e e o ol

i ) S .

'EW ( VIICONNEP! g
. - PALMAS . TOCANTINS . 2012 { ‘

e

- —

o=
ela

Otimizacao do processo de extracdo dos polissacarideos sulfatados de algas marinhas
como ferramenta de processo biotecnolédgico

José Gerardo Carneiro®?, Ismael Nilo Lino de Queiroz 2, José Ednésio C. Freire?, Manuela Araujo
Carneiro®, Germana Conrado de Souza', Norma Maria Barros Benevides*

!Professor do Instituto Federal do Ceara — IFCE. e-mail: gerardo@ifce.edu.br
2Mestrandos do Programa de Pés-Graduac&o em Bioguimica — UFC.
®Graduando de Odontologia — UFC.

“Professora do Programa de P6s-Graduag&o em Biogquimica — UFC.

Resumo: Polissacarideos sulfatados sdo polimeros complexos e heterogéneos formados de unidades
repetitivas e ricos em radicais sulfatados e tém sido descritos como moduladores de uma série de
fungdes bioldgicas. A complexidade, a heterogeneidade e o rendimento dos polissacarideos sulfatados
variam quanto as espécies de algas, periodo e local de coleta e utilizagdo de diferentes protocolos da
extracdo influenciam no rendimento, nas propriedades fisico-quimicas e nas atividades biol6gicas dos
polissacarideos sulfatados. Neste estudo buscamos otimizar a extragdo dos polissacarideos sulfatados,
diminuindo o tempo e custo do processo de extracdo. A alga marinha Caulerpa mexicana foi coletada
na praia de Flecheiras - Trairi - Ce, em agosto de 2011 e transportada ao laboratério CARBOLEC-
DBBM-UFC, sendo lavada com &gua corrente e seca a sombra, depois triturada em moinho elétrico e
armazenada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As extra¢des dos PS foram divididas em trés
grupos (A, B e C), realizadas de trés maneiras diferentes, todas em triplicata. A extragéo (A) utilizando
a metodologia segundo Farias et al. (2000) e outra duas (B e C) modificacbes destas. As duas
modificagdes foram sobre o tempo de digestdo enzimatica, precipitacdo e 0s processos de limpeza e
purificagdo. Os rendimentos foram de 1,46% no grupo (A); de 1,45% no grupo (B); de 1,7% no grupo
(C), sendo aproximadamente 15% superior aos rendimentos do grupo A e B. N&o foram observadas
alteracBes nos teores de carboidratos totais, sulfato livre e proteinas contaminantes entre os grupos.
Concluimos que o maior rendimento do grupo C se atribui ao fato de um maior tempo de precipitagdo
e uma menor manipulagdo do material, evitando perdas nas lavagens e centrifugacoes.
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1. INTRODUCAO

As algas sdo organismos clorofilados, autotréfos, que ndo posuem tecidos especializados, nem
vasos condutores. Composto por um grupo muito heterogéneo, variando entre pequenos organismos
unicelulares, vivendo como uma célula ou agrupadas em col6nias, até seres pluricelulares com muitas
células, as vezes colaborando em conjunto, como tecidos simples, alguns com forma bastante
complexa e diferenciada (LEE, 1997; BARSANTI; GUALTIERI, 2006; RAVEN et al., 2007).

As macroalgas marinhas tém sido utilizadas ao longo do tempo para as mais variadas
finalidades, tais como alimento, especialmente na China e no Jap&o; complemento nutricional, como
fonte adicional de vitaminas e minerais; agentes terapéuticos para tratamento de muitas doengas, tais
como a deficiéncia de iodo que pode levar ao bécio e hipertireoidismo; no tratamento de varias
perturbacdes intestinais, como agentes hipogliceminante e na hipocolesterolemia, assim como em
pomadas e curativos (EL GAMAL, 2010).

Nos ultimos anos as empresas farmacéuticas comegaram a olhar para organismos marinhos,
incluindo algas, em sua busca por novas drogas a partir de produtos naturais. Estes produtos séo
também cada vez mais utilizados nas pesquisas médicas e bioquimicas (SMIT, 2004; MAYER, 2010;
PATEL, 2012).

Polissacarideos sulfatados (PS) sdo polimeros complexos e heterogéneos formados por unidades
repetitivas de aglcares carregados negativamente devido a presenca de radicais sulfatos, encontrados
em grandes quantidades nas algas marinhas (PERCIVAL; McDOWELL, 1967; MATHEWS, 1975;
AQUINO et al., 2011). Os PS sdo os principais constituintes da matriz extracelular das algas
marinhas, conferindo-lhes certa flexibilidade e estdo presentes principalmente nas paredes celulares. A
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ocorréncia dos PS estd relacionado com atividades fisioldgicas importantes na manutencdo e
adaptacdo em ambientes estressantes, conferindo as algas fungdes de regulacdo idnica, mecénica e
osmotica, além de agir como mecanismo de defesa das algas as respostas ambientais, favorecendo a
sobrevivéncia desses organismos no ambiente marinho (ANDRADE et al., 2010; AQUINO et al.,
2011).

Os PS de algas verdes do género Caulerpa tem sido relatados como moduladores de uma série
de funcgbes bioldgicas, como visto em estudos de atividades antitumoral (COSTA et al., 2010; Jl et al.,
2008), antiproliferativa (COSTA et al., 2010), antiviral (GHOSH et al., 2004), anticoagulante
(RODRIGUES et al., 2010; COSTA et al., 2011), antitrombdtica (RODRIGUES et al., 2011),
antioxidante (COSTA et al., 2010; COSTA et al.,, 2011) antinociceptiva e antiinflamatoria
(RODRIGUES et al., 2012).

A complexidade e a heterogeneidade, assim como o rendimento dos PS variam entre as
diferentes espécies de algas e quando coletadas em diferentes periodos do ano e localidades e também
sofrem influéncias das condi¢Bes climaticas e ambientais (PERCIVAL; McDOWELL, 1967,
FRIEDLANDER; ZELIKOVITCH, 1984; FARIAS et al., 2000; VASCONCELOS, et al., 2011).
Além desses fatores, a utilizagdo de diferentes protocolos na extracdo de polissacarideos, tais como o
uso de solventes de precipitagdo e metodologias enzimaticas, influenciam no rendimento, nas
propriedades fisico-quimicas e na atividade biol6gica dessas moléculas, podendo ser um fator
determinante para suas aplicacfes nos diferentes setores econémicos (PERCIVAL; McDOWELL,
1967; CAMPO et al., 2009; RODRIGUES et al., 2009).

Neste estudo buscamos melhorar o processo de extracéo dos polissacarideos sulfatados de algas
marinhas, procurando aumentar o rendimento e diminuir o tempo e custo no processo de extracao,
podendo ser uma ferramenta biotecnoldgica a ser utilizada no futuro.

2. MATERIAL E METODOS

A alga marinha Caulerpa mexicana foi coletada na praia de Flecheiras no municipio de Trairi -
CE, em agosto de 2011 durante a maré baixa (-0,1 a 0,3 m). Sendo acondicionada em sacos plasticos e
transportada ao laboratério CARBOLEC-DBBM-UFC, em recipiente isotérmico, onde foram limpas,
tendo as epifitas removidas, e lavadas com agua corrente e depois estocadas a -20°C, para posterior
utilizagdo. Em um segundo momento as algas foram descongeladas, novamente lavadas com agua
corrente e secas a sombra, depois trituradas em moinho elétrico e armazenadas a temperatura
ambiente, em recipiente plastico, tampado e ao abrigo da luz.

As extracdes dos PS foram divididas em trés grupos (A, B e C), realizadas de trés maneiras
diferentes, todas em triplicata. A extracdo (A) utilizando a metodologia segundo Farias et al. (2000),
aqui denominado de protocolo padrdo, e outras duas (B e C) modificacbes destas. As duas
modificacdes foram sobre o tempo de digestdo enzimatica, precipitacdo e 0s processos de limpeza e
purificacéo.

Na extracdo do grupo (A), colocou-se 5mg da alga triturada para hidratar em 250 mL de tampé&o
acetato de sddio 100 mM (Vetec Quimica, Rio de Janeiro, RJ) (pH 5,0) contendo EDTA 5 mM (Vetec
Quimica, Rio de Janeiro, RJ) e cisteina 5 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Acrescentou-se
17 mL de uma soluco de papaina bruta (Vetec Quimica, Rio de Janeiro, RJ) (30 mg mL™) e levou-se
ao banho-maria (MARCONI, modelo MA 159) durante 6 horas a 60° C. Em seguida, o material foi
filtrado e os polissacarideos presentes na mistura foram precipitados por meio da adi¢do de 16 mL de
cloreto cetilpiridinio (CPC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 10% (2 h; 25° C). Logo ap6s a
precipitacdo, o extrato polissacaridico foi lavado (CPC 0,05%; 200 mL), (3 vezes), depois dissolvido
em 174 mL de NaCl 2 M: etanol comercial (100: 15; v v'*) e novamente precipitado através da adic&o
de 200 mL de etanol comercial gelado (24 h; 4° C). Logo ap0s a segunda precipitacdo, o material
assim obtido foi lavado com 200 mL etanol comercial diluido a 80% (2 vezes), etanol comercial (200
mL; 1 vez), dialisado contra dgua destilada e liofilizado (LIOTOP, modelo L101).

O grupo (B) seguiu o protocolo padrdo com modificagdes no tempo de digestdo, sendo de 10
horas a 50° C. O grupo (C) seguiu o protocolo padrdo com modificagdes no tempo de precipitacdo dos
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carboidratos pelo CPC 10% (12 h; 25° C), na diminui¢do nos nimeros de lavagem com CPC 5% (de 3
para 1) e no volume de alcool nas lavagens finais.

Em todas as extragdes foram realizados a medicdo de carboidratos totais, sulfato livre e
concentracdes de proteinas contaminantes. Os teores de carboidratos totais foram determinados pelo
método do fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956); de sulfato livre por hidrélise &cida (HCI 1 M,
5 horas, 105° C) por turbidimetria e lido em espectrofotdmetro a 500 nm pelo método da gelatina-bario
(DODGSON & PRICE, 1962); As concentragdes de proteinas contaminantes foram realizadas
segundo o método de Bradford (1976).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Vérias metodologias véem sendo desenvolvidas para a extracdo de polissacarideos de algas
marinhas, tais como aquosas, enzimaticas, basicas e acidas; e a utilizagdo de varios artificios quimicos
e fisicos para separacdo, fracionamento e purificacdo de seus carboidratos (AZEVEDO et al., 2009;
BILAN et al., 2006; CHATTOPADHYAY et al., 2007; FARIAS et al., 2000; MACIEL et al., 2008;
PERCIVAL; McDOWELL, 1967; PUSHPAMALI et al., 2008). A escolha da extracdo enzimatica
seguida da precipitacdo pelo CPC se deu por esse método garantir uma maior pureza de
polissacarideos sulfatados.

A extracdo dos PS seguiu o protocolo proposto por Farias et al., (2000) com modificagdes
tentando obter uma otimizagdo do método de extragdo, buscando melhorar o rendimento de PS em um
menor tempo e custo de extragdo.

No grupo (A) obteve-se um rendimento de 1,46%; no grupo (B) o rendimento foi de 1,45%, ndo
diferindo significativamente do grupo (A); na extracdo do grupo (C) observou-se um rendimento de
1,7%, sendo aproximadamente 15% superior aos rendimentos do grupo A e B (Tabela 1).

O grupo (C) teve modificagbes no tempo de precipitacdo dos carboidratos pelo CPC 10% (de 2
h para 12 h, over nith), tornando maior o tempo de contato entre os carboidratos totais e o0 CPC
aumentando a precipitagdo, e na diminui¢do nos numeros de lavagem com CPC 5% (de 3 para 1) e no
volume de alcool nas lavagens finais os volumes foram adequados aos tubos da centrifuga (aprox. 180
ml/tubo),

Tabela 1 — Rendimentos e caracterizacdo quimica de polissacarideos sulfatados da alga verde C.
mexicana pelo método de extragdo enzimatica (A) proposto por Farias et al. (2000) e duas variagdes do mesmo
(BeO).

A B C
Rendimento (m) 72,4 73,1 85,1
Rendimento (%) 1,46 1,45 1,70
Carboidratos totais (%) 38,0 37,5 38
Proteinas (%) ND ND ND
Sulfato Livre (%) 21,47 21,45 21,5

m — Média das triplicata; ND — Néo detectado.

Os dados encontrados estdo dentro do esperado para o género Caulerpa. Segundo relatos
encontrados na literatura, algas verdes tém apresentado rendimentos inferiores aos obtidos para algas
vermelhas e pardas, estando de acordo com os estudos realizados por Rodrigues et al. (2011), onde
mais recentemente, trabalhando com PS de algas marinhas verdes pertencentes ao mesmo género da
alga em estudo apresentou um rendimento de 3,17% e 2,2% respectivamente, corroborando assim,
com o fato de algas marinhas verdes apresentarem um baixo rendimento de PS totais.

Né&o houve variagdo significante em relagdo as dosagem de carboidratos totais, teor de sulfato e
presenca de proteinas contaminantes entre os grupos A, B e C.
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O maior rendimento do grupo C ¢ atribuido ao fato de um maior tempo de precipitacdo e uma
menor manipulagdo do material evitando perdas nas lavagens e centrifugacdes.

6. CONCLUSOES

As modificagdes no tempo de contato dos carboidratos totais com o CPC 10% (de 2 h para 12 h,
over night) aumentam a precipitacdo dos PS e a diminui¢cdo nos numeros de lavagem com CPC 5%
(de 3 para 1) e no volume de alcool nas lavagens finais e adequacdo dos volumes aos tubos da
centrifuga (aprox. 180 ml/tubo) diminuem a perda por manipulacao e processamento.

Com essas modificagcbes diminuiu-se o tempo de extracdo de 03 para 02 dias, bem como, a
possibilidade de perdas, com conseqliente aumento do rendimento dos PS.
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