011 (SP401695) para a qual foram testados
diferentes métodos de processamento da biomassa (fresca, liofilizada e seca). Os extratos
foram eluidos com os solventes DCM:MeOH (99:1 v/v) por cromatografia em camada
delgada de silica gel.

Processamento Rf das manchas Intensidade das manchas

Macroalga utilizada da biomassa com atividade com atividade
O. secundiramea
coletada em 2010 Fresca 0,85 Forte
(SP401694)
O. secundiramea Fresca 0,85 Forte
coletada em 2011 Liofilizada 0,8¢04 Forte
(SP401695) Seca 0,76 ¢ 0,4 Forte

Devido a observagdo dos mesmos Rf’s para manchas bioativas e baixa resolugdo na
bioautografia qualitativa para o fungo Colletotrichum lagenarium (figuras 47 e 48), a

avaliagdo comparativa da atividade antifungica foi realizada apenas com Cladosporium
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sphaerospermum para os extratos das algas cultivadas nos biorreatores, em resposta ao
enriquecimento com bromo (para O. secundiramea) ¢ com CO, (para as linhagens de H.

musciformis).

O experimento de cultivo em biorreatores com enriquecimento com bromo ndo
promoveu diferencas no potencial antifingico qualitativo para o extrato de O. secundiramea
em resposta ao as condi¢des controle (50 mg.L"' de bromo) e tratamento (250 mgL” e

adicdes semanais de 100 mg.L" de KBr).

Para a linhagem VC de H. musciformis foram observados os mesmos padrdes
qualitativos de atividade, mantendo os trés Rf’s indicadores da presenca de substincias
antifungicas (0,71, 0,42 e 0,17) nas duas concentragdes de CO, testadas no cultivo. Para a
linhagem MA, foi observado na condi¢cdo controle a existéncia de apenas um Rf bioativo
(0,42) e o aparecimento de manchas bioativas no Rf 0,71 para o tratamento com

enriquecimento por CO, (figura 49).

Figura 49 - Bioautografia qualitativa realizada com 100 pg dos extratos de Ochtodes
secundiramea e 500 pg das linhagens de Hypnea musciformis, provenientes dos cultivos em
biorreatores, contra o fungo Cladosporium sphaerospermum em CCD de silica gel. 1 - extrato
de O. secundiramea proveniente do controle (algas cultivada a 50 mg.L" de bromo); 2 -
extrato de O. secundiramea proveniente de tratamento (algas cultivada a 250 mg.L" e adicdes
semanais de 100 mg.L™" de bromo); 3 - extrato da linhagem marrom proveniente do controle
(algas cultivada a 0,5 mg.L"' de CO,); 4 - extrato da linhagem marrom proveniente do
tratamento (algas cultivada a 5,5 mg.L"' de CO,); 5 - extrato da linhagem verde clara
proveniente do controle (algas cultivada a 0,5 mg.L™" de CO,); 6 - extrato da linhagem verde
clara proveniente do tratamento (algas cultivada a 5,5 mg.L" de CO,).

85



Apo6s a determinacdo dos Rf’s pela andlise qualitativa das substancias com potencial
antifungico dos extratos das algas de diferentes coletas, diferentes métodos de processamento
da biomassa e de diferentes tratamentos no cultivo em biorreatores, foi realizada a avaliagao

quantitativa por meio do limite de detec¢do da atividade pelo método da CCD.

Para o extrato de O. secundiramea coletada em 2010 (SP401694), o limite de deteccao
da atividade foi de 1 pg (figura 50), enquanto que os extratos provenientes de diferentes
métodos de processamento da biomassa de O. secundiramea coletada em 2011 (SP401695) o
limite de deteccdo foi de 5 pg para Cladosporium sphaerospermum e 10 pg para
Colletotrichum lagenarium, para os extratos das diferentes formas de processamento (fresca,

liofilizada e seca) (figura 51).

50pg 25pg 10pg Spg lug 0.5ug

Cladosporium sphaerospermum

Colletotrichum lagenarium

Figura 50 - Determina¢do do limite de detecg¢@o de atividade por bioautografia com os fungos
Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium em CCD de silica gel para o
extrato de Ochtodes secundiramea (SP401694), nas concentragdes de 50, 25, 10, 5, 1 ¢ 0,5

ne.

Cladosporium sphaerospermum Colletotrichum lagenarium

S0pg  25ug 10ug  Spg  lpg 50ug  25ug 10ug  Spg  lug

Figura 51 - Determinagado do limite de deteccao de atividade por bioautografia com os fungos
Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium em CCD de silica gel para o
extrato de O. secundiramea (SP401695) nas concentragdes de 50, 25, 10, 5 e 1 pg obtidos a
partir de diferentes métodos de processamento da biomassa: alga fresca (1), liofilizada (2) e
seca (3).
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Devido a fraca atividade verificada no ensaio qualitativo para os extratos das linhagens
de H. musciformis, foi realizada a determinagdo do limite de detec¢do da atividade apenas
para o fungo C. sphaerospermum para os extratos provenientes de diferentes métodos de
processamento da biomassa. Foi verificado o valor de 100 pg para o limite de detec¢cdo para

os extratos provenientes dos trés tratamentos em ambas a linhagens (Figura 52).

Linhagem Marrom Linhagem Verde Clara
200pg 100pg 50pg  25pg 10ug 200pg  100pg 50pug 25pg 10pg

Figura 52 - Determinagdo do limite de detec¢ao da atividade por bioautogratia com o fungo
C. sphaerospermum em CCD de silica gel para os extratos das linhagens Hypnea musciformis
nas concentragdoes de 200, 100, 50, 25 e 10 pg obtidos a partir de diferentes métodos de
processamento da biomassa: alga fresca (1), liofilizada (2) e seca (3).

Os tratamentos realizados nos cultivos em biorreatores com enriquecimento com
bromo para O. secundiramea e com CO, para as linhagens de H. musciformis nao
promoveram alteracdes observaveis no limite de deteccao da atividade antiflingica contra o
fungo Cladosporium sphaerospermum, sendo verificados os valores de 5 ug para os extratos

de O. secundiramea e 100 pg para as linhagens de H. musciformis (figura 53)
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S0 pg 25 ug 10 pg Sug 1 g 0,5 ng

200 pg

100 g 50pg 25ug 10ug  Spug

Figura 53 - Limite de deteccdo da atividade antifungica contra o fungo Cladosporium
sphaerospermum dos extratos de Ochtodes secundiramea e das linhagens de Hypnea
musciformis, provenientes dos cultivos em biorreatores,em CCD de silica gel. 1 - extrato de
O. secundiramea proveniente do controle (cultivada a 50 mg.L"' de bromo); 2 - extrato de O.
secundiramea proveniente do tratamento (cultivada a 250 mg.L" e adi¢des semanais de 100
mg.L"! de bromo); 3 - extrato da linhagem marrom proveniente do controle (cultivada a 0,5
mg.L" de CO,); 4 - extrato da linhagem marrom proveniente do tratamento (cultivada a 5,5
mg.L"! de CO,); 5 - extrato da linhagem verde clara proveniente do controle (cultivada a 0,5
mg.L" de CO,); 6 - extrato da linhagem verde clara proveniente do tratamento (cultivada a
5,5 mg.L'1 de CO,).

5.3.3. Fracionamento guiado dos compostos com atividade antifingica por

cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

Foi realizada a CCD preparativa utilizando os Rf’s das manchas que apresentaram
atividade contra os fungos Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium na
bioautografia analitica. Para 250 mg do extrato de O. secundiramea,foram obtidos 58 mg de
fragdo bioativa,correspondente ao Rf 0,85, com um rendimento de 23,2%. A fra¢do obtida
apresentou o mesmo valor para o limite de deteccdo de atividade verificado para o extrato
bruto de 1 pg para os fungos Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium

(figura 54).
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Figura 54 - Determinagdo do limite de detecg@o de atividade por bioautografia com os fungos
Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium em CCD de silica gel para a
fragdo bioativa do extrato de Ochtodes secundiramea (SP401694), nas concentragdes de 50,
25,10,5,1¢e0,5 pg.

Para 20 mg do extrato de cada uma das linhagens de H. musciformis provenientes dos
cultivos em biorreatores dos tratamentos com ¢ sem adi¢ao de CO,, foram obtidas as fra¢des
bioativas de acordo com a tabela 6. Para estas fragdes, devido ao baixo rendimento e
quantidade obtidos, ndo foi realizada a determinag¢do do limite de detec¢do de atividade

antifingica.

Tabela 6 - Quantidade de fracdo (mg) e rendimento (%) obtidos para fracionamento guiado
para cada Rf das manchas com atividade antifingica em CCD preparativa para 20 mg dos
extratos das linhagens de H. musciformis cultivadas em biorreatores.

Marrom Verde clara
Rf Fracdo (mg) Rendimento (%) Fracdo (mg) Rendimento (%)
0,71 0,42 2,1 0,52 2,6
0,42 0,78 3,9 0,74 3,7
0,14 0,56 2,8 0,82 4,1

As fracdes extraidas, denominadas FB¢cp, foram submetidas a anélises de composi¢do
quimica por diferentes técnicas analiticas, a fracionamentos cromatograficos para isolamento

das substancias com atividade antifingica.
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5.3.4. Isolamento e caracterizacio dos metabolitos dos extratos e fracgoes
bioativas das macroalgas
5.3.4.1. Tratamentos realizados para os extratos das linhagens de H.
musciformis
Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)
Diferentemente dos resultados referentes ao rendimento da extracdo (tabela 3), ndo
foram observadas alteracdes no perfil em CG/EM do extrato das duas linhagens de H.

musciformis submetidas a diferentes métodos de processamento da biomassa (figura 55).
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Figura 55 - Cromatogramas em CG/EM dos extratos das linhagens de H. musciformis,
cultivadas em biorreatores, em resposta aos diferentes métodos de processamento da biomassa
(fresca, liofilizada e seca).

O extrato obtido de biomassa fresca, cultivada em biorreatores no experimento com
diferentes concentragdes de CO,, apresentou maior rendimento, motivo pelo qual foi

selecionado para a investigacdo dos compostos antifungicos das linhagens de H. musciformis.
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Efeito do enriquecimento do meio de cultivo com CO;, na composi¢cio quimica obtida
em CG/EM dos extratos das linhagens de H. musciformis

Devido ao baixo rendimento do processo de extragdo, e a fraca atividade antifiingica,
verificados para os extratos das linhagens de H. musciformis foi realizado apenas
fracionamento bioguiado, que resultou na obten¢do de FB¢cp, sem a aplicagdo de técnicas
cromatograficas para isolar os metabolitos.

A comparagdo dos perfis cromatograficos, obtidos por CG/EM, dos extratos (das
linhagens de H. musciformis cultivada sem e com enriquecimento por CO,) e que haviam sido
submetidos previamente a sililagdo, mostrou que a adi¢do deste composto, promove alteracdes
na composi¢do quimica dos extratos. O cromatograma do extrato da amostra-controle da
linhagem MA apresentou 7 picos e o extrato da amostra tratada, 11 picos, sendo que todos
eles também mostraram atividade antifungica. Na linhagem VC, o cromatograma da amostra

controle apresentou 10 picos e o da amostra do tratamento, 11 picos (figura 56).
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Figura 56 - Cromatograma em CG/EM do extrato sililados das linhagens marrom (MA) e
verde clara (VC) de H.musciformis cultivadas em biorreator nas condi¢des controle (0,5 mg.L"
!'de CO,) e tratamento (5,5 mg.L" de CO,).

A andlise dos indices de Kovats, dos fragmentos de massa e a comparagao dos valores
obtidos com os a biblioteca NIST (tabela 7), indicou a presenca de acidos graxos, esterois e
glicolipideos nos cromatogramas das linhagens de H. musciformis. A linhagem VC
apresentou maior diversidade quimica quando comparada m a linhagem MA, fator que
explica a diferenga qualitativa na atividade antifingica. O tratamento com CO, promoveu
aumento no numero de picos observados, sendo um fator associado a mudanca na atividade

antifingica da linhagem MA de H. musciformis.
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Tabela 7 - Tempo de retencdo (RT), area (%), molécula sililada identificada (MSI) indices de
Kovats da literatura e o observado (IKp; e IKops), fragmentos de massa e metabolito
correspondente na base de dados NIST do picos observados na andlise em CG/EM do extrato
sililados das linhagens marrom (MA) e verde clara (VC) de Hypnea musciformis cultivadas
em biorreator nas condi¢des controle (0,5 mg.L™' de CO,), e tratamento (5,5 mg.L" de CO,).

MA Controle
Pico Tr (%) MSI LK. LKooy Fragmentos Metabolito
1 10.232 0.906 CoH,,0;S1, 1044 1040 - C;H¢O5 Acido latico
2 33.552 11.824 C9H,400,Si 2045 2043 - C6H3,0, Acido hexadecanoico
3 35.293 1.159 C,3H,50Si 2131 2130 - CyH360 Fitol
4 36.886 18.388 C,7H05Si6 2199 2191 CoH 504 Galactosilglicerol
5 39.628 5.595 C,H440,Si1 2243 2240 - CsH360, Acido octadecanoico
6 42.168 21.018 C50H;5,0Si - - 45122’93;2171’1?5953’; 16885 ’ Cy;HyO Colesta-5,24-dien-3-nol
7 45.289 23.609 C50H;550Si - 381‘;’53;6163’3?%(;’; 26585, CyHyO Colesta-5,22-3-nol
MA Tratamento
1 10.232 0.906 CoH,,0;S1, 1044 1040 - C;H¢O5 Acido latico
2 20.7198 0.325 1806 - CgHsg Octadecano
3 28.937 2.542 1891 1885 - CyoHyO Tetrametil-2-hexadecen-1-ol
4 32.104 0.356 C,1H5,04Si5 185;169;141;129;71;57  C¢H 5,04 Galactopiranosil
5 32.676 2.701 - Ftalato
6 34.291 4.466 C9H40,Si 2045 2046 - C,¢H3,0, Acido hexadecanoico
7 38.499 3.809 C,H440,Si1 2385 2380 - CsH360, Acido octadecanoico
8 39.6263 3.167 C3HgsO1;Sig 341, 273; 185; 129 C4Hx04 Glucopiranosil
9 40854  3.167 384; 368; 269; CysHy0 Colesta-8,24-dien-3-one
247;136;95; 69;43 ’
10 42.157 43.245 C;50H5,0Si 45122’9?2171’1?5953’; 16885’ CyHyO Colesta-5,24-dien-3-nol
11 43.548 22,956 C;50Hs,0Si 4§§§i13,5”3i6289” 13353’ Cy;Hys0 Colesterol
VC Controle
1 25.236 0.507 1698 1695 - C7Hs¢ Heptadecano
2 28.826 0.370 - Ftalato
3 31.669 4.466 C9H400,Si 2045 2043 - C6H3,0, Acido hexadecanoico
4 32.804 0.474 C,Hs5,04S15 185;169;141;129;71;,57  C¢H,O¢ Galactopiranosil
5 39.6263 3.809 C,H440,Si1 2385 2380 - CsH360, Acido octadecanoico
6 39.9017 3.261 C3HgsO1;Sig 341, 273; 185; 129 C4Hx04 Glucopiranosil
7 40.876 51.459 5 4378,‘1"32’65 5’ ;26699;2‘3 CysH4O Colesta-8,24-dien-3-one,
8 42.209 3.551 C33H64028i2 - C27H4002 Colesta-5,24-dien-3-i1
11 43548 22956  CiyHsOSi 4§§§3135’;316289’; 0% G0 Colesterol
10 45.505 2.040 2790 2788 - C;0Hs, Esqualeno
VC Tratamento
1 25.236 0.507 1698 1695 - C7Hs6 Heptadecano
2 28.826 0.370 149 Ftalato
3 29.817 0.281 C7H;360,Si1 1845 1840 - C4H,,0, Acido tetradecanoico
4 31.669 4.466 CoH400,Si1 2045 2043 185;169;141;129;71;57 C,4H3,0, Acido hexadecanoico
5 32.804 0.474 C21H52068i5 - C6H1206 GalaCtOpiranOSﬂ
6 38.499 3.809 C,H440,Si1 2385 2380 - CsH360, Acido octadecanoico
7 39.6263 3.167 C56HgO1Sig 341;273; 185; 129 C4H504 Glucopiranosil
8 40.876 51.459 - CysHy4O Colesta-8,24-dien-3-one
9 42.157 43.245 C;50H5,0Si 45122’9?2171’1?5953’; 165;5’ CyHyO Colesta-5,24-dien-3-nol
10 42.209 3.551 C33H64028i2 - C27H4002 Colesta-5,24-dien-3-i1
11 43548 22956  CiyHsOSi 4§§§3135’;316289’; % G0 Colesterol
12 45.505 2.040 2790 2788 - C;0Hs, Esqualeno
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Determinacido dos compostos da FBccp das linhagens de H. musciformis por analise em
CLAE/EM

A investigacdo dos compostos com atividade antifungica das linhagens de H.
musciformis cultivadas sob diferentes concentragdes de CO, foi realizada por CLAE/EM de
alta resolucdo devido ao baixo rendimento no processo de extracdo e de obtencdo da FBccp
(figura 57).

Assim como os resultados verificados em CG/EM, a andlise comparativa entre os
mesmos Rf 0,7, 0,4 e 0,1 (referentes as manchas com atividade antifingica que foram
separadas por CCD preparativa) dos extratos provenientes do controle mostrou entre as
linhagens, sendo que a linhagem MA apresentou menos metabolitos do que a linhagem VC. O
enriquecimento com CO, promoveu o aumento do numero de picos comparando-se as

condig¢des controle e tratamento para o mesmo Rf em cada linhagem.
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Figura 57 - Cromatograma em CLAE/EM da FBc¢cp (Rf - 0,7, 0,4 e 0,1) das linhagens
marrom (MA) e verde clara (VC) de H.musciformis cultivadas em biorreator nas condigdes
controle (0,5 mg.L™" de CO,); e tratamento (5,5 mg.L™" de CO,).
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A analise por CLAE/EM de alta resolucdo indicou a existéncia de compostos com ions
moleculares com massas entre m/z 541,2513 e 906,4157 (tabela 8), superiores ao valor
esperado, com base nos resultados observados no CG/EM dos extratos das linhagens. No
entanto, os dados de fragmentagdo indicaram a presenca de fragmentos m/z 180.1961, tipico
da perda de molécula de glicosil ou galactosil e fragmentos com m/z 458, 365, 289, 251, 213,
191 e 133 caracteristicos da clivagem do esqueleto de moléculas de esterol (anexo A). Com
base nos valores dos supostos ions moleculares foram comparados com os dados compilados
de massas para esterdis glicosilados para a determinacdo molécula sugerida (Basha & Ahmad,

2007).

Tabela 8 - Tempo de retengdo (RT), area (%), ion molecular, molécula sugerida e erro em
ppm correspondente cada pico observado no cromatograma da andlise em CLAE/EM das
FBcep 0,7, 0,4 e 0,1 das linhagens marrom (MA) e verde clara (VC) de H. musciformis
cultivadas em biorreator nas condi¢des controle (0,5 mg.L™" de CO,); e tratamento (5,5 mg.L"
de COz).

Marrom controle RF 0,7 Marrom tratamento RF 0,7
Pico Trx (%) fon Moléc.ula Erro (ppm) | Pico Tr (%) lon Moléc.ula Erro (ppm)
molecular sugerida molecular sugerida
1 32 18,4 613.3402 C33Hs601 4,87 1 2.7 8,1 5412513 C,H;304Na 4,76
2 3.7 14,5 651.4108 Cy4sH750, 4,92 2 2.8 6,8 588.7278 C34H;5,05 4,89
3 619 16,5 579.2939 Ftalato - 3 9.9 10,2 629.3426  C;5Hs5NOy 3,52
4 619 16,5 579.2939 Ftalato -
5 708 17,3 826.4377 Cs,HgyO4 2,17
6 729 19,1 906.5957 CyoH75015 4,87
Verde clara controle RF 0,7 Verde clara tratamento RF 0,7
1 2.8 15,1 575.7877 C34H;550; 4,15 1 2.7 8,1 541.2513  CyHysOgNa 4,76
2 613 142 579.2939 Ftalato - 2 2.8 12,1 575.7877 Cs4Hs50; 4,15
3 70.2 30,4 826.4377 Cs,HgoO4 2,17 3 616 182 579.2939 Ftalato -
4 714 25,8 826.4357 Cs,HgoO4 2,17
5 72,1 17,3 906.5959 Cy4oH73015 4,87
Marrom controle RF 0,4 Marrom tratamento RF 0,4
1 29 30,2 651.3662 CysH750, 4,92 1 29 10,3 575.7835 C34H;550; 4,15
2 61.6 18,2 579.2939 Ftalato - 2 3.8 154 651.4901 Cy4sH750, 4,92
3 71.4 343 826.4357 Cs,HgoO4 2,17 3 613 16,1 579.2939 Ftalato -
4 721 12,8 826.4357 Cs,HgoO4 2,17
Verde clara controle RF 0,4 Verde clara tratamento RF 0,4
1 29 20,5 651.3662 C4sH750, 4,92 1 2.8 10,2 575.7835 C34H;550; 4,15
2 61.6 18,2 579.2939 Ftalato - 2 2.9 13,1 613.3402 C33Hs5601 4,87
3 71.4 343 826.4357 Cs,HgoO4 2,17 3 32 15,6 651.3671 C4sH750, 4,92
4 714 343 826.4357 Cs,HoyO4 2,17
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Continuagdo Tabela 8

Marrom controle RF 0,1

Marrom tratamento RF 0,1

1 2.8 12,7 5412621 C,Hy,OgNa 4,76 1 2.7 12,8 541.2627 CyHy0gNa 4,76
2 61.6 18,2 579.2939 Ftalato - 2 2.8 13,2 588.7278 C;4H5,04 4,89
3 2.9 457 5753131 C;4H550, 4,15
Verde clara controle RF 0,1 Verde clara tratamento RF 0,1
1 2.8 12,1 5413542 C,9H,OgNa 4,76 1 2.8 12,7 541.2621 CyHy0gNa 4,76
2 32 13,4 588.7278 C34H5,04 4,89 2 2.9 11,1 588.7278 C;4H5,04 4,89
3 34 8,2 6293140 C35H5NOy 3,52 3 32 9,8 6293134  C35H5NOy 3,52
4 441 18,6 651.7079 C4sH7530, 4,92 4 42,0 18,2 651.8445 C4sH750, 4,92
5 61.6 18,2 579.2939 Ftalato - 5 61.0 13,9 579.2939 Ftalato -
5.3.4.2. Tratamentos realizados para os extratos O. secundiramea

p - hidroxibenzaldeido, comprovou a presenga de terpenos, com Rf em 0,85, regido em se
acumularam manchas azuladas, roseas e roxas (figura 58), cores indicativas da existéncia
desta classe de compostos. O RF destas manchas coincidiu com o das substincias com

atividade antifungica, permitindo a correlacdo dos terpenos de O. secundiramea, com esta

atividade.

No estudo cromatografico (CCD) do extrato de O. secundiramea, a derivatizagdo com

Figura 58 - Derivatizacdo com p - hidroxibenzaldeido do extrato organico de O.
secundiramea em placas de gel de silica (20x20 cm, 0,20 mm, 60GF254), apresentando

manchas com as cores azul rosa e roxa.
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A purificagdo dos compostos com atividade antifingica, por cromatografica liquida
em colunas de sephadex e de silica, foi guiada por CCD derivatizada com p-
hidroxibenzaldeido, tendo-se como referéncia o Rf e a coloragdo das manchas relativas a

esses compostos ativos.

Purificacdo por Cromatografia Liquida em Coluna
Coluna de Sephadex (I)

As amostras de FB¢cp aplicadas as colunas cromatograficas tinham massa de 50 mg.
Na eluicdo da CL em coluna de sephadex foram coletadas 100 fracdes de 1 mL, das quais
foram retiradas aliquotas de cerca de 20 pL, para a realizagdo da CCD, desenvolvida com
diclorometano. A derivatizagdo das placas resultantes da CCD mostrou a formagdo de uma
mancha azul nas fragdes 33 a 39 e de manchas de coloragdo roxa e rosa nas fragoes 40 a 53,

indicando a presenga de mais de uma substancia (Figura 59).

Figura 59 - Derivatizagdo com p - hidroxibenzaldeido das fragdes provenientes de LC em
coluna de sephadex (I) da FBccp do extrato de O. secundiramea em placas de gel de silica
(20x20 cm, 0,20 mm, 60GF254), revelando as fracdes com as cores azul rosa e roxa.
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As fragdes 33-39 (coloragdo azul) foram reunidas (6,3 mg) e denominadas OC I1. As
fragdes de 40 a 53 foram reunidas (20,1 mg) e submetidas a refracionamento por CL, em

coluna.

Coluna de silica gel (II)

A CL em coluna de gel de silica (II) foi eluida com diclorometano (Figura 60). As
fragdes coletadas foram submetidas & CCD e derivatizadas com p- hidroxibenzaldeido. Neste
estudo cromatografico, as fracdes 15 a 29 apresentaram uma Unica mancha roxa. A reunido
dessas fragdes foi denominada sub-fragdo OC II1 e apresentou massa de 5,5 mg. As fragdes
37- 50 mostraram coloracdo rosa: sua reunido resultou na sub-fragdo OC II2, que apresentou

massa de 4,2 mg (figura 60).

Figura 60 - Derivatizagdo com p- hidroxibenzaldeido das fragdes provenientes de LC em

coluna de silica (I) da FB¢cep do extrato de O. secundiramea em placas de gel de silica
(20x20 cm, 0,20 mm, 60GF254) (20x20 c¢cm, 0,20 mm, 60GF254), revelando as fragdes com
as cores rosa e roxa.

98



Os limites de deteccdo de atividade, frente ao fungo Cladosporium sphaerospermum,
dessas quatro sub-fracdes (OCI, OCII 1, OCII 2 e OCII 3) foram de 5, 1, 10 e 1 pg

respectivamente (Figura 61).

50 ug 25ug 10 pg 5ug 1ug 0,5 ug

OCI

OCII'1

OCII 2

OCII 3

Figura 61 - Determinacdo da CIM por bioautografia com os fungos C. sphaerospermum, em
CCD de silica gel (20x20 cm, 0,20 mm, 60GF254), para as sub-fragdes OC I, OC 11 1, OC II
2 OC 1II 3 provenientes de CL da fragdo bioativa CCD de O. secundiramea nas concentragdes
de 50, 25, 10,5, 1¢ 0,5 pg.

Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

A andlise por CG/EM do extrato obtido da biomassa fresca de O. secundiramea,
coletada em 2010, indicou a presenga de 20 picos, no cromatograma (figura 62). Os tempos
de retencao e os picos de fragmentacao a 70 eV, de cada molécula, foram comparados a dados
bibliograficos (tabela 9). Os picos 1, 2 e 3 sdo devidos a impurezas presentes nos solventes
das amostras e o pico 19 corresponde a ftalato, proveniente de contaminacao ambiental ou da

manipulacdo, no processo de extracao (Gressler, 2010).
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Figura 62 - Cromatograma em CG/EM do extrato de O. secundiramea coletada em 2010
(SP401694).

A andlise dos espectros de massas indicou a existéncia de fragmentos em m/z 69,
atribuiveis a unidades de isopreno, bem como picos em m/z 136, relativos ao dimero do
isopreno (monoterpeno) (Anexo B). Também foram observados picos em m/z 35 e 79,
caracteristicos, respectivamente, das perdas do cloro e do bromo, cujas presencas puderam ser
confirmadas pelas multiplicidades dos picos moleculares, devidas & abundéancia dos is6topos

dos halogénios - *°C1 : *’C1 (75,2 : 24,8%) e "’Br : *'Br (51 : 49%).

Os tempos de retengdo observados no cromatograma, obtido por CG-EM, do extrato
de O. secundiramea (SP401694) e as fragmentagdes, ions moleculares e formulas

moleculares correspondentes estdo dispostos na tabela 9.

Tabela 9 - Dados referentes a cada pico observado no cromatograma da analise em CG/EM

do extrato de O. secundiramea coletada em 2010 (SP401694).

iOIl z
. Ton Formula .
0, _ A
Pico Tr Fragmentos e (%) molecuAla.r Molecular Molecular Referéncia
halogénio

41(50) 69(100) 78 81(20) 93(90) Barahona &
4 18,036 107(25) 119(50) 135(80) 136 (trago) ) 133 CroHis Rorrer 2003
41(50) 78, 79, 81(40) 91(100) 117 _ Barahona &
3 24,089 (50) 133(80) 169(5) 171 (traco) 133-C1 - 169; 171 CioH1Cl Rorrer 2003

41(40) 53(40) 79(70)91 (100) 105 Paul et al

6 30,913 (95)122(85)133(55) 149(80) 185(30) 149 -Br  229;230 C,oH,sOBr 1980
229, 230(70)

41(15) 65(15) 77(20) 91(50)105(40) 213-Br  292;294; Barahona &
7 31,636 118(50) 133(100) 133- Br, 296 CroH14Br, Rorrer 2003
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44(60) 51(10) 65(20) 77(30) 91(100) 214 -Cl

8 36,215 105(40) 117(60) 133(60)167 169 (20) 167 - Br 242;52149; CoH 4BrCl M;h;lg?}let
212 213(5) 133 - BrCl '
41(50) 55 (50) 65(40) 79(80)
9 39,856 91(100)105(40) 118(60) 133(95) 12599 _'grr 311 C1oH,,0Br, P a‘l‘gggal'
149(25) 229(20) 2
245 - Br
41(40) 65(30) 77(50) 91(95) 105(50) 217 - BrCl _ Polzin et al.
10 40,6821 17(60) 133(100) 167(40) 217(40) 167-Br, 2332 CioHisBrCl 2003
133 - Br,Cl
41(20) 65(30)77(50) 91(100) 105(50) 223439 - glli
117 (70) 133(95) 153(10) 169(50) TV 082:084; Polzin et al.
1 41,013 185(10) 203(5) 213(20) 233(10) 203- Br 286 CioH13BrCl, 2003
249(50) 269(10) 169 - Brcl
133 - BrCl,
65(20) 77(30) 91(100) 105(40) 199 - CI; e
12 41,493 117(60)133(60) 185 187 (20)197 187 - Br 2632’62765 * C,0HBrClO Bgfr‘isg‘);lset
199(5) 212 213(5) 148 - BrCl :
375-Cl
41(10) 77(40) 91(50) 105 (30) 117(50) ;ﬁg ] gf Gerwick
13 43,298 133(100) 167 197 213 249 294 329 2 408;410 C1oH,Br,Cl
375 (5) 167 - Bry; 1984
133 - Br;Cl;
294 - BrCl
14 43,839 Isbmero de 14 - - C,oH;4Br;Cl -
249 - Br
69(15) 77(40) 91(50)105(40) 133(100) 213 - BrCl  328; 330; Coll &
15 45,273 167(50) 213(5) 249(5) 294(3) 167 - Br, 332 CioHisBrCl \yriohe, 1087
133 - Br,Cl
16 45,511 Isomero 16 - - C,oH;sBr,Cl -
65(20) 77(30) 91(100) 105(40) 2361;) CBlr
117(60)133(60); 147(15) 185 187 344; 346; Crews et al.
17 46.900 50,197 199(5) 212 213(5); 229(10); 212895' BBrrCl 348 CioH1sBr,CIO 1984
. . - 2
267269(5); 285 287 (5):310311(5) 17" 8y
329-Cl
294 - Cl,
77(40) 91(50) 105 (30) 117(50) 284 - Br, i McConnell
18 47.972 133(100) 167(80) 213(40) 247(15) 247 - BrCl 36(;’6162’ fgg};ﬁ?ﬁ; & Fenical
284(20) 294(15) 329 (5) 213 - BrCl, 1978
167 - Br,Cl
133 - Br2C12
44(90) 57(90) 71(50) 83(30) 111(30) ] CroHy0, (Ac.
19 35,754 129(100) 147(20) 259 Docosadienoico) NIST
20 59,569 ~ 44(60)57(40) 71(30) 83(10) 113(10) 278 CieHyO, (ftalato) NIST

149(100) 167(30)

A andlise por CG/EM dos extratos de O. secundiramea (coletada em 2011), obtidos a
partir de biomassa fresca, liofilizada e seca resultou em cromatogramas que apresentaram 6,
10 e 9 picos, respectivamente, indicando que diferentes tratamentos aplicados a biomassa,
antes da extragdo, determinam alteragdes no nimero ¢ na quantidade das substincias que
compoem esses extratos (figura 63). Nesses cromatogramas, os picos 1 ¢ 2 sao devidos aos

solventes.
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Figura 63 - Cromatograma em CG/EM do extrato de O. secundiramea coletada em 2011
(SP401695) em resposta aos diferentes métodos de processamento da biomassa (F - fresca; L
- liofilizada e S - seca).

Dentre essas alteracdes, observou-se o surgimento, nos extratos das biomassas
liofilizadas e secas, de picos com ions moleculares e fragmenta¢des de massa indicativas de
monoterpenos ciclicos e oxigenados (tabela 10 e espectros de massas correspondente Anexo

B).

Também, nos extratos provenientes das biomassas liofilizada e seca, foi observada
reducdo no conteudo da substincia que eluiu em Tr = 47,49 min., o monoterpeno
CioH;sBr,Cl, quando foram comparadas as 4reas deste pico, com a area do pico

correspondente no cromatograma do extrato obtido de biomassa fresca (tabela 10).

Dados relativos aos picos presentes nos cromatogramas realizados com os extratos
provenientes de diferentes métodos de processamento da biomassa de O. secundiramea

(SP401695) assim como os correspondentes ions moleculares, estdo compilados na tabela 10.
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Tabela 10 - Tempo de retencdao, porcentagem da area do pico no cromatograma, ion
molecular e molécula correspondente para cada pico observado no cromatograma da analise
em CG/EM dos extratos de O. secundiramea coletada em 2011 (SP401695) proveniente de
biomassa submetida a diferentes métodos de processamento.

Método de

processamento  Pico  Tg Area (%) lon molecular l\lzgfgclﬁizr
da biomassa
3 31.366 13.84 249 C,oH4BrCl1
Fresca (F) 4 44.960 4.69 294 C,oH4Br,
5 47.491 44.33 329 C,oH;5Br,Cl
3 24.345 1.77 165 C,oH4Cl
4 30.655 2.37 229 C,oH;sOBr
5 31.376 10.59 249 C,oH4BrCl1
 pers 6 39.628 991 325 C,oH3Br,Cl
Liofilizada (L) 5 45012 458 325 C1oH 3Br,Cl
8 42.134 8.18 329 C,oH;5Br,Cl
9 44975 8.47 294 C,0H,4Br,
10 47.494 40.98 329 C,oH;5Br,Cl
3 31.416 1.85 249 C,oH4BrC1
4 39.671 2.42 325 C,oH5Br,Cl
5 40.459 15.14 249 C,oH4BrCl
Seca (S) 6 42164 2.6 311 C1oH OB,
7 43.607 11.84 311 C,0H,OBr,
8 45.018 13.30 410 C,oH,4Br;Cl
9 47.498 26.34 329 C,oH;5Br,Cl

O cromatograma resultante da analise por CG-EM, da FB¢cp obtida do extrato de O.

secundiramea coletada em 2010, apresentou 13 picos (figura 64), dos quais o que apresentou

maior area foi o de Tr = 45,108, atribuido ao composto C;oH;sBr,Cl. Esta substancia possui

atividade antifingica e apresentou-se, igualmente, como majoritaria no extrato (tabela 11).
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Figura 64 - Cromatograma em CG/EM da fracdo FBc¢cp obtida pela cromatografia
preparativa de 250 mg do extrato de O. secundiramea coletada em 2010 (SP401694).
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Tabela 11 - Tempo de retengdo, porcentagem da drea do pico no cromatograma, ion
molecular e molécula correspondente para cada pico observado no cromatograma da analise

em CG/EM da FBc¢cp do extrato de O. secundiramea coletada em 2010 (SP401694).

Pico Te  Area (%) mollé)(?ular I\l/;glrererclﬁir
1 18.036 2,27 135 CioHie
2 24.089 7,95 169 CoH4Cl1
3 29.963 2,27 229 CoH;s0Br
4 30.361 7,82 294 C,oH4Br;
5 35.715 9,09 249 C,oH4BrCl1
6 39.841 6,81 311 C,oH1,OBr;,
7 41.479 2,27 264 C,oH,4BrC10
8 42981 14,7 284 C,oH;BrCl,
9 43.175 6,81 410 C,oH4Br;Cl
10 45.108 26,13 329 C,oH;5Br,Cl
11 43.987 2,52 344 C,oH;5Br,CIO
12 46.891 11,36 362 C,oH4Br,Cl,

Os cromatogramas obtidos por CG/EM das sub-fragcdes OC I1, OC II1, OC 112 e OC

113, oriundas da FBccep, apds cromatografia liquida em coluna, de O. secundiramea

apresentaram perfis distintos, sendo que as trés primeiras sub-fracdes eram formadas por trés

substancias e a ultima, por quatro (figura 65).
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Figura 65 - Cromatograma em CG/EM das sub-fragdes OC 11, OC II1, OC 112 e OC 1I3
obtidas em cromatografia liquida em coluna de sephadex (I) e silica gel (II) da FBccp do
extrato de O. secundiramea coletada em 2010 (SP401694).

Da analise dos cromatogramas, ¢ possivel inferir, comparando-se a area (%) dos picos
(tabela 12), a predominancia de uma substancia, nas trés primeiras sub-fracdes; a sub-fragao
OC I3 apresentou 4 picos. As substancias componentes da fracio OC II3 apresentaram
tempos de retengdo e espectros de massas semelhantes aos dos trés componentes de OC 111 e
a um dos componentes de OC I12. Os dados dos cromatogramas e dos espectros de massas
obtidos por analise das sub-fragdes OC I1, OC II1, OC II2 e OC II3, provenientes do extrato

de O. secundiramea (SP401694), estdo na tabela 12.
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Tabela 12 - Tempo de retengdo, porcentagem da drea do pico no cromatograma, ion
molecular e molécula correspondente para cada pico observado no cromatograma da analise
em CG/EM nas sub-fracdes da FBccp do extrato de O. secundiramea coletada em 2010
(SP401694).

Amosira Pico T Area do fon Formula
R pico (%) Molecular ~ Molecular
(Mancha 2 46.675 1,89 410 C,oH 3Br;Cl
Azul) 3 49259 95,59 362 C1oH1Br,Cly
OC 111 1 31.987 4,42 294 C10H14Br2
(Mancha 2 39.862 0,24 311 C,0H,,0Br,
Roxa) 3 45172 9534 329 C,0H,5Br,Cl
OC 112 1 25.089 0,89 169 CoH,4Cl
(Mancha 2 36.096 96,1 249 CoH,,BrCl
Rosa) 3 38.396 3,01 284 C,0H,5BrCl,
0oC 113 1 31.987 28,99 294 C10H14Br2
(Mancha 2 36.096 21,74 249 CoH,,BrCl
Roxa + 3 39.862 14,49 311 C,0H,0Br,
Rosa) 4 45.175 3478 329 CoH,sBr,Cl

Nos cromatogramas das sub-fragdes OC 11, OC II1 e OC 112, ¢ possivel observar a
predominancia de um monoterpeno halogenado, em cada uma das fracdes, pois as areas de

seus picos sao superiores a 95% da area total.

Analise das sub-fracées obtidas por cromatografia liquida em coluna por ressonancia

magnética nuclear (RMN)

Com o intuito de coletar maior numero posivel de informagdes sobre os
monoterpenos halogenados previamente identificados, por CG-EM, em cada uma das sub-
fragdes OC I1, OC II1, OC 112 e OC 113, amostras de cada uma delas foram analisadas por
RMN "°C e de 'H. No entanto, devido ao baixo rendimento do processo cromatografico
empregado para obter a FBccp, ndo foi possivel dar continuidade a purificagdo das substancias

contidas nas sub-fragdes (OC 11, OC II1, OC 112 e OC 113).

Devido a presenca de mais um monoterpeno halogenado em cada sub-fragdo, nao foi

possivel atribuir os valores dos deslocamentos observados a todos os atomos de cada
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r 13 . 7
molécula, nos espectros de RMN ~C. Entretanto, foi possivel observar, nestes espectros,
picos com deslocamentos coincidentes com as das moléculas caracterizadas por seus

espectros de massas, em analise por CG-EM.

Abaixo sdo apresentados os valores do deslocamento (6 em ppm) observados nas
analise de RMN de "°C ¢ 'H, dos componentes das sub-fracdes bioativas do extrato de O.

secundiramea. Os espectros se encontram apresentados nos Anexos C, D ¢ E.
oc1

B3C NMR (125MHz, CHLOROFORM-d) & ppm = 138.6, 132.7, 131.0, 70.6, 62.1, 57.0, 54.3,
53.4,42.0,37.4,34.0,31.9,29.7,27.9, 26.1,24.8,22.7,19.1, 14.1.

'H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm = 5.96 (m, 4 H), 5.82 (m, 1 H), 5.32 (s, 2 H),
5.11 (t, J=7.26 Hz, 3 H), 4.88 (m, 4 H), 4.73 (m, 3 H), 4.54 (dd, J=12.30, 3.63 Hz, 2 H), 4.17
(d, /=7.91 Hz, 3 H), 4.09 (s, 1 H), 3.82 (m, 9 H), 3.65 (m, 1 H), 2.75 (m, 9 H), 2.45 (d, J=5.64
Hz, 1 H), 1.57 (s, 7 H), 1.36 (m, 17 H), 1.21 (m, 24 H), 1.06 (m, 2 H), 0.90 (s, 3 H), 0.02 (m,

4 H).

oc1n

PC NMR (125MHz, CHLOROFORM-d) & ppm= 141.3, 139.1, 138.5, 137.8, 134.8, 132.8,
130.6, 127.4, 109.8, 72.9, 62.4, 61.3, 60.1, 58.0, 56.3, 55.7, 54.0, 48.5, 40.3, 35.7, 34.5, 32.0,

28.8,27.9,23.9, 17.6.

'"H NMR (500MHz ,CHLOROFORM-d) § = 6.97 - 6.92 (m, 2 H), 5.99 - 5.89 (m, 3 H), 5.83 -
5.80 (m, 1 H), 5.38 - 5.30 (m, 2 H), 5.14 - 5.10 (m, 3 H), 4.90 - 4.86 (m, 4 H), 4.76 - 4.62 (m,
3 H), 4.60 - 4.52 (m, 1 H), 4.37 - 431 (m, 1 H), 4.18 - 4.02 (m, 3 H), 3.93 - 3.72 (m, 10 H),
3.69 - 3.65 (m, 1 H), 3.06 - 2.94 (m, 1 H), 2.83 - 2.60 (m, 9 H), 2.58 - 2.41 (m, 1 H), 2.40 -

2.30 (m, 1 H), 2.29 - 2.20 (m, 1 H), 1.75 - 1.63 (m, 1 H), 1.61 - 1.52 (m, 6 H), 1.41 - 1.20 (m,
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34 H), 1.19-1.17 (m, 2 H), 1.16 - 1.12 (m, 4 H), 1.07 - 1.04 (m, 1 H), 0.97 - 0.76 (m, 3 H),

0.03 - 0.02 (m, 4 H).

OC 112

'"H NMR (500MHz, CHLOROFORM-d) § = 7.54 7.33, 7.31 - 7.37 (1H, m, M12), 7.26 - 7.29
(25H, m, M11), 7.12 - 7.15 (1H, m, M10), 5.59 (1H, s, M09), 4.07 - 4.17 (2H, m, M08), 3.66
- 3.88 (2H, m, M07), 2.25 - 2.35 (4H, m, M06), 1.50 - 1.57 (38H, m, M05), 1.41 - 1.47 (2H,

m, M04), 1.17 - 1.38 (20H, m, M03), 1.13 (1H, s, M02), 0.80 - 1.02 (4H, m, MO1).

OCII3
'H NMR (500MHz, CHLOROFORM-d) & = 7.49, 7.07(9H, m, M14), 5.31 - 5.37 (9H, m,
M13), 4.71 (1H, s, M12), 4.06 - 4.25 (1H, m, M11), 3.76 - 3.91 (1H, m, M10), 2.72 - 2.86
(1H, m, M09), 2.67 (1H, s, M08), 2.33 (1H, br. s., M07), 1.92 - 2.12 (1H, m, M06), 1.50 -
1.71 (48H, m, M05), 1.16 - 1.40 (20H, m, M04), 0.82 - 0.98 (5H, m, M03), 0.03 - 0.11 (2H,
m, M02), -0.01 - 0.02 (1H, m, MO1).

A andlise do espectro de correlagio homonuclear do acoplamento de hidrogénios
(COSY) apresentou, devido a presenca diferentes moléculas em cada sub-fracdo,

superposi¢do de diversos picos, o que dificultou a interpretacdo desses acoplamentos.

Avaliacdo do efeito do enriquecimento com KBr em cultivos nos biorreatores no perfil
cromatografico obtido por CG/EM e no potencial antifingico dos metabolitos de O.
secundiramea

Na comparagao entre os perfis cromatograficos (Figura 66) obtidos na analise por CG-
EM dos extratos da alga cultivada na condi¢do controle (50 mg-L™ de bromo) e com adi¢io de
bromo (250 rng-L'1 e adigcdes semanais de 100 mg-L'1 de bromo) foram observadas as

seguintes desigualdades: 1) o pico em TR 31,342 min. aparece apenas no cromatograma do
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extrato controle. Ele foi identificado, pelo seu espectro de massas, como o monoterpeno de
formula molecular CoH;,OBr; (tabela 13 ¢ Anexo B). O pico com TR 41,738 min, que
aparece nos dois cromatogramas e que ¢ devido a substincia com férmula molecular
C10H120Br,, apresentou drea maior no cromatograma do extrato da alga tratada (tabela 13).

CG/EM (figura 66).

O pico em Tr 76,734 min. que aparece em ambos 0s cromatogramas, nao foi detectado
nos extratos das algas coletadas na natureza. A comparagdo do espectro de massas dessa
substancia revelou similarirade superior a 95% com o colesterol de acordo com a biblioteca

NIST.
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Figura 66 - Cromatograma dos extratos de Ochtodes secundiramea provenientes dos cultivos
em biorreator nas condi¢des de controle (cultivada a 50 mg-L™" de bromo) e tratamento
(cultivada a 250 mg-L'1 e adi¢des semanais de 100 mg-L'1 de bromo).

109



Tabela 13 - Tempo de retengdo, porcentagem da drea do pico no cromatograma, ion
molecular e molécula correspondente para cada pico observado no cromatograma da analise
em CG/EM dos extratos de O. secundiramea provenientes dos cultivos em biorreator nas
condi¢des de controle (cultivada a 50 mg-L™' de bromo) e tratamento (cultivada a 250 mg-L" e
adi¢des semanais de 100 mg-L™" de bromo).

Experimento de

alivoen  Peo T Arach ot 0T
biorreatores

1 31,342 4,1 229 C1oH,sOBr

2 35,167 5,81 294 CyoH4Br,

3 40,310 5,13 249 C,oH4BrCl

4 41,738 3,7 311 C10H,,0Br,
Controle (Cﬁ!figada 5 42,166 44 284 CyHpBrCly
as%ﬁfr'm) © 6 4359 481 294 CyoH,4Br
7 44,330 4,56 325 CyoH3Br,Cl
8 45,002 5,17 410 C1oH,4Br;Cl
9 47,507 57,52 329 C1oH,5Br,Cl

10 76,734 4,8 386 C,7H,0

1 35,164 3,36 294 CioH,4Br>

2 40,307 4,18 249 C1oH,4BrCl

Tratamento 3 41,738 6,16 311 C1oH,,0Br,
(cultivada a 250 4 42,162 4,97 284 C,oH5BrCl,
mg.L" e adigdes 5 43,593 4,58 294 CyoH4Br,
semanais de 100 6 44,331 3,87 325 C,oH5Br,Cl
mg.L" de bromo) 7 45,005 4,95 410 C1oH,4Br3Cl
8 47,507 59,88 329 C,oH;sBr,Cl

9 76,734 3,75 386 C,7H,60

5.3.5. Efeitos da aplicacio do extrato e FBccp de O. secundiramea no controle da
antracnose do mamao in vitro e in vivo
5.3.5.1. Determinacio da concentra¢io inibitéoria minima (CIM) in vitro
para o fungo C. gloeosporioides
A determinagdo da CIM frente ao fungo C. gloeosporioides foi realizada apenas com o
extrato de O. secundiramea (SP401694) e com a FB¢cp, que resultou do fracionamento, por
CCD preparativa, desse extrato. O valor encontrado para a concentragdo inibitéria minima foi

10 ug-mL'1 , tanto para o extrato, quanto para a FBccp (figura 67).
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Figura 67 - Placa de microtitulagdo tipo ELISA de 96 pocos contendo meio BDA e o extrato
de O. secundiramea nas concentracdes de 150, 100, 50, 25, 15, 10, 5 e 0 (apenas o solvente
DCM) pg.mL™.

O valor da concentracdo inibitoria minima (10 pg-mL™) do extrato e da fracdo de O.
secundiramea serviu de base para a avaliagdo da protecdo proporcionada por biofilme
contendo esses materiais antifingicos, no controle da antracnose do mamao, no periodo pos-

colheita.

5.3.5.2. Avaliacdo da aplicacdo in vivo do extrato e da fracio de O.
secundiramea na forma de biofilme em frutos de mamao

Os resultados dos testes aplicados aos frutos antes do inicio da experiéncia no estagio

1 de maturagdo, (TO) foram: peso médio - 550,30 g; solidos soluveis - 9° Brix; acidez titulavel

- 0,98 % de acido do citrico; pH da polpa - 5,23; firmeza da polpa - 2,038 N e resisténcia da

casca - 11,205 N.

A andlise dos pardmetros de qualidade dos frutos, em resposta a aplicagdo dos
tratamentos com o biofilme contendo o extrato de O. secundiramea (SP401694) e da FB¢cp,
por 6 dias, resultou em alteragdes significativas, indicando uma reducdo da perda de massa
fresca e discreto aumento na acidez titulavel, enquanto a firmeza da polpa e a resisténcia da

casca nao foram alteradas, quando comparadas ao controle (figura 68).
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Verificou-se que a aplicagdo do biofilme contendo o extrato ou a FB¢cp de O.
secundiramea promoveu respostas similares ao longo do experimento, simulando periodo de
prateleira. No terceiro dia, a perda de massa fresca dos mamdes do tratamentofoi 4% inferior
ao do controle (F = 53,076; p <0,001), o valor de solidos soluveis foi 3° Brix, sendo
significativamente superior no controle (F = 32,6738; p <0,001). Tanto a acidez titulavel
quanto o pH ndo apresentaram diferencas significativas na comparag@o entre os controles e os
tratamentos. O mesmo foi verificado para a resisténcia da casca, enquanto a firmeza da polpa

apresentou um aumento significativo nos tratamentos (F = 64,823; p <0,001).

Ao final dos seis dias de experimento, todos os pardmetros avaliados apresentaram
diferengas significativas entre o controle e os tratamentos. Os frutos protegidos por biofilme
com extrato € FBccp apresentaram menor perda de massa fresca e menor teor de sélidos
soliveis; o tratamento promoveu, ainda, menor acidez titulavel, associada ao pH mais
elevado. Outro resultado positivo foi o aumento tanto da firmeza da polpa quanto da
resisténcia da casca, quando tratados com o biofilme contendo as substincias bioativas

presentes no extrato de O. secundiramea (figura 68).
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Figura 68 - Avaliacdo dos pardmetros de qualidade do periodo de prateleira (durante 0, 3 ¢ 6
dias) em frutos de mamao em resposta a aplicacdo de biofilme de amido contento extrato e
FBccep de O. secundiramea (SP401694). Os valores correspondem a média + desvio padrao
(n=3). Tratamentos seguidos por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey,
considerando 1% de significancia..
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No terceiro dia, os mamdes tratados com o extrato apresentaram aspecto menos
maduro, quando comparados aos frutos do controle. O mesmo foi observado no sexto dia,
quando também nao foram notados quaisquer sinais de fitotoxicidade, em resposta a adi¢do
das substancias extraidas de O. secundiramea. A adi¢do do extrato e da FBccp promoveu
aumento na durabilidade do biofilme de amido, que no controle negativo comegou a

desprender da superficie do fruto, apos o terceiro dia (figura 69).

Controle Extrato FBeep

Controle Extrato FBeep

Figura 69 - Avaliagcdo visual dos frutos ao terceiro e sexto dias na simula¢ao do periodo de
prateleira em resposta a aplicagdo de biofilme de amido contento extrato e FBccp de O.
secundiramea (SP401694).

Dentre as trés repeticdes, um mamao apresentou o desenvolvimento de antracnose a
partir do quarto dia e no sexto dia apresentou lesdes superiores a 2,0 cm caracterizados como

nota 3 na escala do indice de doenca (figura 70). Os frutos do tratamento com extrato ¢ FBccp
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de O. secundiramea nao apresentaram lesdes tipicas do desenvolvimento de antracnose,

durante o periodo experimental (6 dias).

Figura 70 - Fruto de mamao (condicdo controle) apresentando marcas tipicas da antracnose
com mais de 2 cm de diametro, caracterizado como nota 3 na escala de indice de doenca.

6. DISCUSSAO
6.1. Linhagens de Hypnea musciformis

6.1.1. Efeito do enriquecimento com CO,

A comparagdo entre as taxas de crescimento das linhagens de H. musciformis
cultivadas em biorreatores evidenciou que a linhagem MA apresentou taxas superiores
quando comparadas a linhagem VC. Padrao similar foi verificado em estudos anteriores com
as mesmas linhagens de H. musciformis (Yokoya et al., 2007).

A resposta na produgdo de biomassa das macroalgas em fun¢ao do enriquecimento por
CO, dissolvido ¢ extremamente diversificada. As espécies podem ser extremamente sensiveis
como foi observado em Porphyra leucostica (Rhodophyta) que apresentou reducdo de 85,4%
em resposta ao aumento de 1% na concentracdo de CO, (Mercado et al., 1999). Ulva rigida
(Chlorophyta) apresentou a taxa de crescimento aumentada em 3 vezes quando cultivada em

condi¢do de CO, 28 vezes superior a condi¢cdo natural (Gordillo et al. 2001). Gracilaria
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lemaneiformis (Rhodophyta) apresentou um aumento na taxa de crescimento em resposta ao
enriquecimento de 0,5% na concentragdo de CO, (Zou & Gao, 2009). Algumas macroalgas
ndo apresentam alteragdes na taxa de crescimento em resposta ao enriquecimento por CO;
conforme o verificado por Martins (2013) ao cultivar Dictyota menstrualis (Phaeophyceae)
em biorreatores com concentragdo de CO, 44 vezes superior a verificada naturalmente. Este
resultado ¢ similar ao obtido no presente estudo quanto aos efeitos da concentragdo de CO, 10
vezes superior nas linhagens de H. musciformis. O conhecimento das respostas da taxa de
crescimento de macroalgas em diferentes concentragdes de CO, ¢ fundamental para a
conservagdo no cenario global com o aumento das emissdes devido a acdo antropica e
possivel impactos natural e aplicagdes biotecnologicas (Gao & McKinley, 1994).

As concentracdes de CO, avaliadas nos cultivos em biorreatores ndo promoveram
alteracdes significativas tanto nas concentragdes dos pigmentos (clorofila a e
ficobiliproteinas) quanto nos teores de proteina e agtcares soluveis totais das linhagens de H.
musciformis. Esta resposta corrobora os resultados de Martins (2013) que verificou que as
alteracdes nas concentracdes de proteinas e agucares soluveis de Dyctiota menstrualis sao
influenciadas principalmente pela disponibilidade de nitrogénio dissolvido e ndo pela
disponibilidade de CO, no meio de cultura. No presente estudo, ndo foi testada a influéncia do
nitrogénio, no entanto, Martins et al. (2007) verificou que o aumento da disponibilidade de
nitrato promoveu o aumento nas concentracdes dos pigmentos das duas linhagens de H.
musciformis.

Os resultados indicam ainda, apesar de ndo ter sido avaliado diretamente no presente
estudo, que ndo ocorreu aumento na assimilagdo de carbono das linhagens possivelmente por
limitacdo em relagcdo & atividade de enzimas do ciclo de fixacdo do carbono, visto que o
tratamento por CO;, também ndo afetou as quantidade de proteinas soltveis totais e, desta

forma, possivelmente o mesmo para enzimas. Conforme o verificado por Martins (2013) que
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ndo detectou alteragdes na atividade a enzima rubisco em fung¢do do enriquecimento por CO,
no cultivo de macroalgas.

Os resultados descritos em estudos anteriores para os parametros fotossintetizantes
(Yokoya et al., 2007) e metabolismo do nitrogénio (Martins et al., 2007) das linhagens MA e
VC de H. musciformis, juntamente com os apresentados no presente estudo para as respostas
em relagcdo ao enriquecimento por CO, fornecem subsidios para andlise comparativa entre
linhagens de macroalgas e estabelecimento de sistemas modelos para avaliar as respostas a
fatores ambientais em macroalgas e realizagdo de selecdo de linhagens (Plastino, 2004,

Hanisak, 1990).

6.1.2. Avaliacdo do efeito do enriquecimento com CO; em cultivos nos

biorreatores no perfil em CG/EM dos compostos com potencial antifungico

Suarez-Alvarez et al. (2012) verificaram um aumento na taxa de crescimento de
Hypnea spinella cultivada com adigdo de CO, em meio contendo amdnio. No presente estudo,
a auséncia de alteracdes nas taxas de crescimento das linhagens de H. muscifomis cultivadas
em biorreatores sdo condizentes com a teoria do balango carbono - nutrientes, sugerindo que o
excedente de carbono, disponibilizado no meio de cultura, ndo ¢ incorporado na forma de
biomassa devido a limitagdo de outros nutrientes (Xu et al., 2010, Cronin & Hay, 1996, Fajer
et al., 1992).

Foi observado que o tratamento com CO; ndao promoveu alteragdes na concentragao de
acUcares totais, estando este resultado possivelmente associado a ocorréncia da glicolise
dessas moléculas, que ndo foram direcionadas para constru¢do de parede celular, e sim a
diferentes vias de sintese de compostos secundarios (Ghasemzadeh & Jaafar, 2011, Penuelas
& Estiarte, 1998). Com a adi¢do de CO;, no cultivo das linhagens de H. musciformis houve
aumento significativo no rendimento da extra¢do e na quantidade de substancias, segundo

resultados das andlises quimicas. .
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O resultado da andlise de CG/EM das linhagens de H. musciformis indicaram a
presenga de diversos acidos graxos, alguns grupos de glicopiranosil (especialmente de
galactose e glucose) e triterpenos do tipo esterol (C,7- Cy9), comuns a diversos grupos de algas
vermelhas e ja identificados para esta mesma espécie (Balamurugan et al., 2013, Machado et
al., 2013, Nasir et al., 2011, Ragan, 1981).

Na andlise comparativa entre as linhagens de H. musciformis, na condigdo controle
(sem adi¢do de CO;), a linhagem VC apresentou uma diversidade maior de metabolitos
quando comparada a linhagem MA, com 10 e 7 picos no cromatograma em CG/EM,
respectivamente. O enriquecimento pela adi¢do de CO, promoveu o aumento no numero de
substancias observadas no perfil obtido em CG/EM, passando para 11 na linhagem MA e 12
na linhagem VC. Essa diferenga relacionada aos compostos organicos com esqueletos de
carbono, possivelmente pode estar relacionada com o que foi observado por Yokoya et al.
(2007) que verificou taxas fotossintéticas mais elevadas na linhagem VC em relagdo a MA, o
que influencia o metabolismo e o total de carbono fixado pelas duas linhagens.

Na andlise da FBccp das linhagens de H. musciformis, cultivadas em diferentes
condi¢cdes de CO,, foram observados, por espectrometria de massas de alta resolucdo,
substancias com massas moleculares superiores as observadas por CG/EM.

Os fragmentos observados nos espectros de massa, associados aos dados relativos aos
esterois glicosilados (com grupos gluco ou galactopiranosil) comumente verificados em
macroalgas, sugerem a presenca de esterois-glicosilados (Ahmad et al., 1992). Esta classe de
metabolitos pode estar ligado a ésteres de acidos graxos (Grillea et al., 2010) e apresentar
diferentes atividades bioldgicas, entre as quais estd o potencial antifungico (Chludil et al.,
2002).

A fragdo MA foi a unica a ndo apresentar atividade antifingica em Rf 0,7
(bioautografia) e também ndo apresentou o pico com TR 2,8 min, por CLAE de alta

resolucdo. A presenca da glucopiranosil - colesterodienona foi sugerida devido a analise de
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seus fragmentos de massa e a coincidéncia do valor atribuido ao seu ion molecular com o
verificado na literatura (Lin,et al., 2009).

Os resultados das analises por CG-EM do extrato de linhagem MA, do extrato obtido
de VC ap6s o tratamento e do controle endossam esta hipotese, porque em todos os espectros
foi detectada a presenga do colesta-8,24-dien-3-one e do grupo glucopiranosil.

A andlise por CLAE-EM dos materiais das duas linhagens correspondentes a mancha
em Rf 0,4 (correspondente a atividade antifungica), tanto do controle quanto dos tratamentos,
sugeriu a presenca de composto com fragmentacdo de massa e ion molecular compativeis com
os dados de um colesterol associado ao galctopioranosil, para o qual foi determinado e o m/z
de 575,7877 (Schroder et al., 2003).

O tnico pico verificado em todas as amostras referentes ao Rf 0,1 (exceto o MA 0,1
controle que ndo apresentou atividade antifingica), correspondente a mancha de Rf 0,1 que
apresentou atividade antifingica na bioautografia, apresenta fragmentagdo de massa
semelhante a da macroalga verde Codium iyengarii, relativa a molécula formada por
colesterol ligada a um grupo galactoglicosil (Ali et al., 2003).

Kovganko e Kashkan (1999) destacam a dificuldade na investigagdo dos esterdis-
glicosilados de macroalgas, devido a pequena quantidade com que sdo encontrados nos
extratos, aliada a grande diversidade e similaridade estruturais destes compostos.

A analise do perfil dos extratos por CG-EM indicou que a linhagem MA apresentou
maiores taxas de crescimentos enquanto a VC possuem maior diversidade de metabolitos,
diferengas que indicam a possibilidade da sele¢do de linhagem para futuras investigagdes ou

aplicagdes biotecnologicas (Levy et al., 1990).

6.2. Ochtodes secundiramea
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Experimento com liberacido e germina¢ao carposporos e desenvolvimento de plantulas

Os carposporos de O. secundiramea foram mantidos em condi¢des indicadas como
ideais para a germinacdo de esporos de macroalgas tropicais (Miranda et al., 2012, Ordufia-
Rojas & Robledo, 1999, Yokoya & Oliveira, 1993), no entanto, esta espécie apresentou uma

elevada sensibilidade aos tratamentos testados.

O resultado obtido apresenta duas possiveis explicagdes, a primeira ¢ a sensibilidade
da espécie ao cultivo em laboratdrio, este fator ¢ dificil de ser confirmado devido a auséncia
de informagdes referentes ao ciclo de vida e a reprodugdo de O. secundiramea em laboratorio,
visto que o unico estudo que abordou as fases esta temadtica foi realizado com a observagao de

espécimes coletados na natureza (Joly & Ugadim, 1966).

O segundo fator que potencialmente favoreceu a inviabilidade dos esporos de O.
secundiramea foi a presenca dos esporos da macroalga Acrochaetium infestans, que ¢ uma
espécie que apresenta habito epifita e produz grande quantidade de esporos como uma
estratégia de rapido desenvolvimento dos germinantes, e esta competi¢ao possivelmente
afetou de forma negativa a germinagdo dos carpdsporos de O. secundiramea (Weinberger et

al., 2007).

Experimento com propagacio de segmentos apicais

As plantas matrizes de O. secundiramea foram inicialmente mantidos em baixa
irradiancia objetivando o baixo desenvolvimento dos epifitas e manutengdo das culturas vivas
para o fornecimento dos apices utilizados nos experimentos posteriores e durante esta fase foi
observado o baixo crescimento da espécie. A manuten¢do das culturas matrizes ndo isoladas
em baixa irradiancia possibilita a redu¢do do desenvolvimento de algas contaminantes
(Fernandes et al., 2011).

6.2.1. Isolamento e crescimento em segmentos apicais
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Experimento de cultura em diferentes solucdes de nutrientes

A disponibilidade de nutrientes ¢ um dos principais fatores que influenciam o
desenvolvimento de algas, na natureza ou em laboratorio de cultura no entanto nao existe um
padrdo de resposta das espécies as diferentes condi¢des. Neste estudo, ndo foram verificadas
diferengas no crescimento de O. secundiramea em resposta aos tratamentos com diferentes
solugdes de nutrientes, o mesmo foi relatado para Gracilaria domingensis (Ramlov et al.
2011). No entanto, Bravin e Yoneshigue-Valentin (2002) observaram que Hypnea
musciformis apresentou maiores taxas de crescimento na solugdo de PES, caracterizada pela
alta disponibilidade de nutrientes, enquanto a Gracilaria cornea apresentou maior
desenvolvimento em VSES/8, condi¢do de baixa disponibilidade de nutrientes (Ferreira et al.,
2006).

Polzin et al. (2003) relataram que cultivo de O. secundiramea, em condi¢des axénicas,
apresentaram taxa de crescimento elevada em tratamentos com maior disponibilidade de
nitrogénio, no entanto, sob baixa disponibilidade de nitrogénio observaram o aumento no
acumulo de monoterpenos halogenados, compostos que possuem atividade anti-epifitismo
(Bhadury & Wright, 2004). O resultado da auséncia de diferencas significativas no
crescimento dos apices em resposta as diferentes solugdes testadas, juntamente com os dados
existentes na bibliografia para a espécie foi para a selegdo da solugdo VSES/2, que apresenta

menor concentragdo de nitrogénio.

Experimento de cultura em diferentes niveis de irradiancia

Em geral, niveis de irradidncia proximos aos de saturacdo fotossintético da alga
promovem elevadas taxas de crescimento em culturas unialgéceas ou axénicas (Ramlov et al.,
2011; Yokoya et al., 2007; Ferreira et al., 2006; Polzin et al., 2003). Maliakal et al. (2001)
verificaram que para O. secundiramea, em condi¢des axénicas, o ponto de saturacdo ¢

proximo a 200 pmol fotons m?.s™. No presente estudo, o valor de 30 pmol fotons m”.s™ foi o
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mais indicado por permitir o crescimento da alga sem o desenvolvimento exagerado e

prejudicial das demais algas vermelhas epifitas (Fernandes et al., 2011)

Experimento de cultura com aeracgio

A movimentacdo da 4agua influencia diretamente a producdo de biomassa de
macroalgas em laboratorio de cultura (Bravin & Yoneshigue-Valentin, 2002), ¢ em
populacdes naturais (Reis & Yoneshigue-Valentin, 1998) por propiciar a maior difusdo dos
nutrientes e disponibilidade de gases dissolvidos.

No entanto, as espécies de macroalgas possuem diferentes limites de sensibilidades em
relacdo a agitacdo da 4gua, fazendo com que esse movimento, em alguns casos, configure em
uma condi¢dao de estresse fisico e bioquimico, que promove a redu¢do do seu rendimento
fotossintético da alga (Hurd, 2000). Os apices de O. secundiramea, no presente estudo nao
apresentaram diferencas significativas entre as condigdes de cultivo estagnado e com agitacao
por adigdo de 0,5 L.min" de ar umido. No entanto, apesar de ndo afetar o crescimento da
espécie de interesse a agitacdo da agua favoreceu o desenvolvimento indesejado de outras
espécies, desta forma, foi selecionada a condi¢do cultura estagnada para o desenvolvimento

das etapas posteriores de obtencao da cultura de O. secundiramea.

Aplicacio do protocolo de descontaminacgio

Apo6s a determinacdo das condigdes de cultivo de VSES/2, 30 umol fotons m’s’ e
sem aera¢do do meio de cultura como melhores formas de cultivo para o crescimento e
reducdo da elevada susceptibilidade de O. secundiramea ao desenvolvimento de diferentes
macroalgas epifitas em cultura de laboratdrio. A aplicagdo do protocolo de descontaminagao,
similar ao descrito por (Fernandes et al., 2011) foi eficiente para o controle do
desenvolvimento dos contaminantes, em 8 semanas.

6.2.2. Efeito do enriquecimento com Bromo (KBr) no cultivo
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O enriquecimento por KBr promoveu, ao final de 21 dias de cultivo, o aumento de
35% na concentracdo de bromo incorporado em O. secundiramea, concentracdo de KBr foi
selecionada com base no estudo de Paradas et al. (2010) que verificaram o aumento préoximo a
40% na area das vesiculas com fun¢do de armazenar os composto organicos bromados em

Laurencia dendroidea durante 20 dias de experimento.

Barahona et al. (2003) verificaram taxas de crescimento de 5,2 %.d"' para O.
secundiramea cultivada em biorreatores, valor similar ao verificado no presente estudo para o
controle (4,8 %.d'l) e tratamento (5 %.d'l) . Nao foram observadas diferencas significativas na
taxa de crescimento de relacdo ao incremento de bromo no meio de cultura. Diversos estudos
demonstraram que o bromo, apesar de ndo ser um elemento essencial, influencia o
desenvolvimento de macroalgas podendo desempenhar papel benéfico ou inibitério (Fries,
1966) e apresentar requerimento especifico em fases iniciais do ciclo de vida de algumas

macroalgas (Anderson et al., 1992).

Apesar de ndo apresentar alteragdes no crescimento, os talos de O. secundiramea
cultivados sob elevada disponibilidade de bromo apresentaram maiores concentragdes de
clorofila a e de ficobiliproteinas (especialmente aloficocianina e ficoeritrina) bem como no
teor de proteinas totais, e ndo foram verificadas alteragdes na concentragao de carboidratos
soluveis totais. Estes resultados podem ser explicados por meio dos valores obtidos para
quantificagdo de enzima bromoperoxidase e sua atividade especifica, os quais dobraram no
tratamento em relacdo ao controle. A enzima ¢ responsavel pela halogenacdao dos compostos
organicos da macroalga, sendo este processo um dos principais mecanismos de combater o

estresse oxidativo (Dring, 2006).

Os resultados indicam que o enriquecimento por bromo promove o aumento na
quantidade e na atividade da enzima bromoperoxidase em O. secundiramea, o que

proporciona aumento no sequestro dos radicais livres e atua como fator de protecdo ao
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estresse oxidativo, reduzindo a degradacdo dos pigmentos e proteinas analisadas (Fenical,
1975). Os valores de atividade especifica e concentracio da bromoperoxidase em O.
secundiramea, apos 21 dias de cultivo nos biorreatores, foram similares aos verificados por

Rorrer et al. (2001) para a fase exponencial da curva de crescimento da espécie.

Mata et al. (2011) demonstraram que a adi¢do, por curto intervalo de tempo, de
espécies reativas de oxigénio induz o acimulo de compostos halogenados em cultura de
Asparagopsis taxiformis (Rhodophyta), fator que pode ser aplicado juntamente com a adigo

de bromo para aumento no rendimento de obten¢ao de compostos halogenados bioativos.

No entanto apesar de proporcionar maior incorporacdo do bromo e atividade da
bromoperoxidase, ndo foi observado alteragdes no perfil e na atividade antifungica dos
compostos de O. secundiramea. Este resultado pode ser atribuido a limitagdo de carbono para
sintese dos monoterpenos, visto que nao foi realizada a oferta de nenhuma fonte de carbono e
redugdo no balango carbono - nitrogénio (Mata et al., 2012). A auséncia de estimulos diretos a
enzima mirceno sintase, responsavel pela sintese dos monoterpenos (Wise et al., 2002)

possivelmente € outro fator associado aos resultados obtidos.

O bromo excedente incorporado por O. secundiramea no cultivo na condicdo de
tratamento (enriquecido com KBr) pode ter ocorrido em diferentes classes de moléculas
acumulados pela alga como 4acidos graxos (Dembitsky & Srebnik, 2002) ou fenois (Carvalho
& Roque, 2000) visto a falta de especificidade da enzima bromoperoxidase em relacdo ao

substrato carbonico utilizado para halogenagao (Butler & Carter-Franklin, 2004).

Desta forma os resultados obtidos juntamente com o conhecimento da enzima mirceno
sintase (Wise et al., 2002), da influéncia do CO; na sintese de compostos volateis (Mata et al.,
2012) e aumento na obtencao de compostos halogenados em algas expostas a H,O, (Mata et

al., 2011) proporcionam plataformas para desenvolver estratégias para plataformas de cultivo
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em laboratorio de macroalgas com visando indu¢do da sintese e obten¢do compostos bioativos

(Rorrer & Cheney, 2004).

6.2.3. Analises quimicas e de atividade antifiingica

Efeitos do processamento da biomassa para obtencao do extrato

Os monoterpenos sdo uma classe de moleculas suscetiveis a volatilizagdo, quando a
biomassa ¢ submetida a secagem em estufa (Venskutonis 1997). Em contraste, o processo de
liofilizacdo ¢ indicado para aumentar o rendimento de extracdo de compostos organicos
volateis, por promogao de interacdo mais eficaz entre o solvente e a biomassa (Diaz-Maroto et
al. 2002). No entanto, neste estudo foi observada a formacdo de compostos oxidados
propiciando a obtencdo de monoterpenos diferentes do verificado para o extrato da alga
fresca, porém existentes naturalmente e referenciados para espécie (Paul et al., 1980). Estes
resultados encontrados na sugerem que o processamento da biomassa pode favorecer a

ocorréncia de reagdes, tais como a oxidagao.

Os monoterpenos, em geral, apresentam elevada volatilidade o que dificulta a
aplicacdo em biofilmes, para protecdo de frutas (Garcia et al. 2008). Entretanto, os
monoterpenos halogenados apresentam baixa volatilidade (ndo sendo degradados quando a
biomassa da alga foi submetida ao tratamento em estufa a 50 °C) o que torna os monoterpenos
halogenados de O. secundiramea, candidatos muito promissores a constituirem biofilmes para

o controle dos fungos fitopatogénicos que infestam frutas, no periodo pés-colheita
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Fracionamento guiado e analise dos compostos com atividade antifingica

O bioautografia (CCD) foi um ensaio sensivel e eficiente tanto para a detec¢do da
atividade, quanto para guiar o fracionamento dos extratos de O. secundiramea: este ensaio
permitiu a analise quantitativa da atividade antifingica e mostrou que o extrato bruto, a FBccp
e a sub-fragdo OC II1 (rica em C;oH;sBr,Cl) apresentaram valores similares (1 pg) para o
limite de deteccdo da atividade antifungica. No entanto, apesar da coincidéncia dos valores
encontrados para o limite de detec¢do do extrato bruto, da FBccp € da sub-fracdo (1 pg), a
atividade das duas primeiras apresentou maior intensidade, fator que aponta para a existéncia

de efeito sinérgico entre os monoterpenos reunidos, quanto a atividade antifingica.

A existéncia dessa sinergia, aliada a auséncia de evidéncias de toxicidade, no extrato
bruto de O. secundiramea (Machado et al., 2013) indicam a possibilidade de sua aplicagao,
ou da FBccp, diretamente sobre os frutos, para inibicdo do desenvolvimento fungos,
eliminando as dispendiosas e demoradas etapas de fracionamento de extratos e isolamento de

substancias ativas.

A andlise dos fragmentos de massa relativos aos picos dos cromatogramas obtidos por
CG-EM do extrato, da FBccp e das subfracdes indicou a presenca de diversos monoterpenos
halogenados, previamente descritos para a O. secundiramea ou para espécies dos géneros
Chondrococcus, Ochtodes e Potieria, pertencentes todos a familia Rhizophyllidaceae (Polzin
et al., 2003; Barahona & Rorrer, 2003; Maliakal et al., 2001; Crews et al., 1984; Gerwick,

1984; Paul et al., 1980; McConnell & Fenical, 1978 e Burreson et al., 1975).

Foram constatadas diferengas (por CG-EM) no nuamero dos monoterpenos
componentes dos extratos obtidos de biomassa fresca de O. secundiramea, coletadas em
épocas distintas (2010 e 2011). Esse tipo de resultado ¢ comum, em macroalgas que
sintetizam esta classe de compostos e foi detalhado na andlise das diferengas qualitativas e

quantitativas dos monoterpenos halogenados de Portieria hornemannii, decorrentes da
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variagdo intra-especifica (Puglisi, & Paul, 1997) e espacial - temporal (Matlock et al., 1999).
As alteragdes quimicas estdo associadas a interagdo de fatores ambientais e ecoldgicos (Payo

etal., 2011).

No presente estudo, a andlise semi-quantitativa de todos os extratos mostrou que o
pico de maior area relativa era devido ao monoterpeno de cadeia aberta de formula molecular
C10H;5Br,Cl. Os trabalhos de Polzin et al. (2003), Barahona & Rorrer (2003) e Maliakal et al.
(2001) apontaram, como composto majoritario, o0 monoterpeno aciclico C;oH4Br,, para algas
coletadas na Jamaica e cultivadas em laboratorio. Enquanto McConnell & Fenical (1978)
identificaram os monoterpenos ciclicos ochtodeno (C;oH;4Br,Cl;) e ochitodiol
(C1oH;6BrClO;) como majoritarios em algas coletadas na costa de Belize, Gerwick (1984)
detectou o C;oH;4Br;Cl, como majoritario, nas algas coletadas na costa do Caribe, o que

evidencia variacao da composi¢ao quimica da espécie, em fungao do local de coleta.

Payo et al. (2011) verificaram que a fase do ciclo de vida da macroalga também ¢ fator
determinante nesta variabilidade, pois o gametofito feminino apresentou 202 diferentes
compostos enquanto que o gametofito masculino e o tetrasporoéfito, respectivamente 102 e
106 metabolitos. Os estudos dos monoterpenos halogenados realizados anteriormente para O.
secundiramea (citados no paragrafo anterior) ndo apontaram a fase do ciclo de vida dos
espécimes coletados. Na presente pesquisa, foram utilizados, em todas as fases de
investigacao, somente gametofitos femininos. Este pode ser um dos fatores aos quais se deve
a variacdo encontrada entre os monoterpenos halogenados de O. secundiramea, em todas

essas investigagdes realizadas até o presente.

Para a caracterizacdo dos monoterpenos das sub-fragdes, os dados obtidos na andlise
por CG-MS, aliados aos dados de RMN, foram comparados com os dados existentes na
bibliografia. A indicagdo da presenca do monoterpeno C;oH;4Br,Cl, , principal componente

da sub-fracdo OC I1 (95,59 % da area relativa, na analise semi-quantitativa do cromatograma
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obtido por CG-MS), foi reforcada por meio da comparagdo com os dados obtidos por

McConnel e Fenical (1978) para o monoterpeno ochtodeno (tabela 14).

Tabela 14 - Dados comparativos de deslocamento (5 ppm) em RMN "°C ¢ 'H na analise de
RMN do Ochtodeno (monoterpeno tetrahalogenado) em CDCls isolado de O. secundiramea
(McConnel & Fenical, 1978) e os resultados verificados para a subfracdo OC I1 (presente

estudo), jutamente com a estrutura proposta para molécula com base na bibliografia.

Ochtodeno McConnel OoC1I1

. 3.82H Br
& Fenical (1978) (C10H14Br2C12) H
Carbono Bc "H Bc "H 374

1 37.6 506 374 5096 1327
2 132.2 499 1327 5,11 2
3 1377 485 1386 4388 / H 596
4 69.9 4.4 70.6 4,54 138.6
5 28.7 42 29.7 4,16
6 52.7 405 543 4,07 227
7 41.6 2,71 423 275

B > H Cl
8 20.2 255 227 245 $2:3 485
9 41.6 1,3 419 1,36 ,

’ ’ H,C CH
10 413 41.6 3 3

1,03 1,06 L3 419 416 | o7

A anélise por CG-EM da fragao OC Il indicou, em menor quantidade, a presenga dos
monoterpenos CioH3Br;Cl (Gerwick, 1984) e C;oH;sBr,ClO (Burreson et al., 1975). A
possivel presenca destes monoterpenos na fragdo OC I1 ¢ reforcada pela existéncia de picos
com deslocamentos de 62,1, 31,9 € 27,9 ppm e de picos com deslocamentos de 57, 34, 26,1,
24,8, 19,1 e 14,1 ppm em seu espectro de RMN 13C, pois estes valores sdo similares aos
deslocamentos obtidos para essas moléculas, segundo a bibliografia.

A identificagdo do composto CoH;sBr,Cl (area relativa de 95,34%, no cromatograma
CG-EM), componente da sub-fracdo OC II1, foi corroborada pela comparagao com os dados
de RMN de 'H e de *C do dibromo - cloro, metileno - metil,ochtodeno, obtidos por Coll e

Wright (1987) (tabela 15).
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Tabela 15 - Dados comparativos de deslocamento (5 ppm) em RMN "°C e 'H na analise de
RMN do 1-2 Dibromo-9 cloro, metileno-10 metil, ochtodeno (monoterpeno trihalogenado)
em CDCls isolado de O. secundiramea (Coll & Wright, 1987) e os resultados verificados para
a subfracao OC II1 (presente estudo), jutamente com a estrutura proposta para molécula com

base na bibliografia .

Dibromo - cloro, metileno - 6.92
metil,ochtodeno OC I11 H 9 Cl 17.6
Carbono Cgl(lj& e (1119{87) Pc 'H v 1098 H 22 ! CH; 66

1 30.0 6,48 28.8 6,92 '
2 62.8 5,17 624 53

3 141.2 4,61 141.1 4,76

4 329 3,68 32.0 3,72

5 26.4 3,62 26.2 3,69

6 127.4 2,29 127.4 2,49

7 134.8 1,71 134.8 1,75

8 25.7 1,66 239 1,61

9 110.7 109.8

10 17.8 17,6

No espectro de RMN °C da sub-fragio OC II1, foram observados ainda picos com
deslocamentos em 137,8, 54,4, 40,3 27,9 ppm, e 138,5, 132,8, 60,1 ¢ 34,2 ppm, valores
proximos aos descritos para os monoterpenos C;oH,OBr; (Burreson et al., 1975) e C1oH4Br
(Barahona & Rorrer, 2003), substancias obtidas em menor quantidade e observadas na
analise por CG-EM, nesta sub-fragao.

As sub-fracoes OC 112 e OC II3 ndo foram obtidas em quantidade suficiente para a
obtencdo de seus espectros de RMN *C. A analise por RMN 'H de OC II3 mostrou, para
cada substancia componente da amostra (caracterizadas por CG-EM), a presenga de picos
com deslocamentos compativeis com os dos espectros para elas obtidos, em outros estudos
(Polzin et al., 2003; Coll & Wright, 1987; Paul et al., 1980).

A impossibilidade do isolamento dos monoterpenos halogenados dificultou o
aprofundamento da analise e completa caracterizacio das moléculas por RMN 'H, com base
nos valores dos deslocamento e/ou das constantes de acoplamento. No entanto, ao se

comparar os mapas de correlacdo COSY da OC I1 e OC IIl1 com os esperados para o
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Ochtodeno e para o 1-2 Dibromo-9 cloro, metileno-10 metil, ochtodeno obtidos no “NMR

Predict” (Castillo et al. 2011) (http://www.nmrdb.org/new_predictor/) foi possivel obervar

grande similaridade, reforcando a indicagdo da presenca desses compostos (Anexo F).

6.2.4. Efeitos da aplicacio do extrato e fracio no controle da antracnose do
mamao in vitro e in vivo
6.2.4.1. Determinacdo da concentra¢do inibitéoria minima (CIM) in vitro
para o fungo C. gloeosporioides

O valor do limite de deteccdo da atividade antifiingica, por bioautografia, foi de 1 pg,

tanto para o extrato quanto para a FBccp de O. secundiramea porém o valor da CIM,
verificado pelo método de difusdo em agar foi de 10 pg.mL™". Esse resultado ¢ semelhante ao
verificado por Rahalison et al. (1994) que comparou os valores de LD e CIM para extratos,
substancias puras e padrdes comerciais pelos dois métodos. Segundo esses autores, essa
diferenga entre os valores deve-se ao contato direto entre 0o microorganismo € o principio
ativo, na bioautografia, enquanto que o meio solido interfere na difusdo das moléculas da

substancia ativa, minimizando este contato.

O valor da CIM de 10 pgmL"' é considerado como forte atividade antifungica
(Murakami et al., 2013 e Aligiannis et al., 2001) e ¢ similar ao obtido por Tavares e Souza
(2005) que avaliaram, pelo mesmo protocolo, a inibi¢ao, no crescimento micelial de C.
gloeosporioides, causada pela aplica¢do dos antiflingicos comerciais prochloraz, propiconazol
e tebuconazol, utilizados para controle da antracnose do mamoeiro. Estes resultados enfatizam
o elevado potencial das substancias antifungicas de O. secundiramea, para o controle de

fungos causadores de antracnose.

130



6.2.4.2. Avaliacdo da aplicacido in vivo do extrato da fracio na forma de
biofilme de amido em frutos de mamao

Mamdes sdo constituidos por 90% de 4gua e a perda de massa fresca ¢ o principal
determinante da duragdo do periodo de armazenamento e da qualidade do mamao; assim
sendo, perdas elevadas de massa fresca sdo indesejaveis, ja que a desidratagdo interfere nas
propriedades fisicas, fisioldgicas, patoldgicas, estéticas, nutricionais e econdmicas do fruto
(Solon et al., 2005). A aplicagdo do biofilme contendo o extrato ¢ da FBc¢cp de O.
secundiramea causou a redu¢do de 6% na perda de massa fresca dos frutos, ao longo do
experimento, em compara¢do com o controle. Resultado semelhante foi observado em

mamoes tratados com ozdnio (Ali et al., 2014).

A principal via de perda de dgua ¢ através da casca, por isso a aplica¢do de biofilmes,
que reduzem o processo de transpiragdo, constitui uma protecdo importante, no periodo pos-
colheita (Oliveira Jr et al.,, 2013, Espitia et al., 2012). No presente estudo, o biofilme
enriquecido com as substiancias da macroalga apresentou maior integridade, ao longo do
experimento, fator que possivelmente proporcionou a redu¢do da perda de massa fresca,

quando comparado ao fruto tratado apenas com biofilme.

O aumento do teor de solidos soluveis (°Brix) ¢ algo esperado, no processo
amadurecimento dos frutos, que ocorre no periodo de prateleira. Esse aumento que esta
associado a degradacdo dos polissacarideos de reserva e da parede celular e também a perda
de agua ¢ desejavel por estar relacionado a dogura da fruta. Neste experimento, os frutos dos
tratamentos apresentaram valor de °Brix significativamente inferior ao controle, porém apesar
desta redu¢do, enquadraram- se na faixa ideal dos valores estabelecidos para comercializagao,
acima de 14 °Brix, tanto nos controle como nos tratamentos (Fagundes & Yamanishi, 2001).

O valor inferior de °Brix, nos frutos submetidos a tratamento com o extrato ou a fragao da
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macroalga, pode estar associado a reducdo na perda de massa fresca, que ocorreu nos

tratamentos.

Os aumento do pH e a reducdo da acidez tituldvel foram similares aos descritos por
Chitarra e Chitarra (2005), em fun¢do ao periodo de amadurecimento. Essas alteracdes estao
associadas a degradacdo dos 4cidos organicos, especialmente o citrico, promovida pelo
aumento das taxas de respiragdo, comuns em frutos climatéricos como o mamao (Espitia et
al., 2012). No presente estudo, o controle e os tratamentos apresentaram valores de pH de 5 a

5,7, dentro da faixa ideal para consumo (Martins & Costa, 2003).

A firmeza da polpa e a resisténcia da casca sdo importantes parametros da qualidade
sensorial do amadurecimento dos frutos, sendo rejeitados os frutos que apresentem alteragdes
nos valores da firmeza (Rodolfo Jr. et al., 2007). Estudos recentes destacam a sensibilidade da
casca dos frutos ao contato com determinadas substancias, especialmente compostos volateis.
Essa sensibilidade pode ser decorréncia de fitotoxicidade, como foi observado na aplicagao de
0leo essencial de aroeira (rico em terpenos) em biofilmes, no periodo de pods-colheita de
mamao (Oliveira Jr et al.,, 2013, Garcia et al., 2008). Essa sensibilidade inviabiliza a
aplicacdo de substancias bioativas que apresentam excelente acao antimicrobiana, porém que
eventualmente depreciem as caracteristicas desejaveis dos frutos (Bosquez-Molina et al.,

2010).

No presente estudo, os pardmetros avaliados, no grupo tratado, no sexto dia,
apresentaram valores equivalentes aos do controle, no terceiro dia, indicando que o extrato e a
fracdo de O. secundiramea retardam o processo de amadurecimento, aumentando a vida de
prateleira dos frutos. Este atraso no processo de amadurecimento estd, possivelmente,
associado a reducdo de fatores indutores do amadurecimento, como enzimas e producdo de

etileno (Workneh et al. 2012).
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Nesse aspecto, os monoterpenos halogenados de O. secundiramea, que apresentaram
elevado potencial inibitorio contra o fungo da antracnose in vitro, promoveram diferencas
significativas no processo e nos parametros de qualidade do mamao. No entanto, os valores
dos parametros de qualidade apresentaram-se dentro das faixas consideradas ideais para a
comercializacdo dos frutos (Martins & Costa, 2003), provocaram atraso no processo de
maturagdo e ndo causaram sinais de fitotoxicidade ou de desenvolvimento de antracnose, nos

mamaoes.

Esses resultados positivos obtidos mostram a importancia e o potencial de
investigacdes futuras sobre o efeito desses monoterpenos halogenados, na fisiologia do fruto
(Tripathi & Dubey, 2004) e também a possibilidade de sua aplicacdo conjunta com
tratamentos que ja véem sendo testados com sucesso, para aumentar o tempo de pos-colheita
do mamao, tais como, atmosfera rica em ozonio (Ali et al., 2014), aplicagdao de substancias e
de técnicas de estocagem, sob baixas temperaturas o que reduz a atividade enzimadtica

(Jacomino et al., 2002).

Também abrem espago para a emprego de biofilmes que t€m por base agar e
carragenas (Shit & Shah et al., 2014), que podem também conter substancias antioxidantes
como as ficobiliproteinas e alginatos (Cian et al. 2014), podem ser extraidos de diferentes
macroalgas, e que aliariam os efeitos benéficos dos biofilmes de amido tradicionais a
presenca de antioxidantes, proporcionando a obteng¢do de melhores resultados quanto a

maturacdo e qualidades sensoriais do mamao, sem o desenvolvimento de fitopatogenos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os objetivos propostos para a realizacdo desta pesquisa desenvolvida
com as linhagens de H. musciformis e O. secundiramea e realizando a andlise dos resultados

obtidos nos experimentos foi possivel estabelecer as seguintes conclusdes:

O processamento da biomassa ¢ um fator importante a ser observado, na prospeccao
de extratos bioativos, pois influencia diferentemente cada espécie estudada, em fun¢ao das
classes de metabolitos que serdo extraidos. Em H. musciformis, espécie que apresentou
esterois-glicosilados e 4acidos graxos como principais metabolitos, o processamento da
biomassa nao promoveu alteragcdes no perfil quimico e na atividade antifingica. Em O.
secundiramea, que produz monoterpenos halogenados, sdo detectados terpenos ciclicos e

oxigenados, nos extratos obtidos de biomassa liofilizada e seca.

A linhagem MA de H. musciformis apresenta maior taxa de crescimento do que a
linhagem VC no cultivo. No entanto, a linhagem VC apresenta maior diversidade de
compostos nas analises em CG/EM e mais Rf’s com atividade antifingica, indicando
diferentes estratégias com relacdo ao metabolismo de carbono. Esses resultados reforgam
estudos que descrevem diferencas no metabolismo do nitrogénio e na fotossintese entre essas

linhagens.

A linhagem VC apresenta maior diversidade de esterdis e de glicosideos que a
linhagem MA, o que pode explicar a diferenca entre o potencial antifingico das duas
linhagens; nos espectros de massas das fragdes bioativas. Sdo observadas fragmentacdes que
indicam a presenga dos esterdis-glicosilados, com galacto e glucopiranosideos. Sera
necessaria a obtengdo de maior quantidade destes compostos, para isolamento e determinagao

estrutural.
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A adicao de CO; nos cultivos das linhagens de H. musciformis ndo promove alteracdes
nas concentragcdes de pigmentos, proteinas e acUcares totais, no entanto ¢ observado o
aumento da diversidade de metabolitos detectados na fra¢do bioativa. Estes fatores estdo
associados a hipotese de balango entre carbono - nutrientes. O aparecimento de manchas
antifiingicas para o extrato da linhagem marrom cultivada com CO; evidencia a existéncia de
diferengas no metabolismo de carbono nas duas linhagens. Este resultado indica a
possibilidade da aplicagdo do CO; em cultivos de macroalgas como ferramenta para obtencao

de compostos bioativos.

As andlises de CG-EM e RMN, aliados a testes de atividade, evidenciam que os
monoterpenos halogenados, previamente descritos para O. secundiramea, sao 0s responsaveis
pela intensa atividade antifungica apresentado pelo extrato da macroalga. Os estudos
quimicos permitiram identificar os seguintes metabolitos: o monoterpeno de cadeia aberta
CioH;sBr,Cl  (1,2-dibromo-3-cloro,metileno-7-metil-oct-6-ene) produzido em  maior
quantidade e os monoterpenos C;oH;4Br,Cl, (ochtodene), C;oH;20Br; (chondrocole C),

CioH4Br; e C1oH4BrCl (3-10-dibromo-mirceno e 10-bromo-3-cloro-mirceno).

O enriquecimento por 250 mg.L™' de KBr dissolvido no meio de cultura induz ao
aumento da concentracdo e atividade especifica da enzima bromoperoxidase, que atua
combatendo o metabolismo oxidativo. Este fator proporcionou maiores taxas de remocao e
incorporagdo de bromo por O. secundiramea ¢ efeito protetor contra a degradagao oxidativa
dos pigmentos e proteinas, explicando os valores elevados destes componentes celulares em

relacdo a alga cultivada no controle 50 mg.L'l.

A auséncia de altera¢des na taxa de crescimento e na concentragdo de aglicares totais
verificadas entre o controle e o tratamento ¢ indicativa de possivel limitagdo de carbono no

cultivo de O. secundiramea, fator que explica o porque mesmo como aumento da atividade
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enzimatica e assimilacdo bromo pela alga ndo foram observadas alteracdes no perfil dos

monoterpenos halogenados.

Os resultados similares do limite de detec¢do da atividade antifungica para extrato
bruto, fracdo bioativa e sub-fracdes purificadas, propiciam utilizagdo do extrato ou fragdo
bioativa para aplicacdo no controle do crescimento de fungos fitopatogénicos, obtendo desta
forma maiores rendimentos e menores gastos com processo de purificagdo das moléculas.

Os tratamentos de aplicacdo do biofilme a base de amido associado ao extrato ou
FBccep de O. secundiramea nao causaram indesejaveis sintomas de fitotoxicidade no mamao
ao longo do experimento que simulou o periodo de prateleiras ndo sendo verificado o
desenvolvimento das lesdes tipicas da antracnose nos frutos tratados. Este resultado evidencia
o potencial da aplicagdo dos monoterpenos halogenados com produto natural agregado ao

periodo pds-colheita de frutas.

Por fim a andlise integrada de todos os resultados obtidos no presente estudo permite

as seguintes conclusoes:

a - Evidéncias dos monoterpenos halogenados como compostos responsaveis pela atividade

antifingica do extrato de O. secundiramea;

b - Indicacao dos esterois - glicosilados na fracao bioativa das linhagens de H. musciformis;

¢ - Os compostos de O. secundiramea apresentaram potencial antifiungico mais potente do que

os das linhagens de H. musciformis;

¢ - As diferengas observadas no perfil quimico, em CG/EM e CLAE/EM, entre as linhagens
MA e VC de H. musciformis indicam que apesar de terem sido obtidas de uma mesma planta
mae (logo apresentando o mesmo material genético) existem diferencas quanto ao
metabolismo. Os resultados sugerem que a linhagen MA ¢ mais indicada para produgdo de
biomassa enquanto a VC apresenta maior diversidade quimica;
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d - As linhagens de H. musciformis apresentaram diferencas em relacdo ao enriquecimento
por CO; e a aplicagdo deste tratamento proporcionou a alteragdo no perfil de compostos

secundarios, corroborando a hipotese de balango entre carbono e nutrientes;

e - O enriquecimento por KBr estimulou a atividade da enzima bromoperoxidase, fato
confirmado também pelas altas taxas de remoc¢do e de bromo incorporado por O.
secundiramea no tratamento. No entanto, ndo afetou o perfil dos monoterpenos halogenados e
nem a atividade antifungica dos extratos, fator explicado pela hipotese do balango carbono -
nutrientes, visto que ndo foi ofertado fontes de carbono nesse experimento levando a possivel

limitag¢ao deste elemento para sintese dos monoterpenos;

f - O aumento da atividade da enzima bromoperoxidase, no tratamento com enriquecimento
por KBr, promoveu maior eficiéncia no seqiiestro de espécies reativas de oxigénio e por
conseqiiéncia a maior protecdo dos componentes celulares, explicando as elevadas

concentragdes de pigmentos e proteinas verificadas para O. secundiramea neste tratamento;

g - O extrato e a FBccp de O. secundiramea, aplicados juntamente com biofilme de amido,
foram eficazes na inibicdo da antracnose pos-colheita do mamado, sem causar sinais

indesejados de fitotoxicidade.
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RESUMO

A macroalga Ochtodes secundiramea (Montagne) M.A. Howe (Rhodophyta, Gigartinales) e
as linhagens pigmentares de Hypnea musciformis (Wulfen) J.V. Lamouroux (Rhodophyta,
Gigartinales) apresentam expressivo potencial biotecnoldgico, principalmente no que se refere
a aplicacdo de seus extratos (ricos em monoterpenos halogenados e esterdis, acidos graxos e
glicerois, respectivamente) na inibicdo do crescimento de fungos do género Colletotrichum.
Esses fungos fitopatdgenos causam antracnose em frutas e por isso, promovem perdas
significativas ao agronegocio. Para isso, os objetivos do presente estudo foram: (1) realizar o
fracionamento bioguiado e determinar as substancias bioativas dos extratos das linhagens de
cor de H. musciformis e O. secundiramea, que possuem potencial antifingico para controle de
fungos fitopatogénicos in vitro e in vivo, avaliando adicionalmente o efeito do uso de
biomassa fresca, liofilizada e seca na bioatividade e composi¢do dos extratos; (2) verificar a
influéncia do enriquecimento por CO, para as linhagens de H. musciformis e de KBr para O.
secundiramea em cultivos realizados em biorreatores, avaliando a fisiologia das macroalgas e
a producdo dos metabolitos de interesse e (3) Avaliar o efeito, no desenvolvimento da
antracnose € no amadurecimento de frutos de mamao em resposta a aplicagdo de biofilme
contendo os bioativos de macroalgas. A utilizacdo da biomassa de alga fresca permitiu maior
rendimento na obtencao de extratos das linhagens de H. musciformis, e a atividade antifungica
e o perfil em cromatografia gasosa/espectrometria de massas (CG/EM) nao foi alterado. Esta
analise revelou que o extrato da linhagem marrom (MA) de H. musciformis apresentou uma
quantidade menor de substancias e de manchas bioativas do que a linhagem verde clara (VC)
na bioautografia qualitativa. O limite de detec¢dao (LD) foi 100 pg para os extratos das duas
linhagens, sendo considerada uma fraca atividade antifiingica. Para O. secundiramea, nao
houve diferenca no rendimento de extracdo, no entanto, foi observado a formagdo de
monoterpenos oxidados nos tratamentos com biomassa liofilizada e seca, associado com o

aparecimento de manchas de atividade antifingica em bioautografia por cromatografia em
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camada delgada (CCD). Apo6s o fracionamento bioguiado por CCD preparativa, a anélise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia/espectrometria de massas de alta resolugdo
(CLAE/EM) revelou a presenca de esterois-glicosilados, compostos derivados de colesterol
associados a galacto ou glicopiranosil e acidos graxos. Andlise por CG/EM do extrato e da
fracdo bioativade O. secundiramea indicou a presenga de diversos monoterpenos
halogenados, e apds cromatografia em coluna foram isoladas sub-fragdes e as avaliagdes em
CG/EM e ressonancia magnética nuclear (RMN) confirmaram a presenga dos monoterpenos
CioH13Br3Cl e CjoH;sBr,Cl e indicaram a presenca dos terpenos CioH;2,OBr,, CioH4Br; e
Ci10H14BrCl. Estas sub-fragdes apresentaram o mesmo limite de detecg¢do (1 pg) que o extrato
da FB¢cp. A aplicagdo dos biofilmes de amido contento extrato ou FBccp na concentracao de
10 pg.mL™", valor da concentragdo inibitoria minima contra o crescimento de Colletotrichum
gloeosporioides (determinada pelo método da difusdo em agar), inibiram o desenvolvimento
da antracnose pos-colheita e ndo causaram sintomas de toxicidade no fruto, no experimento
simulando o periodo de prateleira do mamao. O cultivo em biorreatores com enriquecimento
por CO, ndo afetou o crescimento e as concentragdes de pigmentos fotossintetizantes,
proteinas e agucares totais das linhagens de H. musciformis, no entanto, foi observada a
sintese de diferentes esterdis-glicosilados relacionados como aparecimento de manchas
antifiingicas no extrato da linhagem MA. O enriquecimento do meio com bromo, no cultivo
de O. secundiramea, causou aumento de 50% na concentra¢do e na atividade da enzima
bromoperoxidase, 0 que promoveu aumento equivalente na remoc¢ao do bromo do meio e na
sua incorporagdo ao talo da alga. Este tratamento causou também aumento nas concentragdes
de pigmentos e de proteinas associadas a protecdo, promovida pela enzima, contra estresse
oxidativo, e ndo foram observadas alteracdes no perfil dos monoterpenos oxigenados em
resposta ao tratamento. Os resultados permitiram de linear as seguintes conclusdes: (1) os
monoterpenos halogenados de O. secundiramea apresentaram elevado potencial antifingico

para aplicagdo do controle da antracnose; (2) Indicagdo da presenca de esterdis - glicosilados
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na fracdo bioativa das linhagens de H. musciformis, sendo que a linhagem VC apresentou
maior diversidade quimica e potencial antifungico do que a linhagem MA; (3) a manipulagao
de parametros abidticos nos cultivos em biorreatores possibilitaram a obten¢do de biomassa e
dos metabolitos bioativos das espécies estudadas; e (4) O extrato ¢ a FBcep de O.
secundiramea, aplicados juntamente como biofilme de amido, foram eficazes na inibicdo da

antracnose pos-colheita do mamao, sem causar sintomas de fitotoxicidade.

Palavras chaves: Monoterpenos halogenados, Esterois glicosilados, Ochtodes secundiramea,
linhagens de Hypena musciformis, Fungos fitopatégenos, Antracnose.
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ABSTRACT

The red seaweeds Ochtodes secundiramea (Montagne) M.A. Howe (Rhodophyta,
Gigartinales) and colour strains of Hypnea musciformis (Wulfen) J.V.Lamouroux
(Rhodophyta, Gigartinales) have significant biotechnological potential, especially for the
application of their extracts to inhibit the growth of fungi of the genus Colletotrichum. These
fungal phytopathogens cause anthracnose in fruits and therefore causing significant losses to
the agribusiness. For that, the objectives of this study were: (1) perform bioguided
fractionation and determine the bioactive substances of the extracts from strains of H.
musciformis color and O. secundiramea, which have antifungal potential to control
pathogenic fungi in vitro and in live additionally evaluating the effect of the use of fresh
biomass, lyophilized and dried in composition and bioactivity of the extracts; (2) verify the
influence of CO, enrichment for strains of H. musciformis and KBr for O. secundiramea in
bioreactors cultures, assessing the physiology of macroalgae and the production of bioactive
metabolites (3) assess the effect on development of anthracnose and fruit ripening papaya in
response to application of biofilm witch macroalgae bioactive compounds. The use of fresh
biomass seaweed allowed greater efficiency in obtaining extracts of strains of H. musciformis,
and antifungal activity profile and gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS) has not
changed. Analysis revealed that the extract of brown strain (MA) of H. musciformis showed a
lower amount of bioactive substances than stains light green strain (VC) in qualitative
bioautography. The limit of activity detection (LD) for this two strains extracts were 100 pg,
considered a low antifungal activity. O. secundiramea, there was no difference in extraction
yield, however, the formation of oxidized monoterpenes in treatments with lyophilized and
dry biomass, associated with the appearance of antifungal activity spots by bioautography on
thin-layer chromatography (TLC) was observed. After fractionation by preparative TLC, were
observed in analysis by high performance liquid chromatography/mass spectrometry, high

resolution (HPLC / MS) the presence of glycosides-sterols, association between cholesterol
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derivates, glucopyranosyl or galactose and fatty acids. Analysis by GC / MS of the extract or
bioactive fraction O. secundiramea indicated the presence of several halogenated
monoterpenes, and after column chromatography were isolated sub-fractions and reviews on
GC/MS and nuclear magnetic resonance (NMR) confirmed the presence of monoterpenes
CioHi3BrsCl  and C oH;sBr,Cl and suggested the presence of terpenes C;oH;2OBry,
CioH14Br; e C1oH4BrCl. The application of starch biofilms containing extract or fraction of
O. secundiramea the concentration of 10 pg.mL’ (value of the minimum inhibitory
concentration against the growth of Colletotrichum gloeosporioides determined by the agar
diffusion method), inhibited the development of anthracnose postharvest and did not cause
toxicity in the fruit, in the experiment on simulation of the papaya shelf-life. The culture in
bioreactors with CO, enrichment did not affect growth and concentrations of photosynthetic
pigments, protein and total sugars of H. musciformis strains, however, in MA strain were
observed the synthesis of different glycosylated-sterols, related with appearance of spots on
the antifungal extract. The enrichment of the medium with bromine, on O. secundiramea
culture, caused a 50% increase in concentration and activity of bromoperoxidase, which
promoted an equivalent increase in the removal of the dissolved bromine and their
incorporation by macroalgae. This treatment also promoted an increase in the concentration of
pigments and proteins associated with protection promoted by the enzyme against oxidative
stress, and no were observed changes of the halogenated monoterpenes profile in response to
treatment. The results allowed delineate the following conclusions: (1) the halogenated
monoterpenes from O. secundiramea showed high antifungal potential for application control
of anthracnose; (2) an indication of the presence of sterols - glycosylated bioactive fraction of
H. musciformis strains , and the VC strain showed higher chemical diversity and antifungal
potential of the MA stain; (3) manipulation of abiotic parameters in bioreactors cultures of
seaweed allowed obtaining biomass and bioactive metabolites of the studied species; and (4)

extract and bioactive fraction of O. secundiramea, applied into a starch biofilm, were
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effective in inhibiting of papaya postharvest anthracnose, without causing phytotoxicity

symptoms.

Key words: Halogenated monoterpenes, glycosylated-sterols, Ochtodes secundiramea,
Hypena musciformis colour strains, Phytopathogens, Anthracnose.
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ANEXOS

Anexo A - Fragmentos de massa da analise CLAE/EM de alta resolug@o observado nas FBccp

das linhagens de Hypnea musciformis
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Anexo B - Fragmentos de massa de CG/EM observados para Ochtodes secundiramea
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Anexo C - Espectros de RMN ('H e °C) da sub-fragdo OC 11 de Ochtodes secundiramea
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Anexo E - Espectros de RMN ('H) das sub-fragdes OC II2 ¢ OC II3 de Ochtodes

secundiramea
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Anexo F - Mapa de correlagio COSY obtido para as sub-fragdes, do extrato de Ochtodes
secundiramea, OC 11 e OC IIl juntamente com o esperado para os monoterpenos
CioHi4Br,Cl, e CjoH;sBr,Cl  obitidos “NMR  Predict” (Castillo et al. 2011)

(http://www.nmrdb.org/new predictor/).
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Anexo G - Artigo publicado “Comparative chemical analysis and antifungal activity of
Ochtodes secundiramea (Rhodophyta) extracts obtained using different biomass processing

methods” Journal of Applied Phycology - 2014
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Abstract The activities of bioactive compounds can be influ-
enced by countless factors, including post-collection sample
treatment. In this study, the activities of Ochtodes secundiramea
extracts obtained using different processes are compared; the
biomass was macerated immediately, lyophilized in liquid ni-
trogen, or dried in an oven at 50 °C after collection. The
chemical profiles of the extracts were evaluated using gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS), and their bio-
logical activities were assessed using qualitative and quantita-
tive bioautography thin-layer chromatography (TLC) assays
against phytopathogenic fungi. Preparative high-performance
liquid chromatography (HPLC) was employed to isolate the
major compound observed in semi-quantitative (CG-MS). The
biomass processing methods were shown to influence the
chemical profiles of the extracts that promote the oxidation of
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halogenated monotempenes; however, C;oHsBr,Cl was the
major compound identified in all of the extracts regardless of
the preparation method used. Similarly, changes in qualitative
antifungal activity were observed depending on the preparation
method, even though the minimum amount of material required
for the inhibition of fungal growth (the activity detection limif)
was 5 pg in all cases. The activity detection limits for the
HPLC-purified majority compound were 5 and 10 pg against
Cladosporium sphaerospermum and Colletotrichum
lagenarium, respectively; these values are similar to those
obtained for the crude extracts. These results point towards
the possibility of using these crude extracts for the control of
anthracnose in cucumbers post-harvest.

Keywords Halogenated monoterpenes - Phytopathogenic
fungi - Ochtodes secundiramea - Biomass processing

Introduction

Macroalgae species are highly diverse and the dynamic and
complex interactions between these organisms and their envi-
ronment provide a fruitful scenario for the discovery of novel
bioactive carbon compounds possessing new functional groups
(Ibafiez et al. 2012). Many of these bioactive compounds have
potential applications in the pharmaceutical, nutraceutical, and
agricultural fields (Cardozo et al. 2007). For example, such
compounds can be used in agriculture to fight fungal contami-
nation that can cause significant economic losses. Fungal con-
tamination is responsible for 70 % of all plant disorders, and
fungi quickly develop resistance to antifungal therapies. Fur-
thermore, only a few antifungal products are readily available on
the market (Arunkumar et al. 2010). As a result, many re-
searchers are very interested in developing new antifungal
compounds.
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Anthracnose, which can be caused by Colletotrichum spe-
cies, is a major group of post-harvest plant diseases that is
prevalent in tropical and subtropical regions of the world
(Peresetal. 2002). In 2011, Brazil was the fifth largest producer
of watermelon worldwide (the most important cucumber cul-
tured). Brazil produced 2.2 million t of watermelon that year
and controlled a US$ 25 million market (FAO 2010). Cucum-
bers are highly susceptible to post-harvest anthracnose caused
by the fungus Colletotrichum lagenarium Ellis & Halst.

The extract of the red macroalga Ochtodes secundiramea
(Montagne) M.A. Howe has been found to inhibit anthracnose
infection (Machado et al. 2011). Thus, it became highly de-
sirable to identify the bioactive compounds that are found in
this extract. Indeed, halogenated monoterpenes are bioactive
compounds that are abundant in O. secundiramea (Maliakal
etal. 2001; Paul etal. 1987). Monoterpenes have been report-
ed to have antifungal activity (Santos et al. 2004), and their
association with chlorine/bromine ions (the most available
halogens in sea water) can generate new antifungal com-
pounds (Komprobst and Al-Easa 2003). Using a variety of
assays, Machado et al. (2013) linked high antifungal activity
with the presence of different halogenated monoterpenes in
Q. secundiramea extracts; these extracts do not present cyto-
toxicity and mutagenic potential.

Biomass processing methods can significantly affect both the
yield and the metabolite composition of plant extracts; therefore,
choosing the right method is an important aspect of plant
bioprospecting (Diaz-Maroto et al. 2002; Venskutonis 1997).
However, the effect of the processing method used on the
bioactivity of the antifungal compounds found in seaweed
(Vairappan et al. 2014) has not been thoroughly explored.
Therefore, this study on O. secundiramea extract firstly aimed
at compare the yields after different biomass treatment process-
es before extraction, and determining its qualitative gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) profile, as well
as evaluating relative major compound by semi-quantitative
analysis and quantitative antifungal activity by bioautography
assay. Secondly, this study aimed to isolate the major compound
in order to determine the detection limit of antifungal activity
and to determine its mass fragmentation by GC-MS.

Materials and methods

Samples of O. secundiramea were collected in September
2012 on a lateritic reef at Manguinhos Beach (20° 11" 12" S
40° 11" 24” W) in the municipality of Serra, Espirito Santo,
Brazil. After collection, the seaweed biomass was cleaned and
immediately transported to the laboratory in dark plastic flasks
containing filtered seawater held at 22 °C by thermal packag-
ing. The alga was deposited at the Herbario do Instituto de
Botéanica “Maria Eneyda P. Kauffmann Fidalgo™ in Sao Paulo,
Brazil, under the accession number SP 391090.

@ Springer

Biomass processing and extract preparation

Fresh algae were collected and subsequently washed with
seawater and fresh water to remove sand particles and
epiphytes. The cleaned material was separated into three
treatments: fresh biomass, lyophilized biomass (using lig-
uid nitrogen), and dried biomass (in an oven at 50 °C for
24 h until the weight became constant). The biomass was
then extracted using 10 mL of the solvent mixture DCM/
MeOH (2:1, v/v) per 1 g seaweed. After 1 week, the
extracts were filtered through filter paper no. 5 (Whatman,
UK) and concentrated by solvent evaporation under air
flow. The extraction yield was calculated by comparing
the crude extract weight with the original fresh biomass
weight for each macroalgae sample.

Gas chromatography-mass spectrometry analysis

A gas chromatograph-mass spectrometer (GCMS-QP2010
Plus, Shimadzu, Japan) was used to chemically evaluate
the extracts and to high-performance liquid chromatogra-
phy (HPLC)-isolated compounds in the extracts of
O. secundiramea. The separation was accomplished with
a HP-5MS column (30 m»0.25 mmx0.1 um). The injec-
tor was used in split mode at 220 °C; the transfer line was
set to a temperature of 240 °C. Helium (99.999 %) was
used as the carrier gas at a constant flow rate of
I mL min~'. A linear oven temperature program was
employed; the temperature was ramped from 60 to
260 °C at a rate of 3 °C min ', then it was held at
260 °C for 40 min. Detection was performed in full scan
mode over mass-to-charge ratios ranging from 50 to
650 m/z. Electron impact ionization (collision energy =
70 eV) was employed, and the mass spectrometer ion
source was maintained at 240 °C. Compounds were iden-
tified by their GC retention times and mass spectra (NIST
08 library). The peaks that were not identified using this
library were identified by performing a literature search.
The total ion chromatogram peaks were integrated to
obtain their respective areas.

Bioautography antifungal assays

Cladosporium sphaerospermum Penzig (SPC 491) and
C. lagenarium (IB Col. 19) were the two model fungi used
to determinate antifungal activity. These fungi were main-
tained at the Instituto de Botinica, Sao Paulo, Brazil. They
were grown for 12 days until sporulation. C. sphaerospermum
was cultured on potato dextrose agar (Difco), and
C. lagenarium was grown on oatmeal agar (Difco). The spore
suspensions were then extracted in a solution containing glu-
cose and salt (Homans and Fuchs 1970; Rahalison et al. 1994)
to a final concentration of 10% spores mL™" and used for
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qualitative assessment of the antifungal activity of the crude
seaweed extracts and the quantitative analysis of the activity
detection limits of the isolated compounds.

Qualitative antifungal activities were determined by
bioautography of 10 pL of a solution containing 100 pg
of crude extract. The samples were applied to Al-backed,
silica gel GF 254 TLC plates (Merck, Germany) and
developed with DCM/MeOH (99:1, v/v). The antifungal
activity detection limit was assessed using the same test
by evaluating 10-puL solutions containing 1, 5, 10, 25, and
50 pg of extract prepared with different methods and
HPLC-isolated compounds. Then the solvent was
completely removed and the plates were sprayed with
fungal spore suspensions and incubated for 72 h at
28 °C. After incubation clear inhibition zones appeared
against the dark backgrounds of the TLC plates. The
retention factor (Rf), defined as the ratio of the distance
from the origin to the location of the solvent front over
the distance from the origin to the center of each spot,
was recorded, and these data were used in preparative
TLC to obtain the fraction of each major compound
isolated by HPLC. Cinnamic acid (1.0 pug) was used as
a standard.

Purification of the majority compound by preparative HPLC

The fraction obtained by TLC was used in preparative
HPLC carried out with a Shimadzu HPLC. This system
comprised two pumps (model LC-6 AD), an auto sampler
(SIL-10AF), a PDA detector (SPD-M10A), and a fraction
collector (model FRC-10A). An efficient method was
developed using a Shim-pack PREP-ODS(H) C18 (4.6x
250 mm) column and then this method was adapted to a
wider column (20x250 mm). Solvent flows of 1 and
6 mL min~' were used for the analytical and preparative
columns, respectively. Wavelengths between 200 and
380 nm were scanned. The elution profile included the
following steps: 0-3 min, 50-90 % B; 3-10 min, 90-
100 % B; 10-22 min 100 % B. The mobile phases were
formic acid (A, 1 % in water) and MeOH (B).

Statistical analyses

A completely randomized design was used to analyze extrac-
tion yield, and each treatment was tested in triplicate. Data
were analyzed statistically using Assistat software
(Universidade Federal de Campina Grande, PB, Brazil).
One-way analysis of variance (ANOVA) was performed when
statistically significant differences were detected by Tukey’s
test. Differences were considered statistically significant at a
minimum level of P<0.05.

Results

Biomass extraction yield The weight of each extract was
subtracted from the weight of its corresponding fresh
biomass to evaluate whether different biomass processing
methods resulted in different extract yields. Differences in
yield were not observed (F=1.2412; P=0.3537) among
the extracts prepared using the three methods (fresh, ly-
ophilized, and dried) (Fig. 1).

GC-MS analysis The way in which the seaweed biomass was
processed affected the chemical composition of the extract; 5,
10, and 9 peaks were observed for the fresh, lyophilized, and
dried samples, respectively. Ten different molecules and pos-
sible isomers were detected in extracts of O. secundiramea
obtained using different biomass processing conditions. The
first and second chromatogram peaks were present in GC-MS
analysis of blank (solvents) and were not considered in results
and discussion.

These compounds and their correspondent relative concen-
trations (area %) are listed in Table 1. The typical losses
related to chlorine and bromine (respectively 35 and 79 m/z)
were clearly observed on the mass spectra. The molecular ions
of compounds showed the characteristic multiplicity of halo-
gen isotope abundance (*°Cl:*7C1-75.2:24.8 % and
Br:*'Br-50:50 %).

In semi-quantitative analysis from fresh, lyophilized, and
dried biomass, the major compounds which correspond to
peaks 5, 10, and 9, respectively, were detected regardless of
the preparation method used. The putative molecular ion is at
m/'z 329 (CyoH5Br,Cl) and the fragment ions at m/z 294,
relative to chlorine loss (M™-Cl), at m/z 213 and 133 relative
to bromine and chlorine losses (M*-BrCl and M*-Br,Cl),
respectively. The fragments at m/z 93 and 73 are typical of
acyclic monoterpenes.

l | |

Yield (%)
g
o
—

=
P

0.2

0,0

Fresh Lyophilized Dried

Fig. 1 Relative extract yield (%, mean=SD, n=3) from Ochtodes
secundiramea collected in the southeastern Brazilian coast. Biomass
processing methods: fresh, lyophilized (using liquid nitrogen), and dried
(in an oven at 50 °C for 24 h)
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Table 1 GC-MS data for compounds in DCM/MeOH extracts of Ochtodes secundiramea biomass obtained using different processing methods

Seaweed biomass  Peak Retention Area  Putative Mass Other mass fragments (intensity of signal) Molecular
processing method time (%) molecular  fragment formula
ion (100 %)
Fresh 1 4,723 838 96 67 41(30) 65(30) 67(100) 96(50) C7H,2" (solvent)
2 8395 2876 136 57 41(30) 57(100) 69 (25) 80(40) 98(40) 136(5) CgH;005" (solvent)
31.366 13.84 294 133 41(20) 63(5) 77(15) 91(50) 105(40) 118(50) CoH 4B
133(100) 197(5) 229(10) 294(5)
4 44960 469 249 91 41(60) 53(50) 69(40) 77(80) 91(100) 105(30) CyoHyBrCI
121(60) 131(50) 149(60) 185(20) 229(80) 249(5)
5 47.461 4433 329 91 44(60) 51(10) 65(20) 77(30) 91(100) 105(40) CyoH,;sBr,CI*
117(60) 133(60)167(40) 213(20) 249(50) 284(5)
Lyophilized 1 4.729 301 9% 67 41(30) 65(30) 67(100) 96(50) C7H;5" (solvent)
2 8.404 10.14 136 57 41(30) 57(100) 69(25) 80(40) 98(40) 136(5) CgH;00," (solvent)
3 24345 177 169 91 41(50) 81(40) 91(100) 117(10) 169(5) CioHCF
4 30655 237 229 91 44(90) 55(30) 67(25) 79(60) 91(100) 107(50) C1oH;sOBr ©
117(50) 133(60) 151(40)
5 31.376 10.59 294 133 41(20) 63(5) 77(15) 91(50) 105(40) 118(50) C oH,4BICIP
133(100) 197(5) 229(10) 294(5)
6 39.628 991 325 133 41(50) 55(20) 71(30); 91(90) 105(50) 117(40) CyoH 3B, CI°
133(100) 149(20) 165(50) 229(5) 243(10)
281(30) 325 (10)
7 40.012 458 329 91 44(60) 51(10) 65(20) 77(30) 91(100) 105(40) CioH,sBr:CIF
117(60) 133(60)167(40) 213(20) 249(50) 284(5)
8 42,134 818 284 91 41(20) 65(30)77(50) 91(100) 105(50) 117(70) CyoH,3B1CL,*
133(95) 153(10) 169(50) 185(10) 203(5) 213(20)
233(10) 249(50) 269(10)
9 44,975 847 249 91 41(60) 53(50) 69(40) 77(80) 91(100) 105(80) C,oH,BICI®
121(60) 131(50) 149(60) 185(20) 229(80) 249(5)
10 47.474 4098 329 91 44(60) 51(10) 65(20) 77(30) 91(100) 105(40) CyoH,sBrCIf
117(60) 133(60)167(40) 213(20) 249(50) 284(5)
Dried 1 4752 360 96 67 41(30) 65(30) 67(100) 96(50) C-H,," (solvent)
2 8.436 1295 136 57 41(30) 57(100) 69(25) 80(40) 98(40) 136(5) CgH;00," (solvent)
3 31.416 1.85 294 133 41(20) 63(5) 77(15) 91(50) 105(40) 118(50) CoH14Br®
133(100) 197(5) 229(10) 294(5)
4 39671 242 325 133 41(50) 55(20) 71(30); 91(90) 105(50) 117(40) Ci1oH;3B:CIE
133(100) 149(20) 165(50) 229(5) 243(10)
281(30) 325(10)
5 40.459 14.14 329 91 44(60) 51(10) 65(20) 77(30) 91(100) 105(40) CioHysBrCI"
117(60) 133(60)167(40) 213(20) 249(50) 284(5)
6 42164 256 284 91 41(20) 65(30) 77(50) 91(100) 105(50) 117(70) C1oH13BICL,°
133(95) 153(10) 169(50) 185(10) 203(5)
213(20) 233(10)
249(50) 269(10)
7 43.607 11.84 311 91 43(80) 69(50) 73(60) 81(50) 91(100) 107(60) C1gH;20Br,°
121(50) 133(60) 149(60) 169(5) 187(10)
203(5) 229(40) 265(5) 311(5)
8 45018 1330 410 133 41(10); 77(40) 91(50) 105 (30) 117(50) 133(100)  CyoH,4BrsCI
167; 197; 213; 249; 294; 329(5)
9 47.508 2734 329 91 44(60) 51(10) 65(20) 77(30) 91(100) 105(40) 117 CyoH,sBrCIf
(60) 133(60)167(40) 213(20) 249(50) 284(5)
ANISTOS
® Maliakal et al. (2001)
Polzin and Rorrer (2003)
¢ Barahona and Rorrer (2003)

€ Paul et al. (1980)

fColl and Wright (1987)
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However, in lyophilized or dried samples, cyclic oxygen-
ated and halogenated monoterpenes were detected, whose
mass spectra fragmentation were consistent with the following
data: C,oH;sOBr (187 m/z M*-CO,; 149 m/z M"-Br and
107 M*-BrCO,) and CoH;:0Br; (265 m/z M*-CO5; 229 m/
z M"-Br;187 m/z M"-BrCO»; 151 m/z M"-Br; and 107 M-
Br,CO»). Both molecules displayed fragments at m/z 185,
107, and 91.

Antifungal assays The biomass treatments for extract prep-
aration affected the qualitative antifungal responses with
changes in the Rfs of the bioactive substances observed
(Table 2). Quantitative differences in the activity detection
limits were not observed for the extracts processed using
different methods (Table 3).

Purification of the major compounds using preparative
HPLC The Rfs obtained when assessing the qualitative
antifungal activities of the extracts were used to perform
preparative TLC. Preparative TLC was performed with
80-mg samples of the crude extracts using the same con-
ditions described for the analytical TLC experiments.
Twenty-nine milligrams of the crude extract was recov-
ered (36.3 % of the crude extract) and subjected to pre-
parative HPLC. The peak in the chromatogram with a
retention time of 17.9 min and a maximum absorbance
at 224 nm represented 19 % of the crude extract
(15.2 mg), and GC-MS analysis presented result consis-
tent with the monoterpene CoH,5sBr>Cl (329 m/z), which
had a retention time of 47.461 min with the following
mass fragmentation patterns: 294 m/z, M*-Cl; 249 m/z
M*-Br; 167 m/z M"-Bry; 213 m/z M™-BrCl and 133 M"-
Br,Cl.

This isolated compound (C,,HsBr,Cl) had activity detec-
tion limits of 5 and 10 pg against C. sphaerospermum and
C. lagenarium, respectively; similar values were observed for
the crude extracts (Table 3).

Table 2 Qualitative antifungal activity (Rf) of extracts of Ochtodes
secundiramea biomass obtained using different processing methods
against Cladosporium sphaerospermum and Colletotrichum lagenarium

Seaweed biomass Qualitative antifungal activity (Rf)
processing method
Cladosporium Colletotrichum
sphaerospermum lagenarium
Rf Activity® Rf Activity®
Fresh 0.75 3 0.75 3
Lyophilized 0.7/0.23 31 0.7/0.23 n
Dried 0.7/02 3/2 0.7/0.2 k1)

 Intensity of the activity: 1, low; 2, intermediate; and 3, strong

Discussion

As observed in previous studies (Machado et al. 2011)
that employed the agar diffusion test, dichloromethane
extracts of O. secundiramea (at concentrations of
2 ug mL~") completely inhibit mycelial growth of papaya
anthracnose fungi. Similar results were found when cu-
cumber anthracnose fungi was analyzed using the
bioautography method.

Current literature data about nuclear magnetic reso-
nance spectra ('*C-NMR) (Crews et al. 1984; Paul et al.
1980; McConnell and Fenical 1978) as well as mass
fragmentation (Polzin and Rorrer 2003; Barahona and
Rorrer 2003) played a key role in the structure character-
izations presented here (Maliakal et al. 2001). Ten
different molecules and possible isomers were detected
in extracts of O. secundiramea obtained using different
biomass processing conditions, and similar results were
obtained by Maliakal et al. (2001).

GC-MS mass spectra of C;oH;sOBr and C,oH,sOBr; are
similar to the mass spectra reported by Milligan (2002) for
O. secundiramea monoterpenes. The fragmentation peak with
major area on GC-MS chromatograms coincided with the
fragmentation described for C,oH;5Br:Cl by Coll and
Wright (1987).

The halogenated terpenes are known for their antifungal
bioactivity and have the potential to be used to control phyto-
pathogens (Garcia et al. 2008). Peres etal. (2012) also verified
that extracts of the seaweed Laurencia dendroidea, which is
rich in elatol, inhibited C. lagenarium activity. Machado et al.
(2013) confirmed the presence of halogenated monoterpenes
in extracts of O. secundiramea that inhibited papaya and
banana anthracnose fungi without causing mutagenic and
cytotoxic effects using the Allium cepa root-tip mutagenicity
test and the brine shrimp lethality assay.

Table 3 Antifingal activity detection limits (pg) of extracts obtained
using different biomass processing methods, major HPLC-isolated com-
pound of Ochtodes secundiramea, and positive control against the
Cladosporium sphaerospermum and Colletotrichum lagenarium

Sample analyzed Antifungal activity detection limit
(ug)
Cladosporium Colletotrichum
sphaerospermum  lagenarium

Extract from fresh biomass 5
Extract from lyophilized biomass 5
Extract from dried biomass 5 5
Isolated major compound 5
1

Cmnamic acid (positive control)

# Minimum amount required for the inhibition of fungal growth on thin-
layer chromatography (TLC) plates
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In analytical bioautography, eluted with apolar solvents,
lyophilized and dried biomass of O. secundiramea showed an
antifungal substance spot at Rf=0.2 which might be associat-
ed with the presence of higher polarity oxygenated monoter-
pene, observed in GC-MS analysis. Conversely, the spot at
Rf=0.7 might be associated with a lesser polar compound
(CmHl sBl‘zcl).

In general, monoterpenes are essential oils found in plants
and degrade when plant biomass is subjected to drying in an
oven (Venskutonis 1997). In contrast, the lyophilization pro-
cess can be used to increase the concentration of many volatile
compounds, particularly oxygenated terpenes, by promoting
more effective interactions between the solvent and plant
biomass (Diaz-Maroto et al. 2002). However, in this
study, such degradation was not observed, but rather to
the formation of oxidized compounds and changes in
molecular saturation. This stability can be attributed to
the presence of halogens. The halogenated monoterpenes
are stable at 50 °C; they can be used to control phyto-
pathogens, post-harvest.

Because terpenes are volatile, they cannot easily be
applied as biofilms to protect fruits (Garcia et al. 2008).
However, the stability of halogenated monoterpenes, in
particular for isolated antifungal C;oH;sBr.Cl, makes
them highly effective candidates for the control of phyto-
pathogenic fungi, post-harvest.

In conclusion, the processing of seaweed biomass affects
the chemical composition and antifungal activity of the
resulting extracts without changing their activity detection
limits. In addition, halogenated monoterpenes from
O. secundiramea are a source of natural products that can be
applied to control fruit diseases.
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Chemical analysis and toxicity of seaweed
extracts with inhibitory activity against
tropical fruit anthracnose fungi
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Abstract

BACKGROUND: Banana and papaya are among the most important crops in the tropics, with a value amounting to millions
of dollars per year. However, these fruits suffer significant losses due to anthracnose, a fungal disease. It is well known that
certain seaweed extracts possess antifungal activity, but no published data appear to exist on the practical application of this
property. In the present study, five organic Brazilian seaweed extracts were screened for their activity against banana and
papaya anthracnose fungi. Furthermore, cytotoxic and mutagenic effects of the extracts were evaluated by the brine shrimp
lethality assay and the Allium cepa root-tip mutagenicity test respectively, while their major components were identified by gas
chromatography/mass spectrometry.

RESULTS: Strong fungus-inhibitory effects of Ochtodes secundiramea and Laurencia dendroidea extracts were observed on
both papaya (100 and 98% respectively) and banana (89 and 78% respectively). This impressive activity could be associated
with halogenated terpenes, the major components of both extracts. Only Hypnea musciformis extract showed cytotoxic and
mutagenic effects.

CONCLUSION: The results of this study suggest the potential use of seaweed extracts as a source of antifungal agents with low
toxicity to control anthracnose in papaya and banana during storage.
(©) 2013 Society of Chemical Industry

Keywords: antifungal activity; cytotoxicity; halogenated compounds; mutagenicity; phytopathogens
|

INTRODUCTION Papaya and banana are highly susceptible to anthracnose caused
A high level of seaweed biodiversity, especially in red algae, is ~ PY the fungi .Col.'erorrichum gloeosporioides (F.’enz.) Penz. & .Sacc.
observed in the Brazilian state of Espirito Santo compared with ~ and Colletotrichum musae (Berk. & M.A. Curtis) Arx respectively.
other regions of the Brazilian coast. However, the characteristics,
functions and potential usefulness of the various seaweed e —
species have not been studied in detail." Seaweeds have a high géfffsp_onfef;?: o Lot Pompermayer Mﬂ;hijf’; ':ﬂfﬁ’? l:@ Jesquisa em
chemical diversity of ecologically active substances with protective feoragia, instiluto de Botdnicd, secre a"a_o 1o Amblente do .”_0 .?
functions against herbivores, biofoulers and epiphytes as well as El?p?gggzgggiiigf 3667, 04301-50, Sd0 Paulo SF. Brazil Emalt
against the constant changes in abiotic conditions experienced by
algae in a marine coastal environment.2 NL’:clgo de Pesquisa em Ficologia, !nsriruro de Bo.rdnr'ca, Secretaria do Me_J_‘o
L. . . .. 3 Ambiente do Fstado de Sao Paulo, Av. Miguel Estéfano 3687, 04301-902 Sio
In addition, seaweeds are associated with antioxidant, Paulo, SP. Brazil
antiviral,* antibacterial® anthelmintic® and antifungal” activities
as well as cytotoxicity,g-g suggesting many potential applications b Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Espirito Santo,
in the pharmaceutical, nutraceutical and agricultural fields.® Av. Fenando Ferrari 514, Golabeiras, 29075-910 Vitoria, ES, Brazll
Terpenes, sterols and polysaccharides are potential bioactive Departamento de Farmdcia da Universidade Federal do Fspirito Santo, Av.
macroalgal metabolites, which could have antifungal activity Maruipe 1468, 29040-090 Vitoria, ES, Brazil
and substitute the high toxic products available I_n the r_narket. Centro Universitdrio Norte do Espirito Santo, Universidade Federal do Espirito
Consequently, the study of these compounds is particularly Santo, Rodovia BR 101, Km 60, Litoraneo, 29932-540 Séo Mateus, ES, Brazil
important and also due to the rapid development of fungical
resistance to therapy.'®
In 2010, Brazil was the second largest producer of papaya (18
million tons with a value of US553 million) and the fifth largest Departamento de Bioguimica, Instituto de Quimica, Universidade de Sio
producer of banana (7 million tons with a value of US$2 mi||i(_',|"|]_11 Paulo, Av. Prof. Lineu Prestes 748, Cidade Universitaria, Sao Paulo, SP, Brazil

"

o

n

a

Centro de Ciéncias Naturais e Humanas, Universidade Federal do ABC, Rua
Santa Adélia 166, 09210-170 Santa André, SP, Brazil

L

-

____________________________________________________________________________________________________________________|
J Sci Food Agric 2014; 94:1739-1744 WWW.s0ci.org (©) 2013 Society of Chemical Industry

6ELL

180



orLlL

0O
SCI

WWW.50Ci.0rg

LP Machado et al.

This disease affects the fruits postharvest, resulting in up o 40%
crop losses.'?

Two types of seaweed-derived bioactive compounds that
inhibit anthracnose development in plants have been described
previously. First, seaweed polysaccharides hava been associated
with resistance induction when applied directly onto crops.>14
Second, metabolites with antifungal potential have been
identified.’ =17

Among the seaweeds evaluated in the present study, Ochtodes
secundiramea (Montagne) M.A. Howe and Laurencia dendroidea
J. Agardh are known to synthesize polyhalogenated terpenes;'3*
this assaciation between myrcene-derived compounds and
halogen ionsresults in metabolites that are likely to be kioactive. 2
Hypnea musciformis (Wulfen) J.V. Lamouroux and Pterocladiella
capillacea (5.G. Gmelin) Santelices & Hommersand are of
biotechnologicaland commercial importance because of their role
in the synthesis of carrageenan and agar respectively;??' extracts
of these species show cytotoxic® and antifungal’® activities.
In addition, sulfated polysaccharides with antithrombotic and
cytotoxic activities have been isolated from the brown alga Padina
gymnospora (Kutzing) Sonder.52

There is current emphasis on the importance of integrating
multidisciplinary research for natural product development,
especially in postharvest science?’ Thus the present study
evaluated the antifungal, cytotoxic and mutagenic activities
and chemical composition of organic extracts of five Brazilian
seaweeds to investigate the potential use of these organisms in
the prevention of postharvest banana and papaya anthracnose.

MATERIALS AND METHODS

Seaweed collection

Samples of H. musciformis, O. secundiramea, P. capillacea,
L. dendroidea and P. gymnospora were collected in July 2010
from the lateritic reef at Manguinhos Beach (207 117 12" S, 40°
11" 24" W) in the municipality of Serra, Espirito Santo, Brazil. After
collection, the seaweeds were cleaned and identified. Voucher
specimens were deposited at Herbario VIES, Universidade Federal
do Espirito Santo.

Bioactive extract preparation

The fresh seaweeds were weighed and extracted with
dichloromethane/methanol (2:1 v/v) at 0.1 g fresh seaweed
mL-" solvent mixture for | week, The resulting extracts were
filtered through Whatman No. 5 filter paper and concentrated
by evaporation of the solvents at low temperature. Finally, the
extraction yield in each case was calculated by comparing the
crude extract weight with the initial fresh weight. All chemicals
used were of analytical grade (Merck, Darmstadt, Germany).

Low-resolution gas chromatography/mass spectrometry
(GC/MS) analyses of organic extracts of seaweeds

The organic extracts of the macroalgae were derivatized
with 50 plL of N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide + 10 mL
L=! trimethylchlorosilane at 5 mg mL~" extract solubilized
in dichloromethane/methanol (2:1 v/v). The composition was
investigated in a GC/MS system (GC 6890 and MSD 5973N, Agilent,
SantaClara, CA, USA). GCwas performed using a 30 m HP5 column
with a film of thickness 0.25 um (Supelco, Bellfente, CA, USA). The
injection temperature was set at 230 °C, the interface temperature
was set at 250 “C and the ion source was adjusted to 150 °C.

Helium was used asthe carrier gas at a flow rate of 1 mL min—'. The
analysis was performed using the following temperature program:
5 min of isothermal heating at 70 °C followed by a 5 “Cmin~" aven
temperature ramp to 310 “C and a final 1 min of heating at 310 °C.
Mass spectra were recorded at 2 scans s~ over a scanning
range of m/z 50-650. Both chromatograms and mass spectra
were evaluated using Chemstation software (Agilent). Peaks were
identified and verified by comparison with a library of mass
spectra (NIST 08) and by comparison with a series of n-alkanes and
calculation of Kovats indices.

Antifungal assays

Effects of organic extracts of macroalgae on Colletotrichum musae
mycelial growth (banana anthracnose)

The organic extracts of the seaweeds were solubilized in potato
dextrose agar (PDA) (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) fungal
culture medium at 48 "C at a final concentration of 5 pg mL=".
After medium solidification, the fungus was inoculated as 7-day-
old mycelial disks (diameter 7 mm) and incubated at 28 “C for
120 h. After the growth petiod, colony diameters wera measured
for each treatment and the negative control, and the relative %
inhibition was calculated.

Effects of organic extracts of macroalgae on Collatotrichum
gloeosporioides mycelial growth (papaya anthracnose)

Inoculants were obtained from 7-day-old colonies; 10° coridia
mL~" in suspension were measured in a Neubauer chamber. Then
15 pL of this suspension wasapplied to 5 mm diameter sterile paper
disks arranged on PDA medium containing 5 ug mL~" extractand
incubated at 28 °C for 6 days. After the growth period, colony
diameters were measured for each treatment and the negative
control, and the relztive % inhibition was calculated.

Allium cepa root-tip mutagenicity test

For acute tests, onion seeds (A. cepa, Periform Baia variety) were
germinated on Petri plates in ulirapure water until the roots
reached 1 cm in length. The germinated onicn seeds were then
incubated with 400 ig mL " organic seaweed extract solubilized
in ethanolic/aqueous solvent (19:1 v/v). For the negative control,
2 19:1 (v/v) mixture of ethanol/ultrapure water was used. For the
positive control, the carcinogenic agent methyl methanesulfonate
(MMA) was used at a concentration of 4x 10~* mal L. After
24 h of incubation, the roots were fixed in Carnoy solution
(ethanol/glacial acetic acid, 3:1 v/v) for 24 h, carefully squashed
and hydrolyzed with 1 mol L' HCI at 60 °C for 8 min, washed
with distilled water and Schiff stainad for 2 h in the dark. After this
process, five slides were prepared per sample for each treatment.
For each slide, 1000 cells were counted and the mitotic index
(ratio of number of dividing cells to total number of cells) and the
mutagenicity index (ratio of number of cells with micronuclei to
total number of cells) were determined.2®

Brine shrimp cytotoxicity assay

The median lethal concentration (LCsq) of each seaweed extract
zgainst Artemiasalina was determined using a simplified version of
the brine shrimp lethality bioassay. ® Artemia salina encysted eggs
wereincubated inartificial seawater. The culture was maintained at
28°Cunder constant light and zeration. The organic extracts of the
seaweeds were dissolved in 0.2 mL of dimethyl sulfoxide (DMSQ)
solution and supplemented with 20 mL of artificial seawater; each

wileyonlinelibrary.com/jsfa
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seaweed extract was tested in triplicate. Larval stage metanauplii
(10 units) were added to each tube of dissolved seaweed extract,
and the cultures were incubated for 24 h. The negative control
consisted of 0.2 mL of DMSQ. The positive control comprised 0.2
mLof 10 mg mL " K,Cr,0; solution, which is known to be toxic to
A. salina. The LCsg values are reported as mg mLT.

Statistical analyses

For antifungal activity tests, a completely randomized design
was used and each treatment was tested in triplicate. Analysis
of variance and the Tukey mean separation test (P<0.05)
were performed. The mitotic and mutagenicity indices were
statistically analyzed using the Kruskal -Wallis test (P < 0.05). Data
were analyzed using Assistat software (Universidade Federal de
Campina Grande, Pa, Brazil). The LCsq values were calculated using
probit analysis.

RESULTS

Bioactive extracts

The algae O. secundiramea, H. musciformis and L. dendroidea
produced higher yields than P. gymnospora and P. capillacea
(Table 1) when extracted with the medium-polarity solvent mixture
dichloromethane/methanol (2:1 v/v).

Analyses of organic extracts of seaweeds by low-resolution
GC/IMS

Besides the obvious differences in metabolic substances, the
GC/MS chemical profile evaluation showed substantial differences
in compound abundance: a total of ten peaks were observed for
P. capillacea, 18 for P. gymnospora, 46 for O. secundiramea, 19 for
L. dendroidea and nine for H. musciformis. Data on the three major
peaks of each extract are compiled in Takle 2.

The presence of fatty acids, mainly hexadecanocic acid,
was observed in all seaweed extracts. The monosaccharide
mannitol was found in high amounts in P. gymnospora
and H musciformis extracts. The major peaks found in
H. musciformis and P. capillacea extracts corresponded to galac-
toglycerol and quercetin respectively. Two 1o compounds were
observed in O. secundiramea extract, and two Cyp metabolites
in L. dendroidea extract, besides a bromine peak loss (typical for
bromine isotopes ““Brand 81 Br).

Antifungal assays

The influence of the extracts of different seaweed species on
the mycelial growth of phytopathogenic fungi in vitro and the %
inhibition relative to the control are shown in Table 3.

Table 1. Initial fresh weight of algae and final weight and yield of
their organic (dichloromethane/methanol, 2:1 v/v) extracts
Fresh Organic

Seaweed weight ig) extract (g) Yield (%)
Padina gymnospora 150 0.56 0.37
Hypnea musciformis 200 1.82 091
Laurencia dendroidea 150 117 0.78
Ochtodes secundiramea 150 210 140
Pterocladiella capillacea 200 0.40 0.20

The mycelial growth inhibition by each seaweed extract was
similar for the two phytopathogenic fungus species. The extracts
of the macroalgae O. secundiramea and L. dendroidea were
the most bicactive. In contrast, the extract of the brown zlga
P. gymnospora showed lower antifungal activity.

Allium cepa root-tip mutagenicity test

The mitotic and mutagenicity indices (Table 4) calculated using
the A cepa system test indicated that the bioactive substances
in the seaweed extracts do not cause damage to the genetic
material or the cell cycle phases; this finding is true even for the
species L. dendroidea and O. secundiramea that are assotiated with
higher levels of antifungal activity. Only H. musciformis extract was
significantly different from the negative control.

Brine shrimp cytotoxicity assay

According to protocol, extracts with LCsp<1 mg mL™! are
classified as toxic, while those with LCsp=>1 mg mL™!
are considered non-toxic. Based on this classification, only
H. musciformis extract showed cytotoxic effects on A. salina, with
an LCsp value of 0.337 mg mL " (Table 5).

DISCUSSION

The highest level of antifungal activity and two Cyp molecules (OC1
and 0C2, Table 2) thought to be possible monoterpenoids were
observed in O. secundiramea extract. In this species, numerous
halogenated monoterpenes that play a defensive role against
herbivory have been identified previously.” This compound
class displays specific cytotoxicity against human tumoral cells.?®
Although we observed antimicrobial activity in O. secundiramea
extract, a finding consistent with results reported by others, we
could not detect any cytotoxicity in the brine shrimp assay or any
mutagenic effects in the onion root test.

The alcoholic extract of L dendroidea also verified the
antimicrobial potential of halogenated diterpenes in L. dendroidea
ethanolic extract against Colletotrichum lagenarium.” We
confirmed the presence of two Cy-bromide compounds (LD2
and LD3, Table 2) in L. dendroidec extract. Similar compounds
with the same molecular formula, the diterpenes prevezol A and
prevezol B, and significantly texic to A. salina were observed
previously in other Laurencia species.”

However, in our study, L. dendroidea extract was not found
to be cytotoxic in the brine shrimp assay or mutagenic in the
A. cepa root-tip mutagenicity test. These results suggest that the
halogenated LD2 and LD3 compounds are efficient in controlling
anthracnose but are not toxic. Similar results were observed for
substance OC1.

The non-polar extract from the macroalga H. musciformis
showed no mutagenic activity against human lymphocyte
cultures® and exhibited cytotoxicity in brine shrimp.8 Galactoglyc-
erol, which is a major compound found in H. musciformis, is asso-
ciated with marine microalga anti-microfouling®’ and cytotoxicity
in brine shrimp.2? These findings arein agreement with ourresults.

Algal extracts reduce the mitotic index in onion root
meristems, indicating the presence of bioactive substances
with the potential for pharmacolegical use in chemotherapy.®
Moreover, seaweeds are natural bioproducers of fatty acids,
which may possess antifungal activity, especially considering the
presence of hexadecanoic and octadecanoic acids.** Antifungal
activity was also observed in some of our seaweed extracts.

J Sci Food Agric 2014; 94:1739-1744
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Table 2. Analysis of three major low-resolution GC/MS peaks for each seaweed species, including mass fragments, retention time, identified
molecule, obtained Kovats index (Kl,p), literature Kovats index (Kl;:) and corresponding metabolite

Retention Identified
Species Substance Fragments (m/z) time (min) molecule Klobt Kt Seaweed metabolite formula and name
Padina
gymnospora PG1 247,205,191,172,147,131, 12044 CiyHx035i; 1192 1200 GgHyp03  Hydroxypentadecanoic acid
117,85, 73,59

PG2 421,319,205,147, 117,73 30.805 CuaHe0e5l 1925 1928 (CgHusOg  Mannitol

PG3 328,313,129,117, 73,55 32335 CroHpO03S1 2044 2045  CigH:202  Hexadecanoic acid
Hypnea
musciformis HY1 421,319,205, 147,117, 73 30.80 CaHgOgSis 1925 1928  CgHig0s  Mannitol

HY2 356,341,313, 255, 201, 145, 35.77
129,117,95,73,55

HY3 451,361,337, 217,204,147, 36.64

CnHwuO351 2236 2240 CgHxw0; Octadecanoic acid

CoyHeoO;50s 2291 2299  GHy;07  Galactoglycerol

103,73,59
Laurencia
dendroidea LD1 370,291, 201,159,137, 119, 32.58 CppHis0:51 2234 2229 CygH3g0;  Nonadecenoic acid
105,91, 73,53
LD2 500,471,317, 199,157,139, 41.29 CygHyoBrO,Sip 2685  NF - CygHziBrOy NI
119, 105, 91, 73,53
LD3  500,471,317,199, 157,139, 4145  CyHyBrO,Si; 2696 NF  CyHyBroy NI
119,105, 91, 73,54
Ochtodes
secundiramea oa 302,287,223,133,117, 105, 21.68 Ci3H»3BroSi 1627 NF CipHisBrO NI
91,73,53
o2 287,223,207,133,117, 105, 21.81 Ci3H20551 1632 NF - CyoHy40; NI
91,73,59
oa 328,313,129, 117,73,55 3231 CioHgpO;51 2043 2045  CigH:;0;  Hexadecanoic acid
Pterocladiella
capillacea PT1 328,313,129,117,73,55 32326 CigHsy0z51 2043 2045 CjgH:20;  Hexadecanoic acid

PT2 458,433, 368, 353, 329, 145, 48969
129,105,73,57

PT3 590,575,518, 487, 414, 384, 51.113
73

CygHs4 051 ND 3151 (C7HieO  Cholesterol

C]oH;ﬂO]Si; ND 3170 C15H|007 Quercetin

ND, not determined due to exceeding mass of n-zlkanes standard (Cg-Cag); NF, not found in the literature; NI, not identified owing to limitations of
the method.

Table 3. Fungal coleny growth diameter and inhibition of
Colletotrichum musae and Colletotrichum gloeosporioides treated with
organic extracts of different macroalgae (5 ug mL~" diluted on PDA
medium)

Table 4. Mitotic and mutagenicity indices observed with treatment
with 400 pg mL~' seaweed extracts, a negative control
(ethanol/ultrapure water, 19:1 v/v) and a positive control (MMA)

Ochtodes secundiramea  1.03F 8842 0.00D  100.00
Pierocladiella capillacea  2.65D 7022 3.028 58.01

C. musae C. gloeasporioides Treatment Mitotic index Mutagenicity index

Diameter Inhibition Diameter Inhibition Negative control 0.025A 0.004A

Treatment cm) (%) {cm) (%) Positive control 0.024A 0.0108
Padinagymnospora 0.000C 0.003A

Contral 8.50A - 7.35A — Hypnea musciformis 0.004B 0.011B
Padinagymnospora 6.87B 2280 NR NR Laurencia dendroidea 0.006B 0.003A
Hypnea musciformis 6.17C 3067 3.188 56.73 Ochtodes secundiramea 0.000C 0.003A
Laurencia dendroidea  1.87E 7898  Q12C 9837 Pterocladiella capillacea 0.001C 0.003A

Values in the same column followed by different letters are significantly
different (Kruskal-Wallis test, P < 0.05).

Valuesin the szme column followed bydifferent lettersare significantly
different (Tukey test, P < 0.05). NR, not rated.

In P.capillacea extract we detected quercetin, which is a common
metabolite found in seaweed with anticxidant and antifungal
properties.® The ability of these seaweed bioactive extracts

to inhibit postharvest anthracnose may further be used in the
development of naw functicnal foods®” aggragated to crops of
banana and papaya.

In conclusion, except for H. muscifermis extract, all non-polar
seaweed extracts we tested demonstrated antifungal activity
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Table 5. Median lethal dose (LCsp) for organic extracts of seaweed
species, a negative control (DMSO) and a positive control (DMSO +
K;Cr,Q;) obtained from brine shrimp cytotoxicity assay

Treatment LCsp (mgmL™)
Negative control —
Paositive control 0.059
Padina gymnospora =1
Hypnea musciformis 0.337
Laurencia dendroidea =1
Ochtodes szcundiramea =1
Pterocladiella capillacea =1

against postharvest fruit pathogens and were associated with
low toxicity levels in the tested organisms. This antifungal action
is most likely due to the presence of halogenated monoterpenes
and diterpenes in O. secundiramea and L. dendroidea, quercetin
in P. capillocea and, to a lesser extent, fatty acids in all species
evaluated. The cytotoxicity and mutagenicity detected mainly
in H. musciformis extract may be due to the higher level of
galactoglycerol, Future research efforts will focus on isolating and
confirming the identities of these hioactive metabolites.
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