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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Diversidade química das macroalgas marinhas 

 As macroalgas da divisão Rhodophyta são predominantemente marinhas com poucos 

representantes de água doce, sendo mais abundantes em ambientes costeiros tropicais, e 

compõem o grupo com maior diversidade de espécies e hábitos entre as macroalgas (Van de 

Hoek, 1995). 

 Os ambientes marinhos são extremamente dinâmicos, com alterações diárias de marés, 

influência de ondas, influência de chuvas e predominância de correntes marinhas específicas 

nas diferentes estações do ano. Essas variáveis expõem a comunidade de macroalgas marinhas 

bentônicas a condições extremas em relação à disponibilidade de nutrientes, pH, salinidade, 

temperatura, potencial hídrico, intensidade luminosa e radiação ultra-violeta (figura 1) 

(Lobban & Harrison, 2004). 

 

Figura 1 - Exposição das macroalgas a fatores abióticos, A – quantidade e qualidade da luz 
(http://www.hawaii.edu/reefalgae/invasive_algae/rhodo/hypnea_musciformis.htm) acessado 
05/2013; B - variação diária de maré (arquivo pessoal - Ponta do Seixas - PB) e C - exposição 
ao dessecamento que causa alterações de pH, temperatura, salinidade e nutrientes 
(http://european-marine-life.org/52/photo-dilsea-carnosa-jcj11.php) acessado 07/2012. 

  

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

bióticas (figura 2). As macroalgas representam um elo fundamental na estrutura das 
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comunidades marinhas, mantendo relações de competição intra e interespecíficas, epifítismo, 

herbivoria e parasitismo (Lobban & Harrison, 2004).   

 

Figura 2 - Exposição das macroalgas a fatores bióticos, A - Acrochaetium sp. epifitando uma 
Gracilaria sp., B - pressão de herbivoria sobre a comunidade das macroalgas 
(http://www.tamar.org.br/interna.php?cod=116) acessado 05/2014 e C - Competição 
interespecífica (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 

padrão de variação e abundância dos metabolitos, buscando fundamentos nas relações 

ecológicas, nos mecanismos fisiológicos ou ainda em razões evolutivas para explicar esta 

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

• Modelo de defesa ótimo - Metabolitos concentrados de acordo com a importância da 

estrutura ou tecido, para o organismo; 

• Balanço crescimento/diferenciação - Similar ao modelo anterior, no qual é inferido 

que regiões, do talo, diferenciadas exigem mais defesas químicas do que as de 

crescimento; 

• Balanço carbono/nutrientes - A limitação de nutrientes proporciona a existência de 

excedente de carbono, que é convertido para vias de metabolismo secundário; 

• Estresse ambiental - Nessas condições a alga responde com manutenção do 

metabolismo básico, reduzindo dessa forma a diversidade química; 
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• Disponibilidade de recursos - Oposto ao anterior, afirmando que em ambientes com 

poucos recursos promovem aumento nos metabolitos de defesa, visto que a limitação 

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

 

1.2. Principais classes de metabolitos das macroalgas marinhas: funções ecológicas e 

potencial biotecnológico  

 A sobrevivência e o sucesso reprodutivo dos seres vivos estão relacionados a 

adaptações ao ambiente, que abrangem as suas características físicas e bioquímicas, como 

mudanças estruturais e produção de substâncias químicas que podem ser oriundas do 

metabolismo primário ou secundário (Pianka 1999).  

 Em geral, as vias metabólicas das algas (figura 3) são semelhantes às observadas nos 

vegetais terrestres, sendo compostas pela síntese de ácidos nucléicos, carboidratos, 

polissacarídeos e proteínas no metabolismo primário, e as vias dos isoprenóides, acetogeninas 

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

  Em paralelo, estudos demonstram a existencia de diferentes vias metabólicas para as 

algas em relação a plantas terrestres e outros organismos. Estas diferenças são reflexos de 

características evolutivas, fator que propicia a existência de compostos diferenciados em 

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

  

 A comunidade das macroalgas responde a essa complexa interação de fatores com a 

produção de metabolitos primários, que compreendem grandes moléculas, por exemplo, 

polissacarídeos, proteínas e lipídeos e também metabolitos classificados como secundários, 

por apresentarem funcionalidade menos explicita e não estarem diretamente envolvidos na 

estruturação e manutenção de condições vitais. No entanto, os metabolitos secundários podem 

ser essenciais por proporcionarem respostas às extremas condições ambientais (Hay, 2009, 

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

 Além disso, o ambiente marinho apresenta ainda algumas especificidades em sua 

composição química, produzindo reflexos significativos na ecofisiologia da macroalgas. 

Dentre esses fatores destaca-se a disponibilidade de íons sulfato, o cloreto, o brometo e o 

iodeto, em concentrações de 885, 19000, 65, e 0,06 mg.L-1, respectivamente (Carvalho & 
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Roque, 2000). Para sobreviver em um ambiente tão competitivo as macroalgas produzem um 

nível significativo de estruturas químicas por meio de variadas vias metabólicas. Estes 

compostos apresentam funções biológicas e ecológicas (Misurcová, 2011), que podem estar 

associadas a potenciais aplicações biotecnológicas (Cardozo et al., 2007). 

 Desde a década de 1970 as investigações bioquímicas se concentraram em três áreas 

de pesquisa: toxinas, produtos naturais e ecologia química Os estudos com metabolitos 

derivados de organismos marinhos resultaram no isolamento de 15.000 compostos inéditos 

com inúmeras aplicações (Cardozo et al., 2007).  

 A pesquisa com produtos naturais continua atrativa, mesmo após o desenvolvimento 

da aplicação de processos de síntese orgânica, pois proporcionam a descoberta de novos 

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

 A diversidade de classes dos metabolitos produzidos por macroalgas, que apresentam 

funções ecológicas ou para o equilíbrio ecofisiológico podem adicionalmente possuir 

potencial aplicação em indústrias alimentícias, farmacêuticas, de cosméticos e na agricultura 

(Smit, 2004; Cardozo et al. 2007; Craigie, 2011). Este potencial é associado às atividades 

antibacteriana (Lima-Filho et al., 2002), antifúngica (Machado et al., 2011), antiviral (Mendes 

et al., 2012), anti-helmíntica (Davyt et al., 1998) e apresentar ação citotóxica contra 

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

 

Classe dos carboidratos  

As rodofíceas marinhas possuem os carboidratos como principais produtos metabólicos. 

Esses organismos produzem todos os monossacarídeos derivados de aldose (5 carbonos) ou 

cetose (6 carbonos) comumente encontrados em vegetais superiores.   
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 Como compostos de reserva as macroalgas vermelhas apresentam os heterosídeos 

(figura 4) formados a partir de galactose e glicerol [α-D galactopiranosil-(1→2)-glicerol], 

denominado de floridosídeo, e seus isômeros de posição D-isofloridosídeo e  L-

isofloridosídeo. Também pode ser encontrado o heterosídeo formado por manose e ácido 

glicérico [α-D manopiranosil-(1→2)-D-glicerato], denominado digeneasídeo (Carvalho & 

Roque, 2004). 

 

Figura 4 - Estruturas químicas de heterosídeos presentes nas algas vermelhas. 

  

 Estes açúcares podem estar ainda associados a outras moléculas formando o grupo dos 

compostos glicosilados, que atuam com juntamente a membrana plasmática regulando a 

fluidez, permeabilidade bem como atuando na forma de receptores ou sinalizadores 

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

 A presença de polissacarídeos sulfatados é outra diferença bioquímica entre 

macroalgas e outros vegetais. Esse grupo de moléculas é formado por unidades de 3,6- 

anidrogalactose e de grupos sulfato. Essa estrutura dá origem a carragenana e ágar (figura 5) 

localizados na matriz extracelular das algas, fornecendo resistência mecânica ao talo e  

proteção contra herbívoros e patógenos (Bixler & Porse, 2010, Cardozo et al., 2007).  
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Figura 5 - Estruturas químicas dos polissacarídeos encontrados em Rhodophyta, a - Ágar; b - 
Carragenana. 

  

 Atualmente destaca-se o elevado interesse nos carboidratos de macroalgas devido ao 

potencial de gelificação, propriedades emulsificantes e estabilizantes promoveu a intensa 

investigação quanto à exploração dessas substâncias fazendo desta classe de metabolitos a 

mais estudada dentre as verificados nas macroalgas (Cardozo et al., 2007). Adicionalmente, 

para estas substâncias, são descritas os potenciais: antioxidante, antiviral, antitumoral e 

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

  

Classe dos Terpenóides   

A origem dos metabolitos desta classe ocorre por duas diferentes vias (1) via do 

mevalonato e (2) via do metileritriol fosfato. Em (1) a união de moléculas de acetil-coenzima 

A formam o ácido mevalônico que por ação de enzimas é convertido a isopentenil - difosfato 

(IPP), molécula de 5 carbonos precursora dos monoterpenos. Na via (2) a combinação de uma 

molécula de piruvato e uma de gliceraldeído - fosfato resultam no metileritriol fosfato, que 

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

 A biossíntese, encadeamento do IPP e posteriores formações de compostos cíclicos  e 

adição de grupos funcionais por ações enzimáticas, promovem extrema diversidade estrutural 

para esta classe de metabolitos. Os terpenos (figura 6) são classificados de acordo com o 
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número de unidades de IPP, variando do monoterpeno (C10) correspondente a duas unidades 

de IPP aos tetraterpenos (C40) com 8 unidades de IPP (Teixeira, 2013).   

7-epi-Silphiperfolan-6β-ol
Laurencia dendroideia

Sesquiterpeno C15

(Gressler et al., 2011)

A - Mirceno
B - Ocimeno

Ochtodes secundiramea
Monoterpeno C10

(Polzin & Rorrer, 2003) 

Isolinearol
Dictyota cericornis

Diterpeno C20

(Teixeira et al., 1986)

Dehidrocolesterol
Hypnea flageliformis

Triterpeno C30

(Nassir et al., 2011)

Astaxantina
Gracilaria ternustipitatas

Diterpeno C40

(Cardozo et al., 2007)
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Figura 6 - Principais tipos de terpenos verificados em macroalgas. 

 

 Os terpenos, em alguns gêneros de macroalgas, podem representar 50% do peso seco 

(Teixeira et al. 1991). Está classe de moléculas é acumulado pelas algas devido as funções 

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 inúmeras funções biológicas refletem na possibilidade da aplicação dos terpenos 

como bioativos. Para esta classe foi determinados ação inibitória sobre bactérias, fungos e 

vírus (Teixeira, 2013) e suas funções antioxidantes e bioestimulantes apresentam potencial 

para aplicação como produtos naturais na agricultura e medicina (Khan et al., 2009, Cardozo 

et al., 2007, Smit, 2004).  
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Classe dos ácidos graxos 

 A síntese desses metabolitos  é baseada na condensação de moléculas de acetil- 

coenzima A e malonil-coenzima A. Esses precursores são combinados pela ação da enzima 

síntase dos ácidos graxos. A posterior ação das enzimas do tipo descarboxilase e 

desidrogenase promovem a elongação das moléculas e formação das insaturações (Dijkstra et 

al. 2008).  

 Os ácidos graxos poliinsaturados (figura 7) correspondem uma das principais classes 

de moléculas desempenham funções no metabolismo celular e do tecido, incluindo a 

regulação da fluidez da membrana, transporte de elétrons e de oxigênio, bem como adaptação 

térmica ao ambiente , ocorrendo em diversas espécies de macroalgas (Cardozo et al., 2007). 

Ácido 
Linoleico

Ácido 
Ecoisapentanóico

Ácido 
Docosahexantanóico

 

Figura 7 - Exemplos de ácidos graxos comuns às macroalgas. 
 

 O aumento da ocorrência de doenças coronárias e casos de hipertensão vêm 

promovendo o crescente interesse nesta classe de moléculas que possuem potencial de 
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modulação destes problemas. Neste aspecto as macroalgas se destacam por constituírem uma 

das principais fontes destes metabolitos (Martins, 2013).    

 

 

Classe dos metabolitos derivados da via do chiquimiato 

 Esta via abrange a síntese da maior parte das substâncias aromáticas de macroalgas, 

incluindo os fenóis, hidroquinonas, flavonóides e cumarinas (Knaggs, 2003) bem como os 

aminoácidos tipo micosporinas (Cardozo, et al., 2007) (figura 8).   

Me

Pophyra - 334
Porphyra umbilicalis
(Cardozo et al., 2007) 

Álcool 1-metoxifeniletílico
Bostrychia tenella
(Felicio et al., 2008) 

Trifloretol
Laminaria ochroleuca
(Singh & Bharate, 2005) 

 

Figura 8 - Principais compostos derivados da via do chiquimato. 

 

 Esse grupo de compostos possui diversificada função ecológica, destacando-se a 

proteção às plantas macroalgas contra a ação de herbívoros, fungos, vírus e bactérias, e ainda 

tem a função de inibir o crescimento de outras algas competidoras (Raffaelli & Hawkins, 

1996). 

 A proteção contra radiação UV é uma importante função dessa classe de metabolitos 

realizada principalmente pelas micosporinas, que atuam absorvendo radiação 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 períodos de 

maré baixa, no ambiente costeiro 

 Enquanto na classe das substâncias da via do chiquimato se destacam as micosporinas 

que, atualmente, estão sendo adicionadas a protetores solares devido ao potencial de absorção 

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

 

Classe dos derivados da via dos aminoácidos 

 Os metabolitos dessa via incluem simples aminoácidos, alcalóides e polipeptídeos. 

Nas algas, simples reações de oxidação e rearranjos moleculares dão origem aos 20 

aminoácidos essenciais (Maschek & Baker, 2008). 

 Os alcalóides podem apresentar diferentes origens, mas no geral consistem em 

compostos contendo nitrogênio dividido em três grupos: os alcalóides verdadeiros, que 

possuem anel heterocíclico (figura 9), com um átomo de nitrogênio e sua biossíntese se dão 

através de um aminoácido; protoalcalóides, que apresentam um átomo de nitrogênio que se 

origina de um aminoácido; e os pseudoalcalóides são derivados de terpenos ou esteróides 

(Somei & Yamada, 2003). 

Caulerpina
Caulerpa sp.
(Smit, 2004) 

Chondiramida A
Chondira atropurpurea

(Smit, 2004) 
 

Figura 9 - Metabolitos nitrogenados isolados de macroalgas. 
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 Os polipeptídeos são macromoléculas sintetizadas pelas enzimas multifuncionais 

chamadas de peptídeo sintetase não ribossomal (NRPS) e policetídeo sintase. Essa classe de 

compostos apresenta elevada diversidade estrutural e possuindo a função ecológica de 

combate a possíveis patógenos (Challis & Naismith, 2004). 

 Em macroalgas, é relativamente baixa a quantidade de metabolitos contendo 

nitrogênio, uma vez que esse nutriente é considerado limitante para o crescimento e 

desenvolvimento das algas, e estas acumulam esse nutriente na forma de pigmentos 

acessórios e proteínas (Carvalho & Roque, 2000). 

 As macroalgas, apesar de representarem importante fonte de aminoácidos naturais, 

ainda são subaproveitadas para aplicação na culinária e preparação de suplementos 

alimentares ou rações (Gressler et al., 2010). Os alcalóides 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 proteínas e lectinas 

 As macroalgas representam um dos principais produtores de proteínas no ambiente 

marinho (Gressler, et al., 2010). As proteínas são biomoléculas de elevada massa molecular, 

sintetizadas por meio da condensação de aminoácidos, formando ligações peptídicas, que 

apresentam as mais diversificadas funções no metabolismo, entre elas principalmente a 

estrutural, hormonal, defesa, energética, enzimáticas e de sinalização celular (Taiz & Zeiger, 

2002). 

 As algas também produzem uma classe de glicoproteína denominada lectina, que 

possuem papel fundamental na defesa e sobrevivência do organismo, que diferem das demais 

lectinas vegetais por apresentarem baixa massa molecular (5 KDa e 50 aminoácidos de 
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comprimento) e não dependem de cátions divalentes para manutenção da sua estrutura 

espacial  (Selitrennikoff, 2001). 

 As macroalgas alem de produzirem grande quantidade de proteínas, com potencial de 

aplicação na indústria nutraceutica (Cardozo et al, 2007) produzem diversos tipos de lectinas, 

que são moléculas promissoras na área biotecnológica e diferem das de plantas superiores por 

apresentarem características ubíquas como baixo peso molecular tornando-se menos 

antigênicas sendo uma importante ferramenta biológica; apresentam especificidade por 

polissacarídeos complexos e não necessitam de metais para manutenção de sua atividade 

biológica (Melo et al., 2004). 

  

Classe dos compostos halogenados 

 As algas diferem das plantas terrestres principalmente por incorporarem íons 

halogênios, bromo, cloro e iodo nos seus metabolitos, devido à elevada disponibilidade destes 

compostos no ambiente marinho, que possuem função importante no controle de patógenos, 

epífitas e competidores (Hay & Fenical, 1988). 

 As rodofíceas são responsáveis por 93% de todos os compostos halogenados 

conhecidos, sendo que nas algas verdes e pardas a porcentagem desses compostos é reduzida 

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

 O processo de halogenação de diferentes classes de metabolitos é catalisado por uma 

classe de enzimas do tipo haloperoxidase vanádio dependente (Carter-Franklin & Butler, 

2004). Essa enzima dependente atua seqüestrando as espécies reativas de oxigênio, gerados 

em situações de estresse ambiental e as utiliza juntamente com ânions de bromo, cloro ou 

iodo que são reduzidos e incorporados nas diferentes classes de metabolitos biossintetizadas, 

e citadas previamente, pelas macroalgas (Dring, 2006) (figura 10). 
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Halomon
Portieria hornemanii
Monoterpeno C10

(Fuller et al., 1992) 

Elatol
Laurencia dendroideia

Sesquiterpeno C15

(Nys et al., 1996) 

Irideol
Laurencia dendroideia

Diterpeno C20

(Krnprobst & Al-Easa et al., 2003) 

Intricatetraol
Laurencia intricata

Triterpeno C30

(Suzuki et al., 1993) 

Vidalol
Laurencia intricata

Polifenol
(Carvalho & Roque, 2000) 

 

Figura 10 - Compostos halogenados de diferentes classes de metabolitos. 

 

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

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

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

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

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

 

1.2.1. Aplicação das macroalgas na agricultura  

  O histórico mundial de utilização das macroalgas é principalmente relacionado com a 

coleta diretamente da natureza ou realização de cultivos in situ para obtenção de biomassa, 

visando aplicação na alimentação humana e extração de carragenas e ágar, que juntos 

correspondem a 90% do mercado dos derivados de macroalgas (McHugh, 2003). 
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  Atualmente as pesquisas sobre a aplicação de extratos de macroalgas na agricultura se 

dividem em três grandes áreas: 1- fertilizante ou estimulante de crescimento e 

desenvolvimento; 2 - indutor de resistência a patógenos ou ao estresse causado por fatores 

ambientais; 3 - inibidor de patógenos.  

 

1.2.1.1. Aplicação como fertilizante ou estimulante de crescimento 

 Os primeiros registros da aplicação de extratos das macroalgas como estimulante do 

crescimento de plantas na agricultura datam do século XIX, quando os relatos indicavam a 

utilização de macroalgas juntamente com estrume na adubação do solo, a preparação de 

extrato de macroalgas para aplicação na agricultura data da década de 1950 (Norrie & Hiltz, 

1999).  

  Os efeitos estimulantes de substâncias provenientes de macroalgas estão muito bem 

caracterizados, com destaque para aplicação de extratos ricos em polissacarídeos (carragenas 

e ágar), hormônios (citocininas), esteróis, aminoácidos, vitaminas e ainda os macro e 

micronutrientes e elementos traços acumulados pelas macroalgas. A aplicação dos extratos 

possui a função de correção do solo, indução de divisão celular, aumento da concentração de 

pigmentos, taxa fotossintética e aumento do rendimento de floração e colheita (Khan et al., 

2009, Verkleij, 1992). 

 O conhecimento acumulado em 50 anos de investigação dos efeitos estimulantes das 

substâncias de macroalgas proporcionou a superação das barreiras da ciência e, atualmente, 

são comercializados diversos produtos derivados de algas, especialmente dos gêneros das 

macroalgas Ascophyllum, Ecklonia e Fucus, na forma de extratos concentrados para aplicação 

direta na lavoura (Craigie, 2011, Khan et al., 2009). 
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1.2.1.2. Aplicação como indutor de resistência a patógenos ou ao estresse 

causado por fatores ambientais 

 A aplicação de macroalgas como indutor de resistências é área emergente no campo da 

biotecnologia marinha aplicada a ciências agrárias, que, diferentemente da aplicação para 

estimulante de crescimento na forma genérica de extratos concentrados, realiza a aplicação de 

substâncias purificadas como indutora de vias de defesa dos vegetais contra patógenos ou 

outras condições adversas (Stadnik & Paulert, 2008). 

 Em geral, as substâncias utilizadas como indutores de resistência não possuem efeito 

inibitório contra o crescimento de patógenos, no entanto, atuam no nível sistêmico, 

promovendo alterações na fisiologia da planta e na produção de metabolitos de defesa ou na 

médiação das relações entre patógeno e hospedeiro. 

 Pesquisas recentes indicam o elevado potencial de aplicação dos polissacarídeos, 

como as carragenanas, fucanas, laminaranas e ulvanas de macroalgas vermelhas, pardas e 

verdes como indutores de resistência, com capacidade de ativar vários mecanismos de defesa  

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

  

1.2.1.3. Aplicação como inibidor de fitopatógenos 

 A elevada atividade inibitória de extratos e substâncias de macroalgas contra 

fitopatógenos quando associados à agricultura (Arunkumar et al., 2010)  representam um 

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

 Dentre os patógenos de lavouras, os fungos são organismos que se destacam, devido à 

incrível capacidade de colonização e crescimento, além de desenvolver rapidamente 

resistência à terapia antifúngica. Atualmente existe o agravante da escassez de produtos com 

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

2001). 

 A aplicação de extratos de macroalgas diretamente nas lavouras possui efeito 

comprovado como forma de controle da antracnose do feijoeiro, (Colletotrichum 

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

 Entretanto, a aplicação de metabolitos de macroalgas para indução de resistência ainda 

é limitada, dados os inúmeros patógenos que atacam a lavoura nas diferentes fases de cultivo 

(Kimati et al., 2005), como é o caso da antracnose da pós-colheita de mamão. 

 

1.2.1.4.  Controle da antracnose do período pós-colheita do mamão 

 O Brasil, em 2010, apresentou a segunda maior produção de mamão, com 18 milhões 

de toneladas colhidas e um valor de 53 milhões de dólares (FAO 2010). O País destaca-se 

também como grande exportador, principalmente para a Europa e para os Estados Unidos, 

respondendo pela metade de todo o mamão comercializado no mundo (Martins & Costa, 

2003). 

 A antracnose (figura 11), causada por fungos do gênero Colletotrichum, representa 

uma das principais doenças fúngicas 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 ausência de manejo adequado e em condições 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 mamão apresentando a necrose típica da antracnose pós-colheita. 

  

 A escassez no mercado de produtos eficientes no controle da antracnose, e que 

apresentem baixa toxicidade (Tavarez & Souza, 2005), fazem da pesquisa de substâncias 

antifúngicas para os fungos Colletorichum uma prioridade da investigação de bioativos. 

 No caso da antracnose da pós-colheita do mamão a tecnologia da aplicação de 

biofilmes de polímeros naturais não tóxicos têm se firmado como uma nova categoria de 

materiais de alto potencial para formação de coberturas protetoras comestíveis sobre frutos e 

hortaliças. Esta é uma tecnologia emergente, em constante desenvolvimento, e de particular 

importância para as áreas de conservação pós-colheita de frutos tropicais e principalmente 

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

 A aplicação de biofilmes em frutos representa um campo promissor de pesquisa ao 

qual podem ser aplicadas as substâncias das macroalgas. Dentre eles é possível citar o 

desenvolvimento de biofilmes com base em polissacarídeos de macroalgas (Shit & Shah et 

al., 2014), aplicação de substâncias que apresentem o efeito de redução do metabolismo do 

fruto, promovendo maior tempo de vida (Jacomino et al., 2002) ou que atuem inibindo o 

desenvolvimento de fitopatógenos (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 substâncias bioquimicamente ativas por apresentarem facilidade de obtenção 

de biomassa em comparação a outros grupos marinhos e ainda ser possível a realização de 

cultivos para a exploração dos compostos bioativos (Baweja  et al., 2009),  proporcionando a 

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

 Após o conhecimento das espécies com potencial biotecnológico, isolamento e 

purificação das substâncias bioativas é necessário compreender os processos envolvidos na 

síntese desses metabolitos de interesse por meio da análise da influência de fatores ambientais 

nas respostas ecofisiológicas das algas (Perfeto, 2004) e na avaliação do processo de ação das 

enzimas envolvidas na síntese das substâncias bioativas (Wise et al., 2002; Rorrer et al. 2001; 

Hara & Sakurai, 1998). 

 Para a realização de estudos avançados de ecofisiologia de macroalgas se faz 

necessário a aplicação de cultivo de biorreatores, que constituem uma ferramenta poderosa, 

por permitir controlar os fatores ambientais, determinando a influência no metabolismo das 

algas (Baweja et al., 2009), além de possibilitar a produção de metabolitos de interesse por 

meio de bioprocessos (Rorrer & Cheney, 2004) com a manipulação dos parâmetros como o 

pH, salinidade e densidade de fluxo fotônico, além da adição de substâncias indutoras, 

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

 Para investigação de compostos bioativos a partir de cultivos de macroalgas em 

laboratório é necessário a utilização dos biorreatores, que permitem a obtenção de biomassa 

em quantidade suficiente para análise dos metabolitos bioativos (que geralmente estão 

presentes em baixas concentrações no talo da alga). Adicionalmente com uso desta tecnologia 

é possível o maior controle dos parâmetros de cultivo visto que em geral esses sistemas são 
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acoplados a sensores e uma central de monitoramento que permite isolar apenas o fator de 

interesse para investigar a indução da síntese de compostos bioativos (Rorrer et al. 1999). 

 As técnicas de cultivo podem ser aplicadas para indução a expressão ou inibição de 

diferentes enzimas por meio da manipulação dos parâmetros de cultura (Baweja et al. 2009). 

O conhecimento dos mecanismos de estimulação da atividade de enzimas relacionadas a 

síntese de metabolitos bioativos é 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 já descritos para as duas espécies (polissacarídeos, esteróis 

e ácidos graxos para H. musciformis e monoterpenos halogenados para O. secundiramea) e 

indicados no extrato bioativo (Machado et al., 2013), o presente estudo avaliou a influência 

do enriquecimento por CO2 e KBr, para as duas algas respectivamente, buscando determinar 

alterações 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 científicos Machado et al. (2011 e 2014). O 

estudo publicado em 2011 apresentou a triagem de extratos de macroalgas com atividade 

inibitória contra o fungo fitopatogênico Colletotrichum gloeosporioides autoria, causador da 

antracnose do mamoeiro, no qual foi constatado o potencial antifúngico 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 laboratório nas respostas fisiológicas e na atividade antifúngica dos extratos, 

realizando análises para espécimes coletados na natureza e após a realização de cultivo em 

laboratório, avaliando as possíveis correlações das respostas fisiológicas com as alterações 
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observadas na atividade antifúngica do extrato proveniente das macroalgas das duas 

condições. 

 Para a espécie Ochtodes secundiramea foi diagnosticado uma complexa mistura de 

monoterpenóides poli-halogenados derivados do mirceno e do ocimeno, com função 

antiepífitismo e antiherbivoria (Paul, et al., 1987, Gerwick, 1984, Mcconnell & Fenical, 1978) 

e a biossíntese desses metabolitos é influenciada pela disponibilidade de nitrogênio (Maliakal 

et al., 2001). Adicionalmente foram identificados diferentes ácidos graxos, alcoóis e 

hidrocarbonetos (Gressler, 2010).  

 A espécie Hypnea musciformis possui elevada importância por produzir a carragena, 

um polissacarídeo sulfatato utilizado como emulsificante e estabilizante em diversos setores 

da indústria (Cardozo et al., 2007). Para os extratos orgânicos e protéicos da espécie já foi 

verificado as atividades inibitórias sobre HSV (Mendes et al. 2012), fungo fitopatogênico 

(Melo et al. 1997), bactérias patogênicas em humanos e peixes (Selvin & Lipton 2004), fungo 

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

 H. musciformis apresenta variações fenotípicas intra-específicas representadas por 

linhagens pigmentares que apresentam diferenças em relação à tolerância aos fatores 

ambientais, à produção de biomassa e composição química (Martins, 2007).   

 A utilização de variantes pigmentares também é uma importante ferramenta para a 

compreensão da fisiologia e biologia das macroalgas, sendo que estudos com mutantes de cor 

de Gracilaria têm sido úteis para o conhecimento da composição e estrutura dos 

ficobilissomos (Kursar et al. 1983). No Brasil, a caracterização de variantes pigmentares, de 

espécies de Gracilaria, tem contemplado aspectos como composição pigmentar, crescimento, 

genética, freqüência em populações naturais e ultra-estrutura do cloroplasto (Plastino, 2004).  

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

deficiente na produção de ficoeritrina, foram realizados diversos estudos que evidenciaram 
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diferenças quanto ao crescimento e fotossíntese (Yokoya et al., 2007), enzimas do 

metabolismo do nitrogênio (Martins et al., 2007), composição de pigmentar (Martins & 

Yokoya, 2010), conteúdo de pigmentos e proteínas em resposta a tratamentos com nitrato e 

fosfato (Martins et al., 2011).  

 Martins (2007) constatou que a aumento na disponibilidade de nitrogênio induz ao 

acúmulo das ficobiliproteínas na linhagem MA, enquanto a VC assimila o excedente na forma 

de proteínas. Essa alocação do recurso é 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 avançar até o 

presente estudo, no qual se buscou ampliar o conhecimento para as duas espécies de 

macroalgas selecionadas, visando realizar a purificação e a identificação dos metabolitos com 

atividade antifúngica, verificar a aplicação de cultivos em biorreatores para: (1) obtenção de 

biomassa e indução da produção dos bioativos (2) caracterizar a atividade antifúngica por 

métodos in vitro e o potencial de aplicação in vivo, tendo em vista tornar este potencial mais 

efetivo no controle da antracnose. 

 Neste contexto, insere-se o presente trabalho que testará a aplicação dos extratos e 

substâncias das macroalgas, que apresentam atividade inibitória sobre o fungo Colletotrichum 

gloeosporioides, associado a biofilmes comestíveis, a base de amido, visando à proteção do 

fruto e consequentemente aumento do tempo em prateleira. Em sequência será testado a 

aplicação de cultivos em biorreatores com manipulação de determinados parâmetros para 

obtenção dos compostos antifúngicos, promovendo o desenvolvimento da biotecnologia 

aliado à conservação das populações naturais das macroalgas. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral  

 Determinar as substâncias biossintetizadas pelas linhagens de cor de Hypnea 

musciformis e Ochtodes secundiramea, que possuem potencial antifúngico para controle de 

fungos fitopatogênicos in vitro e in vivo e verificar a influência de fatores abióticos em cultivo 

realizado em biorreatores na fisiologia das macroalgas e na produção dos metabolitos de 

interesse.  

 

3.2. Objetivos específicos 

• Avaliar o efeito de diferentes métodos de processamento da biomassa algácea, logo 

após a coleta, na obtenção e na atividade dos extratos das macroalgas; 

• Determinar a atividade antifúngica dos extratos das macroalgas, qualitativa e 

quantitativamente (limite de detecção da atividade e concentração inibitória mínima) sobre 

o crescimento de fungos fitopatogênicos;  

• Realizar o fracionamento bioguiado e caracterizar os constituintes químicos 

responsáveis pela atividade antifúngica do extrato das espécies de macroalgas; 

• Avaliar, por meio de cultivo em biorreator, a influência do enriquecimento por CO2 e 

KBr na fisiologia e na produção dos metabolitos de interesse em linhagens de cor de H. 

musciformis e O. secundiramea, respectivamente;  

• Comparar a atividade antifúngica dos extratos e as respostas aos experimentos em 

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

• Verificar a influência da aplicação de biofilmes comestíveis contendo substâncias das 

macroalgas estudadas no processo de amadurecimento e controle da antracnose do período 

de pós-colheita do mamão em condições in vivo, simulando o período de prateleira destes 

frutos. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Organismos estudados 

  Neste tópico, serão descritos os protocolos de obtenção das macroalgas 

marinhas e dos fungos fitopatogênicos investigados no presente estudo e a metodologia geral 

de manutenção das culturas em laboratório. As metodologias para os experimentos de 

atividade antifúngica e cultivo das macroalgas para obtenção de bioativos serão descritas em 

itens específicos. 

 

4.1.1. Macroalgas 

4.1.1.1. Linhagens pigmentares de Hypnea musciformis (Wulfen) 

J.V.Lamouroux 

 O presente estudo foi realizado com tetrasporófitos das linhagens pigmentares marrom 

(MA) e verde clara (VC, deficiente na produção de ficoeritrina) de Hypnea musciformis 

(Wulfen) J.V. Lamouroux. 

 As linhagens pigmentares de H. musciformis foram obtidas a partir de um espécime 

tetrasporofítico de coloração 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), 

Espírito Santo. As linhagens MA e VC foram originadas a partir da propagação de segmentos 

apicais isolados de ramos marrons e do ramo verde, respectivamente. Exemplares das 

linhagens de H. musciformis foram depositados no herbário SP, sob os números SP365645 

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

(Montagne) M.A.Howe 

 A cultura de O. secundiramea foi iniciada a partir de carpósporos liberados  pelos 

gametófitos femininos com cistocarpos coletados em janeiro de 2011 (SP401725),na Ponta da 

Baleia (20°15’54”S e 40°11’20”W), Espírito Santo. Em campo, foi realizada a limpeza do 

material coletado com a remoção 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 água do mar esterilizada, para o 

laboratório. 

 Na etapa seguinte os talos foram observados em estereomicroscópio e limpos com o 

auxilio de pinças e estiletes esterilizados por aquecimento em bico de bunsen, sendo realizada 

a remoção de microepífitas.  

 O processo de obtenção das culturas de O. secundiramea foi realizado aplicando as 

técnicas de cultivo a partir de carpósporos e desenvolvimento dos germinantes ou por meio de 

propagação de seguimentos apicais. 

 

Manutenção das culturas de macroalgas marinhas 

 A água do mar utilizada no cultivo das algas e em todos os experimentos realizados no 

presente estudo foi coletada na Base Norte do Instituto Oceanográfico da Universidade de São 

Paulo, na Praia do Lamberto, em Ubatuba, SP. Água foi esterilizada por filtragem em 

membrana de celulose Millipore AP 20 e submetida, por duas vezes, ao banho-maria durante 

1 hora, contados após o início da fervura do banho. 

 As culturas unialgáceas foram mantidas em meio de cultura composto por água do mar 

esterilizada enriquecida com a solução de von Stosch (tabela 1), na concentração 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 período de estudo.  

 A troca do meio de cultura foi feita semanalmente e foram utilizados frascos (500 

mL), contendo 350 mL de meio. As culturas unialgáceas e os experimentos foram realizados 

no Laboratório de Cultura de Algas "Marilza Cordeiro Marino" do Núcleo de Pesquisa em 

Ficologia, Instituto de Botânica, nas seguintes condições: temperatura média de 23 ± 2 ºC, 

fotoperíodo de 14 h, salinidade 30-32 ups, pH 8, densidade de fluxo fotônico de 60 ± 10 µmol 

de fótons.m-2.s-1, fornecidas por duas lâmpadas 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 - Composição química da solução de von Stosch preparada segundo Edwards 
(1970), com modificações segundo Yokoya (1996).  

Substâncias 
Concentração final/  

litro de meio 

NaNO3 0,50 mM 

Na2HPO4.12H2O 30 µM 

FeSO4.7H2O 1µM 

MnCl2.4H2O 0,1 µM 

Na2EDTA.2H2O 10 µM 

Tiamina.HCl 0,59 µM * 

Biotina 4,10 nM * 

Cianocobalamina 1,0 nM * 

* Concentração equivalente a 50% em relação à composição original proposta por Edwards 

(1970). 
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Liberação e germinação carpósporos e desenvolvimento de plântulas  

 Gametófitos femininos, de O. secundiramea, com cistocarpos foram seccionados 

(segmentos de 2 cm) e limpos. Posteriormente estes segmentos foram colocados sobre 

lâminas de vidro (2,5 x 2,5 cm) que estavam dentro de placas de Petri, com 15 mL de água do 

mar esterilizada (salinidade 32 ups e pH 8,0), enriquecida com solução de von Stosch  50% 

(VSES/2), 24 ± 2 °C, irradiância de 10 ± 5 µmol fótons m-2 s-1, fornecida por lâmpadas 

fluorescentes brancas frias com 14:10 h de luz:escuro (L:E). Foram realizadas observações 

diárias para verificar se houve liberação de carpósporos. Após esta etapa, os carpósporos 

recém liberados foram observados em microscopia óptica e obtidas imagens com câmera 

digital AxioCam ERcS5 acoplada ao microscópio trinocular Primo Star (Carl Zeiss, 

Alemanha), sendo realizada medição do diâmetro dos caspósporos (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 condições descritas 

anteriormente, sendo realizada a observação diária do padrão de germinação do esporo e do 

desenvolvimento dos germinantes. 

 

Isolamento e propagação de segmentos apicais  

 A partir dos gametófitos femininos sem estruturas reprodutivas de O. secundiramea 

foram isolados segmentos apicais com 2 cm. Para o inicio do processo de cultivo foram 

utilizados com três 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 laboratório geraram 

uma condição de estresse para a espécie, acarretando na perda de vários talos. Desta forma, os 

segmentos apicais selecionados foram mantidos por duas semanas no laboratório de cultura 
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(condições descritas anteriormente) e sob baixos níveis de irradiância (10 ± 5 µmol de 

fótons.m-2.s-1), para a sua aclimatação as condições em laboratório. 

 Após esse período, os segmentos apicais apresentaram baixa taxa de crescimento e 

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

1

2

3

4

5

 

Figura 12 - Segmento apical de O. secundiramea após duas semanas de cultivo em 
laboratório em meio VSES/2,  de 24 ± 2 °C, irradiância de 10 ± 5 µmol fótons m-2 s-1 e 
fotoperíodo 14:10 h luz:escuro (L:E). Apresentando as algas epífitas: 1 - Acrochaetium sp., 2 
- Erythrotrichia  sp., 3 - Ulva sp., 4 - Sahlingia sp e 5 - biomassa crescida de O. 

secundiramea. 

  

 Devido à baixa taxa de crescimento observado e o elevado grau de contaminação por 

epífitas, optou-se por primeiramente realizar experimentos visando determinar a melhor 

condição de cultivo para a espécie O. secundiramea com a promoção do crescimento da 

macroalga associado ao menor desenvolvimento de contaminantes, para posteriormente 

aplicar os protocolos de descontaminação 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 soluções de nutrientes 

 Para determinar a melhor condição para obtenção de biomassa e com o menor 

desenvolvimento de epífitas contaminantes em segmentos apicais de O. secundiramea foram 

avaliadas as soluções de nutrientes de von Stosch (VSES) (Edwards, 1970) e de  Provasoli 

(PES) (Provasoli, 1968), sem adição do tampão tris(hidroximetil)-aminometano. O 

experimento foi realizado utilizando as concentrações de 100% e 50% das duas soluções 

totalizando quatro tratamentos: VSES, VSES/2, PES e PES/2. Cada tratamento foi testado 

com 3 repetições simultâneas (n = 3) e cada repetição continha três segmentos apicais em 80 

mL de meio de cultura. 

 

Experimento de cultura em diferentes níveis de irradiância  

 O segundo experimento utilizou o meio de cultura selecionado no experimento 

anterior e avaliou quatro níveis de irradiância de 10, 30, 50 e 70 ± 5 µmol fótons m-2 s-1 nas 

mesmas condições de cultivo descritas anteriormente. Cada tratamento foi testado com 3 

repetições simultâneas (n=3) e cada repetição continha três segmentos apicais (150 mg) em 80 

mL de meio de cultura. 

 

Experimento de culturas com e sem aeração  

 Posteriormente à determinação das melhores condições de luz e de nutrientes, foi 

investigada a influência da aeração com ar úmido, no crescimento dessa alga.  Para tanto foi 

utilizado um compressor de ar BOYU® (0,5 L.min-1), que introduziu ar em um Kitassato 

contendo água destilada. Em seguida o ar úmido 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 repetições simultâneas (n=3) e 

cada repetição continha três segmentos apicais em 150 mL de meio de cultura. 

 

Aplicação do protocolo de descontaminação  

 Após a investigação das condições ideais para o crescimento de O. secundiramea, em 

laboratório, foi realizada a aplicação do protocolo para descontaminação descrito por 

Fernandes et al. (2011) com modificações. O tratamento consistiu na limpeza dos talos com 

papel toalha, seguido exposição por 20 segundos a solução de 1% cloro ativo e 5% de 

detergente, isento de fosfato, em água do mar esterilizada, seguido de posterior agitação em 

água destilada por 10 segundos e limpeza em papel toalha. O processo foi repetido 

semanalmente até a obtenção de culturas unialgáceas. 

 Para todos os tratamentos foi realizado o acompanhamento fotográfico semanal em 

estereomicroscópio Zeiss Stemi 200c trinocular e obtidas imagens com câmera digital 

AxioCam ERcS5 Primo Star, acoplada ao estereomicroscópio (Carl Zeiss, Alemanha), as 

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

 

Análise dos experimentos 

 O crescimento dos ápices foi determinado por meio da medição semanal da biomassa 

fresca nos mesmos intervalos de renovação do meio de cultura. As taxas de crescimento 

foram calculadas como [ln (Bf.Bo-1). t-1], onde Bo é a biomassa fresca inicial, Bf é a biomassa 

fresca após 21 dias que correspondeu ao período experimental. 

Para todos os tratamentos foi realizado o acompanhamento fotográfico semanal em 

estereomicroscópio Zeiss Stemi 200c trinocular e obtidas imagens com câmera digital 

AxioCam ERcS5 Primo Star, acoplada ao estereomicroscópio (Carl Zeiss, Alemanha), com 

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

 Os isolados do fungo Colletotrichum gloeosporioides Penz. & Sacc (antracnose do 

mamão, IB Col. 48) e Colletotrichum lagenarium Ellis & Halst (antracnose das curcubitáceas, 

IB Col. 19) foram obtidos em parceria com o Instituto Biológico de São Paulo por meio da 

Micoteca de Fungos fitopatogênicos "Mário Barreto Figueiredo". O fungo Cladosporium 

sphaerospermum (Penz.) IBt nº SPC 491  foi obtido de culturas mantidas no Núcleo de 

Pesquisa em Fisiologia e Bioquímica do Instituto de Botânica de São Paulo, cedidos pela Dra. 

Maria Cláudia Marx Young. 

 As matrizes do fungo foram cultivadas (figura 13) em meio BDA (batata, dextrose e 

ágar) (Difco). Os fungos foram repicados por meio de retirada de discos de 5 cm de diâmetro 

e inoculados em placas contendo meio de cultura estéril. Estas placas foram incubadas 

posteriormente em uma estufa sem fotoperíodo a uma temperatura de 27ºC ± 2ºC durante uma 

semana, tempo suficiente para a colonização de toda área da placa contendo o meio de 

cultura.  

 

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

gloeosporioides. 

  

 A partir destas colônias, foi realizada a extração de conídios por meio da raspagem do 

micélio com auxilio de alça de platina e dissolução em água destilada, sendo realizada uma 

agitação mecânica para que os esporos fossem liberados do micélio com posterior filtragem 
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em gaze estéril. Essa suspensão filtrada teve a concentração avaliada por contagem em 

câmara de Neubauer (figura 14) com unidade expressa em conídios.mL-1 e conservadas pelo 

método de Castellani (1939). 

 

Figura 14 - Conídios do fungo Colletotrichum lagenarium (A) e Colletotrichum 

gloeosporioides (B) analisados em câmara 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 antifúngica produzidos pelas 

espécies estudadas, sendo polissacarídeos, esteróis e gliceróis 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 

fisiológicas (carboidratos solúveis totais, pigmentos, proteínas e taxa de crescimento) das 

linhagens de H. musciformis e ao tratamento com enriquecimento com CO2 enquanto que para 

O. secundiramea foi avaliada a resposta a adição de bromo no meio de cultura. 

 Todos os experimentos de cultivos em biorreatores foram realizados com culturas 

unialgáceas no Laboratório de Cultura de Algas "Marilza Cordeiro Marino" do Núcleo 

Pesquisa em Ficologia, Instituto de Botânica nas seguintes condições: irradiância de 90 ± 10 

µmol de fótons.m-2.s-1, meio VSES/2, temperatura média de 23 ± 2 ºC, fotoperíodo de 14 h, 
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salinidade 30-32 ups, pH 8,0. Todo experimento foi realizado com água 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 útil, dispostos em suportes de sustentação e tampas de aço inox apresentando anel de 

vedação tipo “O-Ring”.  

 O sistema possui entradas para sensores de temperatura (Tecnal), pH, oxigênio 

dissolvido e CO2 dissolvido (Metter Toleto) conectados a um sistema de controle e aquisição 

de dados (Tecbio-soft, Tecnal). Foi realizada a aeração por meio de um compressor (TEC-Bio 

AI) que borbulha ar esterilizado (filtro HEPA-VENT 0,3 µm Whatman) em água destilada 

que em seguida é direcionado aos biorreatores por meio de mangueiras de silicone ligadas a 

um manifold com controle de vazão regulada por um rotâmetro para 0,5 L ar.min-1 (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 início dos experimentos. O sistema completo é apresentado na figura 15. 
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Figura 15 - Estrutura do modelo TE-BIT-E3 (TECNAL®), A – Sistema de aquisição dos 
dados; B – Sistema de controle; C – Compressor para injeção de ar no sistema; D – Estrutura 
para filtragem e umidificação do ar; E – Sistema dos vasos de cultura, as macroalgas e os 
sensores. 

 

4.2.1. Efeito do enriquecimento com CO2 nas linhagens pigmentares de H. 

musciformis 

 Os experimentos com as duas linhagens de H. musciformis foram realizados com a 

inserção do gás, proveniente de cilindro contendo 100% de CO2 no meio de cultura em uma 

entrada independente da aeração por ar. A vazão do CO2 foi ajustada por meio de um 

rotâmetro específico para gás carbônico para 2 mL.min-1, resultando na concentração média 

de CO2 de 5,5 mg.L-1 no tratamento, enquanto que a condição controle apresentou (aeração 

com ar úmido) apresentou  0,5 mg.L-1 de CO2 dissolvido. Os demais parâmetros monitorados 

pelos sensores do sistema do biorreator foram apresentados na figura 16. A duração do 

experimento por 21 dias foi utilizada devido a observação em cultivos anteriores realizados 

no mesmo sistema, a linhagem MA apresentou o desenvolvimento de estruturas reprodutivas 

após este período, o que reduziu o crescimento da alga. Cada tratamento (com ou sem adição 
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de CO2) foi testado com 3 repetições simultâneas (n=3) e cada repetição continha uma 

biomassa inicial de 2,5 g em 1,8 L de meio de cultura. 

 

Figura 16 - Médias diárias das concentrações de CO2 e O2 dissolvido (mg.L-1)  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 condições 
controle (aeração com ar úmido) e o tratamento (ar úmido + 2 mL.min-1  de CO2). Barras 
indicam desvio padrão das medições diárias (registradas a cada 4 minutos) ao longo dos 21 
dias de experimento. 

  

 Os cálculos de O2 e CO2 dissolvidos em mg.L-1 foram realizados usando os valores de 

concentração em (%) no meio de cultura obtidos no biorreator e as pressões de vapor da água 

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

equações a seguir: 
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p gás = (P° - p H2O(mar))*[C gás] (Equação 1) 
Onde:  
p gás = pressão parcial do gás (atm); 
P° = pressão atmosférica (atm); 
p H2Omar = pressão de vapor da água do 
mar (atm); 
[C gás] = Concentração dos gases em (%) 
fornecida pelos sensores do biorreator. 

[Gás (aquoso)] = KH * p gás (Equação 2) 
Onde:  
[Gás (aquoso)] = Concentração do gás 
dissolvido (mol.L-1); 
KH = Constante de Henry CO2 = 3,38.10

-2 

 mol.L-1 e O2 = 1,28.10
-3 mol.L-1; 

p gás = pressão parcial do gás (atm) obtido 
para cada um dos gases na equação 1. 

  

 A conversão para mg.L-1 foi realizada pela multiplicação da [Gás(aquoso)]  pela massa 

molecular de cada uns dos gases. Os demais parâmetros monitorados durante o experimento 

foram obtidos diretamente dos registros gerados pelos sensores. 

 

Variáveis analisadas  

Taxa de crescimento 

 A massa da matéria fresca dos talos cultivados nos diferentes tratamentos foi 

determinada semanalmente, durante três semanas, utilizando uma balança analítica. Antes da 

pesagem, o excesso de água foi retirado utilizando papel absorvente. As taxas de crescimento 

(TC) foram calculadas utilizando-se a equação TC= [ln (Bf.Bo-1). t-1]. Adicionalmente, foram 

determinadas as curvas de crescimento de biomassa fresca em (%) para as duas linhagens em 

resposta ao enriquecimento com CO2. 

 

Extração e quantificação dos pigmentos fotossintetizantes 

 A extração de pigmentos fotossintetizantes foi realizada pela trituração de 80mg de 

massa fresca em nitrogênio líquido de amostras de cada repetição (n=3). Ao material triturado 

foi adicionado1 mL de tampão fosfato 50 mM, pH 5,5 e temperatura de 4 ºC. A solução foi 

centrifugada por 20 minutos a 14000 g a 4 ºC. O sobrenadante, contendo as ficobiliproteínas, 

foi mantido no escuro em eppendorfs, para posterior leitura em espectrofotômetro.  
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 O sedimento foi ressuspendido em acetona 90% para obter um homogeneizado e foi 

centrifugado a 12000 g a 4 ºC, durante 15 minutos. O sobrenadante (contendo a clorofila a) 

foi transferido para eppendorfs e mantido no escuro até a leitura em espectrofotômetro. As 

concentrações das ficobiliproteínas e da clorofila a foram determinadas pelas equações de 

Kursar et al. (1983) e Jeffrey & Humphrey (1975), respectivamente, e estão representadas na 

tabela 2.  

 

Tabela 2 - Equações utilizadas para quantificar as concentrações de ficobiliproteínas e  
clorofila a (em µg.mL-1) segundo Kursar et al (1983) e Jeffrey & Humphrey (1975),  
respectivamente.  

Pigmento Equação 

Aloficocianina - AFC AFC = 181,3. A651 – 22,3. A614 

Ficocianina - FC FC = 151,1. A614 – 99,1. A651 

Ficoeritrina - FE FE =155,8. A498, 5 – 40,0. A614 – 10,5. A651 

Clorofila a - Cl a Cl a = 11.85 A664 –1.54 A647 –0.08 A630 
A498,5 = Valor da absorbância no comprimento de onda de 498,5 nm; A614 = Valor da 
absorbância no comprimento de onda de 614 nm; A630 =Valor da absorbância no 
comprimento de onda de 630 nm; A647 = Valor da absorbância no comprimento de onda de 
647 nm; A651 = Valor da absorbância no comprimento de onda de 651nm.  
 

 Os valores obtidos em µg.mL-1 foram convertidos para mg de pigmento por g de 

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

 

Extração e quantificação das proteínas solúveis totais  

 A extração de proteínas foi realizada através da trituração de 80 mg de biomassa fresca  

em nitrogênio líquido de amostras de cada repetição (n=3). O material triturado foi suspenso 

em um tampão de extração (0,2 M tampão fosfato, pH 8,5 mM EDTA; 1 mM DTT) na 

proporção de 0,1 g.mL-1 de massa fresca de alga por tampão. A solução foi centrifugada por 

15 minutos a 12000 g e 4 ºC. O conteúdo de proteína solúvel total foi determinado por 

espectrofotômetro a 595 nm, após a adição da solução de Coomassie Blue (Bio-Rad), segundo 
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o método de Bradford (1976). A curva padrão (figura 17) de BSA (albumina sérica bovina) 

foi utilizada para determinar as concentrações das proteínas solúveis totais. 

 

 

Figura 17 - Curva padrão da absorbância para diferentes concentrações de (albumina sérica 
bovina) com a equação para determinação das proteínas solúveis totais no talo das algas. 

 

Extração e quantificação dos açúcares solúveis totais  

 Amostras de 300 mg de massa fresca de cada repetição (n=3)  do controle e do 

tratamento foram trituradas em nitrogênio líquido, e em seguida suspendidos e fervidos em3 

mL de etanol 80% por 5 minutos para inativação enzimática. Após esse processo, o material 

foi centrifugado a 5.000 g por 15 minutos, onde o sobrenadante foi separado, adicionou-se 

mais3 mL de álcool 80% ao precipitado aquecido em banho-maria por 30 minutos a60°C e a 

centrifugação foi repetida. O extrato alcoólico obtido foi concentrado por evaporação a baixa 

temperatura sob vácuo. Após a remoção do solvente, o extrato resultante foi congelado até a 

análise. O extrato seco foi ressuspendido em 3 mL de água deionizada e utilizado na  

determinação dos açúcares solúveis totais por leitura a 490 nm em espectrofotômetro, após 
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reação com fenol e ácido sulfúrico (Dubois et al. 1956) e comparação com curva padrão de 

glicose (figura 18). 

 

 

Figura 18- Curva padrão da absorbância para diferentes concentrações de glicose com a 
equação para determinação dos açúcares solúveis totais no talo das algas. 

 

Análise dos compostos com atividade antifúngica  

 A biomassa que não foi utilizada nas avaliações fisiológicas foi empregada para 

confecção dos extratos bioativos utilizados para avaliar a resposta do enriquecimento com 

CO2 na composição química e na bioatividade dos metabólitos com potencial antifúngico das 

linhagens de H. musciformis. Os resultados desse item serão apresentados juntamente com os 

do tópico Extração, determinação e purificação 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 água do mar esterilizadas 
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e VSES/2. Como condição controle, foi utilizada água do mar esterilizada meio VSES/2, com 

a quantidade natural de bromo disponível, enquanto o tratamento testado correspondeu a 

adição de 200 mg.L-1 no tempo zero e pulsos semanais de 100 mg.L-1 de KBr. Cada 

tratamento (com e sem adição de KBr) foi testado com 3 repetições simultâneas (n=3) e cada 

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

 A concentração testada foi selecionada com base no estudo de Paradas et al. (2010) 

que verificou o  aumento na formação 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 configurações descritas para os 

experimentos com as linhagens de H. musciformis. No entanto, não foi adicionado CO2 e o 

único parâmetro testado entre o controle e o tratamento foi o enriquecimento com bromo. A 

seguir são apresentados os dados dos sensores para os 21 dias de experimento com O. 

secundiramea (figura 19). 



42 

 

 

Figura 19 - Médias diárias das concentrações de CO2 e O2 dissolvido (mg.L-1)  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 condições controle (50 mg.L-1) e o tratamento (250 mg.L-1 e 
adições semanais de 100 mg.L-1) de KBr. Barras indicam desvio padrão das medições diárias 
(registradas a cada 4 minutos) ao longo dos 21 dias de experimento. 

 

Variáveis analisadas  

 Foram avaliadas as mesmas variáveis já descritas para os experimentos com as 

linhagens pigmentares de H. musciformis: taxa de crescimento, pigmentos fotossintetizantes, 

proteínas solúveis totais, carboidratos solúveis totais e os compostos com atividade 

antifúngica. 



43 

 

 Especificamente, no cultivo da espécie O. secundiramea foram avaliadas 

semanalmente a absorção do bromo no meio e a sua incorporação no talo da alga no controle 

(sem adição de KBr ao meio) e no tratamento (com adição de KBr ao meio), após 21 dias de 

cultura. Avaliou-se também a quantidade da enzima bromoperoxidase responsável pela 

incorporação do bromo nas moléculas orgânicas da alga. 

 

Análise da remoção do bromo no meio e sua incorporação nos talos de O. secundiramea 

 A quantificação do bromo no meio foi realizada por método colorimétrico (Saenger, 

1972), baseado na reação de 5,0 mL H2SO4 (16 N), 5,0 mL de clorofórmio e 1,5 mL 

cloramina T (Sigma) (15 g.L-1) e 20,0 mL de soluções com concentrações conhecidas de KBr, 

curva padrão nas concentrações de 0 a 600 mg.L-1 em água destilada. Esta mistura foi agitada 

vigorosamente e após separação em funil de destilação a fase de clorofórmio foi utilizada para 

a análise espectrofotométrica com leituras a 400 nm (figura 20). 

 

 

Figura 20- Curva padrão da absorbância para diferentes concentrações de KBr com a equação 
para determinação de bromo no meio de cultura e no talo de O. secundiramea. 
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 Para a determinação da concentração de bromo na água do mar foi realizado o mesmo 

procedimento para curva padrão, substituindo os 20 mL das soluções de KBr pelo mesmo 

volume de água do mar.  

 A água do mar utilizada no experimento de cultura antes do processo de esterilização 

apresentava 58 mg.L-1  de bromo dissolvido, similar ao observado por Saenger (1972) para 

diferentes locais de coleta. O processo de esterilização reduziu o valor para 52 mg.L-1, que foi 

considerado como controle para o experimento. Para o tratamento foram adicionados 200 

mg.L-1 KBr na água do mar esterilizada e feita a análise que determinou o valor final de 250 

mg.L-1.    

 Antes do início do experimento foram realizadas a análises semanais da concentração 

de bromo, ao longo de 21 dias, nas condições controle (água do mar estéril) e tratamento 

(água do mar estéril enriquecida com 200 mg.L-1) sem a presença da macroalga. Nesta pré-

análise foi verificada ausência de alterações significativas na concentração do bromo 

dissolvido durante o período experimental (figura 21). Para este teste foi realizada uma Anova 

unifatorial entre as concentrações de bromo medidas nos intervalos semanais. 

 

Figura 21 - Concentração de bromo (mg.L-1) no meio de cultura durante 21 dias, sem a 
presença de O. secundiramea nos frascos, mantidos nas seguintes condições: irradiância de 60 
µmol fótons m−2 s−1, temperatura de  23 ± 2 ºC, salinidade de 33 ups e fotoperíodo 14:10 
(L:E). Os valores correspondem à média ± desvio padrão (n=3). 
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 No experimento de cultivo com a macroalga O. secundiramea, nos biorreatores, foi 

realizado análise do bromo dissolvido semanalmente para meio de cultura do controle e do 

tratamento, determinado, desta forma, a remoção pela macroalga do bromo dissolvido do 

meio de cultura.  

 Para determinação do conteúdo de bromo no talo de O. secundiramea foi utilizado 100 

mg de massa fresca das condições controle e tratamento (n = 3) após 21 dias de cultivo. Os 

talos foram enxaguados duas vezes em água destilada e secas em estufa a 65 °C durante 24 

horas, em seguida, foram triturados e o pó foi depositado em cadinhos de porcelana, ao qual 

foram adicionados 10 mL Na2CO3 a 10%. Este sal foi adicionado para evitar a volatilização 

do bromo durante a incineração em mufla a 440 °C por 8 horas. As cinzas obtidas foram 

suspendidas em 5 mL de água destilada, e em seguida filtradas utilizando filtros de papel 

Whatman No. 541. O material foi lavado repetidamente com água destilada até o volume final 

de 20 mL. Estas soluções foram tratadas como soluções de KBr. 

 

Quantificação da enzima bromoperoxidase nos talos de O. secundiramea  

 A quantificação da enzima bromoperoxidase foi realizada pelo método e fórmulas 

padronizados para a espécie O. secundiramea (Rorrer et al. 2001). Foram utilizados 100 mg 

dos talos de O. secundiramea de cada repetição (n = 3) coletados após 21 dias de 

experimento. O material foi imediatamente triturado em nitrogênio liquido e suspendido em 

tampão fosfato 50 mM KH2PO4 contendo 25 mM H2O2, com pH  ajustado para 6,0 com 

adição de  NaOH 50% (v/v). O peróxido de hidrogênio foi adicionado para proteger a 

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

 O extrato obtido ficou em repouso por 15 minutos para decantação do material 

particulado, e o sobrenadante límpido foi imediatamente utilizado para a determinação da 

bromoperoxidase. A medição da atividade bromoperoxidase (BPO) baseia-se na bromação do 
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substrato monoclorodimedone (1,1-dimetil-4-cloro-3,3-ciclohexanodiona, MCD) com Br em 

presença de H2O2. A reação ocorre com a bromação da forma enólica de MCD na posição C-4 

(figura 22) (Butler &Walker, 1993). A perda da ligação dupla resulta na diminuição na 

absorbância em 290 nm. 

 

Figura 22- Esquema da bromação do MCD na forma enólica em meio contento BrPO 
(bromoperoxidase) e H2O2. Ocorrendo a quebra dupla ligação gerando o MCD-Br com 
redução da absorbância a 290 nm. 

  

 O meio reacional foi composto por 0,025 mL de uma solução 1,0 mM de MCD 

(Sigma cat. No. M4362), 0,30 mL de uma solução de 100 mM de H2O2 e 2,60 mL de solução 

KBr 50 mM, dissolvidos em tampão KH2PO4 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 absorbância foi medida a 290 nm em um 

espectrofotômetro (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 reação 

determinação da atividade da enzima bromoperoxidase curva de decréscimo da  absorbância a 

290 nm, registrada a uma velocidade de 60 pontos.min-1 durante 2 min.  

 Paralelamente, foi realizado o padrão contendo 0,10 mL de uma solução 1,25 U mL-1 

de bromoperoxidase purificada disponível comercialmente e isolada de Corallina officinalis 

Linnaeus (Rhodophyta, Corallinales) (Cat. B2170, lote n° 105H38993, Sigma), que foi 

adicionada à cubeta  para determinar a curva de atividade da enzima. 
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 A redução da absorbância promovida pela adição do bromo ao MCD em um intervalo 

de tempo é utilizada para determinar o número de unidades de bromoperoxidase existentes no 

extrato da macroalga. Portanto, a unidade de enzima é definida como a quantidade que 

catalisa a conversão de 1,0 micromole de mono - clorodimedon (MCD) a mono - 

bromoclorodimedon (MCD-Br) por minuto no pH 6,4 e a 25 °C (nmol MCD mL -1.min-1), 

denominada como R0 e calculada de acordo com a equação:  

 

 

 (Equação 3) 

Onde:   

l = passo óptico da cubeta 1 cm 

εMCD = Absorção constante do MCD a 290 nm; 

∆A290 = Variação da absorbância da amostra a 290 nm; 

∆t = Tempo de leitura em minutos 

  

 O R0 foi utilizado juntamente com a concentração inicial de MCD (C0) no meio de 

reação (0,09 µM) e com a constante de saturação do MCD (Ks em nmol MCD.mL-1) para 

calcular a taxa de conversão máxima (Rmax na unidade  nmol MCD.mL-1.min-1) do MCD a 

MCD-Br a partir da derivação da equação 4: 

 

 

(Equação 4) 

  

 Em seguida foi determinada a atividade específica máxima da bromoperoxidase (R’max 

da unidade de enzima por grama de massa seca da alga). A massa seca (MS) foi determinada 

para três talos de 0,2 g que foram secos em estufa a 80 ºC e monitorados diariamente até 

atingir massa constante, resultando em 18,95% da massa fresca inicial. Na determinação da 
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R’max foi utilizado o Rmax, o volume de reação da cubeta do espectrofotômetro (VR), o volume 

total de tampão usado para obter o extrato bruto de 100 mg da alga (VC) e o volume da 

alíquota desse extrato utilizado para análise (VA), conforme o apresentado na equação 5: 

 

(Equação 5) 

 O valor de Rmax foi utilizado para determinação da constante de conversão do MCD 

(K0 na unidade MCD µg-1 enzima.min-1) adotando como base a concentração equivalente em 

proteína (e0 na unidade µg.mL-1) para a bromoperoxidase comercial verificada pela 

quantificação das proteínas solúveis totais (Bradford, 1976). O cálculo foi realizado de acordo 

com a equação 6: 

 

 

(Equação 6) 

  

 O valor de e0 fornece a informação da quantidade de proteína total na fração purificada 

de bromoperoxidase. Este valor não é conhecido para o extrato obtido para O. secundiramea 

que pode ser estimado por meio da  K0 da enzima purificada e o R’max determinado para 

extrato da alga. Desta forma a concentração específica da bromoperoxidase (E0 na unidade µg 

de proteína da bromoperoxidase por grama de massa seca de O. secundiramea) é determinada 

pela equação 7:  

 

 

(Equação 7) 
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 A análise do decaimento da absorbância do MCD convertido a MCD-Br pelo extrato 

contendo a bromoperoxidase, permitiu determinar a atividade e a concentração específica da 

enzima, verificando, dessa forma, a influência do enriquecimento com KBr neste passo da 

síntese dos compostos bioativos em culturas de O. secundiramea. 

 

Análise dos compostos com atividade antifúngica  

 A biomassa não utilizada nas avaliações fisiológicas foi empregada para a obtenção 

dos extratos bioativos utilizados para avaliar a resposta do enriquecimento com bromo na 

composição química e na bioatividade dos metabolitos com potencial antifúngico de O. 

secundiramea. Os resultados desse item serão apresentados juntamente com os do tópico 

Extração, determinação e purificação dos compostos bioativos (Item 4.3). 

 

4.3. Extração, fracionamento e determinação dos compostos bioativos 

 Neste tópico, será abordado o processo de obtenção dos extratos bioativos, a obtenção 

de frações por técnicas de fracionamento guiado das substâncias com atividade antifúngica e a 

identificação dos compostos bioativos.  

 Todas as análises descritas neste tópico foram realizadas com extratos provenientes de 

biomassa das linhagens de H. musciformis cultivadas em laboratório e de O. secundiramea 

coletada na natureza. Foi realizada, ainda, uma análise comparativa do perfil químico dos 

extratos provenientes da biomassa das algas cultivadas em biorreatores em resposta a 

diferentes concentrações de CO2 (linhagens de H. musciformis) e de bromo adicionado ao 

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

 Os gametófitos femininos de O. secundiramea foram coletados em setembro de 2010, 

na Ponta da Baleia-ES (20°15’54”S e 40°11’20”W), e uma parte do material foi depositada no 

herbário de São Paulo, sob o número SP401694.  

 Os extratos empregados no isolamento de substâncias antifúngicas e testes de 

bioatividade foram obtidos a partir de algas frescas, segundo o protocolo estabelecido por 

Machado (2008). A extração foi realizada por incubação durante 07 dias, com a mistura de 

solventes diclorometano (DCM): metanol (MeOH) (2:1) (v/v), na proporção de 1 g da 

macroalga para 10 mL da mistura de solventes. Os extratos foram concentrados a vácuo, a 

baixa temperatura e pesados para a determinação do rendimento (%) do processo de extração. 

 Com relação às linhagens de H. musciformis, seus extratos foram obtidos a partir de 

biomassa resultante de cultivo realizado em 2011 e foram empregados na investigação (1) dos 

efeitos de diferentes métodos de processamento da biomassa, no perfil cromatográfico obtido 

por CG/EM e também (2) na atividade antifúngica.  

Já os extratos provenientes das biomassas obtidas no cultivo em biorreatores, em 

diferentes concentrações de CO2, realizado em 2013, foram empregados no (1) fracionamento 

guiado e na caracterização de compostos bioativos e também no (2) para avaliar efeito do 

enriquecimento com CO2 no perfil cromatográficos desses mesmos extratos. 

Todos os cultivos de linhagens de H. musciformis e as subseqüentes extrações 

realizadas com sua biomassa estão apresentados na figura 23. 
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Figura 23- Fluxograma de obtenção 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 

caracterização de substâncias antifúngicas e também à (2) avaliação quantitativa de seu 

potencial antifúngico. 

Uma parte dos espécimes de O. secundiramea (SP401695),  coletados em fevereiro de 

2011, foi destinada ao cultivo em biorreator, para avaliar da influência do bromo dissolvido 

no meio sobre o  composição química de seu respectivo extrato e outra parte foi empregada na 

determinação da influência de diferentes tratamentos sobre o perfil químico e a atividade 

antifúngica dos extratos provenientes dessa biomassa.  

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

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

 

Avaliação da influência de tratamentos da biomassa das linhagens de H. musciformis e 

O. secundiramea na composição química, 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 repetições com 3 g). O primeiro lote foi 

submetido à extração, sem qualquer tratamento; o segundo, foi congelado em nitrogênio 

líquido e em seguida liofilizado e o terceiro, foi seco em estufa a 50 °C, até atingir massa 

constante (24 h).  

Após esses procedimentos, todos os lotes foram submetidos à extração, conforme 

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

 

 Todos os extratos foram submetidos à análise química e à prospecção de atividade 

antifúngica, sendo abordados tanto os aspectos qualitativos quanto os quantitativos, desses 

ensaios. 

 

4.3.2. Ensaios antifúngicos 

A atividade frente aos fungos fitopatogênicos Cladosporium sphaerospermum e 

Colletotrichum lagenarium foi avaliada pela técnica da bioautografia (realizada em 

cromatoplacas de alumínio, cobertas com gel de sílica (20x20 cm, 0,20 mm, 60GF254, 

E.Merck). Esses dois fungos foram selecionados por apresentarem elevada produção de 
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esporos e coloração escura. Para o fungo Colletotrichum gloeosporioides, que apresenta nível 

de esporulação menor e esporos de cor clara, foi determinada a concentração inibitória 

mínima, pelo método de difusão em ágar. 

Estudos realizados por Machado et al. (2014, 2013, 2011) mostraram que o potencial 

antifúngico dos extratos de H. musciformis é inferior aos de O. secundiramea, motivo pelo 

qual, nas análises realizadas com suas linhagens, foram utilizados extratos com concentrações 

mais elevadas. 

 Por fim, para a avaliação do efeito inibitório sobre o desenvolvimento da antracnose 

do mamão na pós-colheita e também para observar sua influência sobre o amadurecimento 

desses frutos, sobre a superfície destes, foi aplicado um biofilme à base de amido de milho, 

contendo substâncias isoladas das macroalgas. 

 

4.3.2.1. Avaliação qualitativa e quantitativa da atividade antifúngica pelo 

método de bioautografia  

 Este ensaio consiste na aplicação de alíquotas de 10 µL de solução, contendo 500 µg 

dos extratos das linhagens de H. musciformis e 100 µg dos extratos de O. secundiramea, a 

placas de gel de Sílica (cromatoplacas de alumínio, 20x20 cm, 0,20 mm, 60GF254, E.Merck), 

que foram desenvolvidas nas fases móveis DCM/MeOH, 99:1, v/v, para O. secundiramea e 

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

Após o desenvolvimento dos cromatogramas, as placas foram secas em capela, em 

corrente de ar e nebulizadas com suspensão de glicose e sais (6:1) contendo esporos dos 

fungos, na concentração de 108 esporos.mL-1. A seguir, as placas foram incubadas em câmara 

úmida a 28 ± 2 ºC, por 48 h, no caso de C. sphaerospermum e por 120 h, no caso de C. 

lagenarium.  

 Após o período de incubação, as placas foram avaliadas quanto à formação de 

manchas claras sobre o fundo escuro, que são indicativas da presença de substâncias com 
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atividade antifúngica. Também foram anotados os seus Rfs (Fator de Retenção = razão entre a 

distância da mancha ao ponto de partida e a distância total percorrida pela fase móvel) e suas 

intensidades foram avaliadas. 

 Nesta análise, foi determinado o limite de detecção da atividade antifúngica (LD), pelo 

método da bioautografia. Para tanto, alíquotas contendo 200, 100, 50, 25, 10 µg de cada 

extrato das linhagens de H. musciformis e 50, 25, 10, 5 e 1 µg, de extrato de O. secundiramea 

foram submetidas aos mesmos procedimentos descritos anteriormente, quanto à aplicação dos 

fungos e incubação das placas. Quando necessário, foram testadas concentrações superiores e 

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

 

4.3.3. Fracionamento guiado dos compostos com atividade antifúngica por 

cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) 

 Porções de 100 mg dos extratos de cada macroalga foram, separadamente, aplicados a 

placas cromatográficas  preparativas (20x20 cm, 1,50 mm, 60GF254, E.Merck), que foram 

desenvolvidas em DCM/MeOH 95:5, v/v, no caso de H. musciformis, e em DCM/MeOH 

99:1, v/v,  para O. secundiramea. 

Após 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 substâncias com atividade antifúngica, foram demarcadas as áreas a serem retiradas 

das placas, por conterem as substâncias de interesse. 

 Cada um desses materiais retirado das placas foi, separadamente, submetido à extração 

(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 

diâmetro 13 mm); o filtrado foi evaporado em corrente de ar, à temperatura ambiente e 

denominado fração bioativa da CCD (FBCCD). O material seco foi pesado e estocado a -20 °C 
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para a realização de análises posteriores. O rendimento do processo de purificação foi 

determinado. 

 

4.3.4. Purificação e caracterização dos metabolitos dos extratos e frações 

bioativas das macroalgas 

Devido às diferenças observadas na intensidade da atividade biológica e no 

rendimento do processo de fracionamento bioguiado, as frações FBCCD resultantes do extrato 

de O. secundiramea e as resultantes dos extratos das linhagens de H. musciformis foram 

submetidas a diferentes processos de purificação. 

 Para facilitar o acompanhamento da purificação dos compostos ativos, recorreu-se à 

CCD, derivatizada com solução ácida de p-hidroxibenzaldeído, seguida por aquecimento, o 

que leva à formação de manchas azuis, rosadas e roxas indicativas da presença de 

hidrocarbonetos, ácidos graxos e terpenos. 

 

4.3.4.1. Tratamentos realizados para os extratos das linhagens de H. 

musciformis  

Análise 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 à sililação 

(substituição de grupos hidroxila por grupos trimetil-silil, para posterior análise por CG/EM.  

 Para tanto, os extratos tratados com piridina e BSTFA (N,O-

Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida + 1% TMCS (trimetilclorosilano) na proporção 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 µM de espessura da fase estacionária (Supelco). A temperatura 

de injeção foi fixada em 230 °C, a interface em 250 °C e a fonte de íons ajustada em 150 °C. 

Como gás de transporte foi utilizado o Hélio, com fluxo de 1 mL·min-1. 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 análise da 

série de n-alcanos para o cálculo dos índices de Kovats e com bibliografias específicas.  

 

Estudo dos compostos da FBCCD das linhagens de H. musciformis por análise em 

cromatografia liquida de alta eficiência acoplada a espectrômetro de massas de alta 

resolução (CLAE/EM) 

 
 O isolamento dos componentes das FBCCD das linhagens de H. musciformis foi 

realizado em cromatógrafo Shimadzu LC-20, acoplado à coluna de fase reversa Phenomenex 

Luna C-18 (4,6 x 250 mm, 5 µM). A fase móvel foi constituída por - solução aquosa de Ácido 

Fórmico 0,01% (Solvente A) e Metanol 100% (Solvente B) e a eluição 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-1 . As análises no espectrômetro de massas 

Bruker MicroTOF Q-II foram realizadas no modo positivo, calibrado com formiato de sódio, 

com duas aquisições 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 

exatidão das medidas das massas foi calculada como a diferença (erro) entre a massa medida 

(experimental) e a massa teórica, em ppm, segundo a equação (Lanças, 2013): 
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A massa teórica 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 

Purificação por Cromatografia Liquida em Coluna 

  

 A FBCCD proveniente do extrato de O. secundiramea SP401694, coletada em 2010, foi 

submetida à  Cromatografia Liquida em Coluna, sob pressão atmosférica, empregando-se 

como fases estacionárias Sephadex LH-20 (Sigma, 9041-37-6) (I) e gel de sílica (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 

estacionária, cujas dimensões, após o empacotamento foram 78 cm de altura x 1,2 cm 

diâmetro. Sendo em seguida aplicado a FBCCD à coluna, que foi eluída em modo isocrático, 

com a fase móvel Hexano-DCM (4:1) sendo coletados o volume morto (7 mL), 100 frações 

de 1 mL, seguidas de 10  frações de mL. A vazão foi de 0,01 mL⋅s-1. 

 As frações coletadas foram submetidas à CCD em gel de sílica, desenvolvida com a 

fase móvel DCM 100%; os cromatogramas foram avaliados sob luz UV (λ = 254 e 366nm) e 

em seguida, derivatizados com p-hidroxibenzaldeído. As frações que, nestas análises, 

mostraram-se iguais, foram reunidas. 

 

Coluna de Sílica (II) 

 Neste procedimento, foram empregados 17,2 g de sílica como fase estacionária, a qual 

após o empacotamento apresentou dimensões de 38 cm de altura x 1 cm de diâmetro. O modo 

de eluição foi o isocrático e a fase móvel, o Diclorometano; a velocidade de eluição foi de 
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0,006 mL⋅s-1. Os materiais submetidos a este processo foram as frações eluídas do 

procedimento realizado na coluna de Sephadex-LH-20, que, por CCD, mostraram ser 

constituídas por mistura de substâncias, sendo pelo menos uma delas, de interesse. Foram 

coletadas uma fração de 3 mL (volume morto), 90 frações de 1 mL e 10 frações de 10 mL. 

Essas frações foram avaliadas de modo semelhante ao empregado na análise das frações 

obtidas no item anterior.  

 

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

 As análises qualitativa e semi-quantitativa da composição química do extrato, da 

FBCCD e das substâncias isoladas de O. secundiramea foram conduzidas em cromatógrafo 

gasoso acoplado a espectrômetro de massas (CG-EM, QP2010 Plus, Shimadzu, Japão), 

dotado de coluna capilar HP5MS (5% fenil-metilpolisiloxano) 30 m, com espessura de 0,25 

µm e diâmetro 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-1), seguido pela manutenção 

em 260ºC, durante 40 min; o volume de injeção foi 0,1 µL, com split de 1:10 para as frações e 

1:50 para o extrato bruto; o gás de arraste foi o Helio, mantido em fluxo constante de 1 

mL.min-1.  

 O espectrômetro de massas do tipo quadrupolo operou com Ionização eletrônica (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 específicos e dados das 

bibliotecas da NIST 08 e do 08s (National Institute of Standards and Technology), disponíveis 

no banco de dados do equipamento. A partir da área de todos os picos, observados no TIC, 

foram calculadas a somatória da área total e a concentração relativa (%) das substâncias 

presentes nas amostras.  
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Análise das sub-frações obtidas por cromatografia líquida em coluna por ressonância 

magnética nuclear (RMN) 

 Os espectros de RMN 1H e 13C foram registrados em espectrofotômetro DRX-500 

(Bruker), na Central Analítica do Instituto de Química da USP, São Paulo. O Clorofórmio 

deuterado (CDCl3) foi empregadocomo solvente e como padrão interno (δ = 77,24 e 77,0). Os 

deslocamentos químicos (δ) foram medidos partes por milhão (ppm) e o tetrametilsilano 

empregado como referência interna de calibração (δ = 0,00 ppm).  

 A discussão 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 13C e 1H bem como os espectros de COSY 

(correlação homonuclear de identificação do acoplamento de hidrogênios) obtidos na análise 

das sub-frações foram comparados com os previstos para cada monoterpendo halogenado com 

base no “NMR Predict” (Castillo et al. 2011) (Acessado em 06/2014 e disponível em: 

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

  

4.3.5. Efeitos da aplicação do extrato e fração bioativa de O. secundiramea no 

controle da antracnose do mamão: testes in vitro e in vivo  

4.3.5.1. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) in vitro 

para o fungo C. gloeosporioides  

 Para a determinação da CIM foi utilizado o método de diluição no meio BDA. O teste 

foi realizado em placa para microtitulação tipo ELISA de 96 poços, esterilizada por 

tratamento em microondas por três minutos (repetido por vezes) e luz UV por 30 minutos. Em 

cada poço foram aplicados 100 µL de meio BDA (controle negativo), os tratamentos foram 

compostos por meio BDA e os extratos e frações solubilizados primeiramente em 10 µL de 

DCM e em seguida misturado com o BDA a 60 °C (promovendo a remoção do DCM por 

evaporação) nas concentrações finais de 150, 100, 50, 25, 15, 10 e 5  µg.mL-1, adicionalmente 
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foi realizado o controle positivo contendo apenas os 100 µL de BDA e 10 µL de DCM, o 

aspecto inicial (antes da inoculação do fungo) do experimento é apresentado na figura 26. 

 Para a determinação da CIM, foi utilizado o método da diluição em meio BDA. As 

amostras a serem analisadas foram aplicadas à placa para microtitulação, tipo ELISA, 

contendo 96 poços. Foi realizado o processo de esterilização em microondas, por três séries 

de aquecimento durante três minutos, seguidas de exposição à luz UV, por 30 minutos. 

 As amostras foram compostas por 100 µL de meio BDA (controle negativo) aplicados 

previamente aos poços, aos quais eram acrescentados os extratos ou frações solubilizados em 

10 µL de DCM, que eram então submetidas a aquecimento a 60 °C, para promover a mistura 

do material ao meio BDA e a remoção do DCM, por evaporação.  

 As concentrações finais dos materiais testadas foram de 150, 100, 50, 25, 15, 10 e 5  

µg.mL-1. Como controle positivo, foi utilizado amostras contendo 100 µL de BDA e 10 µL de 

DCM. 

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

inoculação do fungo 

 

Figura 26 - Placa de microtitulação tipo ELISA de 96 poços contendo meio BDA e o extrato 
de O. secundiramea nas concentrações de 150, 100, 50, 25, 15, 10, 5 e 0 (apenas o solvente 
DCM)  µg.mL-1. 

 

 O fungo foi inoculado utilizando 5 µL  da suspensão contendo 104 conídios.mL-1 e as 

placas serão incubadas por dois dias com temperatura, ajustada para 28ºC ±2 ºC. O ensaio 

realizado com três repetições avaliando a menor concentração capaz inibe 100% do 

crescimento visual do fungo. 
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4.3.5.2. Avaliação da aplicação in vivo do extrato e da fração de O. 

secundiramea na forma de biofilme em frutos de mamão 

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

primeira etapa consistiu na obtenção e seleção dos frutos, a segunda, no preparo e aplicação 

do biofilme e o terceiro, na avaliação dos parâmetros de qualidade dos frutos, durante o 

período de prateleira. 

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

anteriormente o ensaio de aplicação das substâncias de macroalgas foi realizado apenas para o 

extrato e FBCCD da espécie O. secundiramea. 

 

Obtenção dos frutos  

 Frutos, da cultivar “Sunrise solo” ou Havaí,  foram produzidos nas Fazendas Reunidas 

2 Irmãos, situada na região de Teixeira de Freitas - BA e cedidos pela empresa produtora, 

fornecedora e proprietária do Box Frutas BS LTDA, no CEAGESP. Para garantir a 

homogeneidade visual das amostras e eliminar as unidades que apresentassem ferimentos ou 

manchas, a seleção dos frutos foi feita quando estes ainda estavam totalmente verdes. 

 Os frutos foram transportados para o Instituto de Química da USP, onde foram lavados 

e submetidos a tratamento com solução clorada contendo 100 mg.L-1 de cloro ativo, por 30 

segundos em seguida, os frutos foram secos à temperatura ambiente e armazenados a 15 °C,  

até a realização do experimento.   

 

Preparo e aplicação do biofilme de amido do controle e contendo o extrato e FBCCD de O. 

secundiramea 

 Para a preparação do biofilme de amido, foi utilizada fécula de milho comercial 

aplicada na concentração de 20 mg.mL-1 de amido em água destilada. Esta concentração foi 
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determinada por Santos et al. (2011) como a melhor para aplicação de biofilme de amido no 

período de pós-colheita em frutas. 

 As soluções de amido foram aquecidas até 70ºC sob agitação constante por 15 min 

dando início ao processo de gelificação do amido em água. Esta solução foi deixada em 

repouso até o resfriamento em temperatura ambiente. 

 O extrato e a FBCCD de O. secundiramea foram, separadamente, dissolvidos em 10 µL 

de DCM. Estas soluções resultantes foram adicionados 1 mL de Tween 80 e 9 mL de água 

destilada. Após homogeneização em vórtex, essas soluções foram adicionadas a volumes pré-

determinados da solução de amido, de modo a obter-se a concentração final de 10 µg.mL-1 

dos bioativos, equivalente a CIM determinada, no ensaio antifúngico, frente ao fungo  C. 

gloeosporioides no ensaio in vitro. Nos controles, à solução de amido foram adicionados 

apenas Tween 80 e 10 µL de DCM. 

 Não foram realizados ensaios adicionais para a verificação da influência do biofilme 

na conservação dos mamões, pois Oliveira Jr. et al. (2013) demonstraram que a  aplicação 

deste material não promove alterações significativas às frutas. A aplicação do biofilme foi 

feita por imersão das frutas na solução de amido, por 1 minuto; a secagem foi feita em 

bancada, sob ventilação artificial mantida por 30 min.   

 

Avaliação dos parâmetros de qualidade dos frutos e do desenvolvimento da antracnose 

pós-colheita durante o período de prateleira  

 A aplicação do biofilme foi feita no estágio 1 de maturação dos frutos, no qual 

manchas amarelas ocupam menos de 15% da casca (figura 27). Imediatamente após, foi 

iniciada a simulação do período 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 27 - Aspecto dos frutos antes da aplicação do biofilme de amido (T0). 

 

 

Figura 28 - Aspecto dos frutos, durante a simulação do período de prateleira. 

  

 Os frutos de mamão do controle, contendo apenas biofilme, e os tratados com o 

extrato e a FFBCCD de O. secundiramea os foram submetidos a avaliações por 6 dias  

(medições em 0, 3 e 6 dias) do processo amadurecimento e pós-colheita dos frutos e 

ocorrência de antracnose. Para tanto foram efetuadas análises dos seguintes parâmetros, sendo 

avaliados três frutos (n = 3) para cada tratamento:   
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Perda de massa fresca 

 Por meio de uma balança digital foram registradas as diferenças entre o peso inicial do 

fruto e o peso final a cada três dias, sendo o resultado expresso em % (porcentagem de perda 

de massa).  

 Os sólidos solúveis, acidez titulável e pH da polpa dos frutos foram avaliados a partir 

do suco produzido por 5 g da polpa da região mediana do fruto, ao qual foi adicionado 50 mL 

de água destilada. 

 

Teor de sólidos solúveis  

 Foi determinado com auxílio de refratômetro portátil (Instrutherm, RT-90ATC), na 

faixa de 0 a 32 ºBrix. Para a análise, gotas dos sucos foram colocadas sobre a lente 

refratômetro. 

 

Acidez titulável  

 A acidez titulávelfoi obtida pela titulação de uma alíquota de suco, em presença de 

fenolftaleína, com NaOH 0,1 N até o pH atingir 8,1 (AOAC, 1992), sendo expressa em (%) de 

ácido cítrico na polpa. 

 

pH da polpa 

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

 

Firmeza da polpa e resistência da casca  

 Ambos os parâmetros foram determinadas por meio de um texturômetro 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 aço inox penetrando 15 mm na polpa 
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enquanto que para determinar a resistência da casca, utilizou-se a probe P/2 com ponta de 2 

mm de diâmetro penetrando 5 mm no fruto. O resultado registrado corresponde ao valor 

obtido para força máxima, com velocidade de penetração de 1 mm.s-1, determinado por meio 

análise da curva força x tempo e expressas em Newtons (N). As medidas foram tomadas em 

três pontos na região equatorial dos frutos, sendo a média entre eles o valor final.  

 

 

Figura 29 - Texturômetro TA-XT2 utilizado para a determinação da firmeza da polpa e 
resistência da casca dos frutos de mamão em resposta a aplicação de biofilme enriquecido 
com extrato e FBCCD de O. secundiramea. 

 

Índice de doença  

 Foi determinado por análise 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 ao mamão sem nenhum sintoma de doença; 1 

refere-se ao mamão com lesões de diâmetro inferior a 1,0 cm; 2 refere-se ao mamão com 

lesões de diâmetro entre 1,0 e 2,0 cm e 3 refere-se ao mamão com lesões de diâmetro maior 

que 2,0 cm. 
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4.4. Análises estatísticas dos dados 

 Todos os experimentos foram conduzidos com delineamento inteiramente casualizado 

e realizado com três repetições. Os resultados de crescimento das algas em laboratório e das 

variáveis fisiológicas avaliadas foram submetidos à análise de variância (ANOVA) unifatorial 

e testes “a posteriori” de comparação múltipla de Tukey para distinguir os tratamentos 

significativamente diferentes. As análises foram realizadas com o software gratuito 

ASSISTAT (Versão 7.6).  

 

5. RESULTADOS 

5.1. Obtenção e manutenção das culturas de Ochtodes secundiramea (Montagne) 

M.A.Howe 

Experimento sobre liberação e germinação carpósporos e desenvolvimento de plântulas 

 A partir de gametófitos femininos com cistocarpos foram obtidos carpósporos de O. 

secundiramea, com diâmetro médio 6 ± 0,2 µm (n = 20) após 24 h (figura 30). Após 48 h, foi 

observada a germinação de esporos de 3,5 µm com o padrão do tipo Nemalion e a degradação 

dos esporos de 6 µm (Figura 31). Os esporos germinados deram origem germinantes após 4 

dias e em seguida foi observada a formação de monosporângios (6 dias), que posteriormente 

foi identificada pelas características morfológicas e moleculares como Acrochaetium infestans 

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

A B
 

Figura 30 - Gametófito feminino de O. secundiramea com cistocarpos (A). Carpósporos 
liberados após 24 h (B). 
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Figura 31 - Germinação dos esporos da alga vermelha Acrochaetium infestans apresentando 

o padrão de germinação do tipo Nemalion, após 48 h. 

 

A B C
 

Figura 32 - Plântulas eretas com 4 dias (A), formação de monosporângios após 6 dias (B), 
estabelecimento de cultura de Acrochaetium infestans  em laboratório obtidas a partir da 
germinação de esporos (C). 

  

 Nas condições de laboratório (irradiância de 10 µmol fotons m−2 s−1, temperatura de  

23 ± 2 ºC  e salinidade de 33 ups) observou-se que os carpósporos de O. secundiramea 

apresentaram elevada sensibilidade e não germinaram, impedindo a obtenção de culturas com 

o aplicação desta técnica. 

 

Propagação de segmentos apicais 

 Como os esporos de O. secundiramea não foram viáveis em laboratório,  segmentos 

apicais de 2 cm dos ramos  de gametófitos femininos não férteis foram utilizados para a 

determinação das melhores condições de cultura para a obtenção 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 soluções de nutrientes 

 Em resposta aos tratamentos com diferentes concentrações de duas soluções 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, não  sendo observadas 

diferenças significativas (F = 1,6243, p = 0,2357) entre os tratamentos após 21 dias de cultura 

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

cultura VSES/2. 

 

Figura 33 - Taxa de crescimento dos segmentos apicais de O. secundiramea em resposta a 
diferentes concentrações de nutrientes após 21 dias cultivadas nas seguintes condições: 
irradiância de 15 µmol fótons m−2 s−1, temperatura de  23 ± 2 ºC, salinidade de 33 ups e 
fotoperíodo 14:10 h (L:E). Os valores correspondem à média ± desvio padrão (n=3). 

 

Experimento de cultura em diferentes níveis de irradiância  

 As maiores taxas de crescimento de segmentos apicais de O. secundiramea foram 

observadas nos tratamentos de 30 e 50 µmol fótons m−2 s−1 após 21 dias diferença 

significativas (F = 9,5702, p = 0,0017) (Figura 34). 
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Figura 34 - Taxa de crescimento (%.d-1) dos segmentos apicais de O. secundiramea em 
porcentagem de biomassa por dia em respostas a diferentes níveis de irradiância após 21 dias 
cultivadas nas seguintes condições: meio VSES/2, temperatura de 23 ± 2 ºC, salinidade de 33 
ups e fotoperíodo 14:10 h (L:E). Os valores correspondem à média ± desvio padrão (n=3). 
Tratamentos seguidos por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey, considerando 
1% de significância. 

 

 Não foram observadas diferenças significativas no crescimento das algas cultivadas na 

irradiância de 30 e 50 µmol fótons m2.s-1.  Por outro lado, na condição de 10 µmol fótons 

m2.s-1 foram observadas a ausência de contaminantes e a ocorrência de degradação dos 

pigmentos. O tratamento com o nível mais elevado de irradiância promoveu o 

desenvolvimento de algas epífitas associado a degradação dos talos de O. secundiramea 

(Figura 35). 
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Figura 35 - Segmentos apicais de O. secundiramea em resposta  a diferentes níveis de 
irradiância. Algas do lado esquerdo ilustram a condição inicial e no lado direito correspondem 
a algas após 21 dias de cultivo nas seguintes condições: meio VSES/2, temperatura de 23 ± 2 
ºC, salinidade de 33 ups e fotoperíodo 14:10 h (L:E). 

 

Experimento de cultura com e sem aeração  

 Após a seleção dos melhores tratamentos com solução de nutrientes e de irradiância 

para o cultivo de O. secundiramea, foi realizada a avaliação do efeito da aeração na produção 

de biomassa. Não foram observadas diferenças significativas (F = 1,7141, p = 0,2605) na taxa 

crescimento que foram próximas a 6% por dia nos tratamentos testados (Figura 36). No 

entanto, o movimento da água fez com que os talos da alga apresentassem maior rigidez e 

resistência, e o escurecimento do talo da alga associado ao crescimento de organismos 

epífiticos 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 aeração com 0,5 L.min-1 de ar úmido e o controle com 
cultura estagnada após 21 dias cultivadas nas seguintes condições: irradiância de 30 µmol 
fótons m−2 s−1, meio VSES/2, temperatura de 23 ± 2 ºC, salinidade de 33 ups e fotoperíodo 
14:10 h (L:E). Valores correspondem à média ± desvio padrão (n=3). 

 

 

Figura 37 - Segmentos apicais de O. secundiramea cultivados de forma estagnada e sob 
aeração com 0,5 L.min-1 de ar úmido, algas do lado esquerdo ilustram a condição inicial e no 
lado direito após 21 dias de cultivo irradiância nas seguintes condições: irradiância de 30 
µmol fótons m−2 s−1, meio VSES/2, temperatura de 23 ± 2 ºC, salinidade de 33 ups e 
fotoperíodo 14:10 h (L:E). 
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Aplicação do protocolo de descontaminação  

 Após a definição da melhor condição de cultivo (30 µmol fótons m2.s-1; meio de 

cultura enriquecido com VSES/2 e sem aeração) para obtenção de biomassa associada ao 

baixo desenvolvimento de epífitas em segmentos apicais de O. secundiramea, iniciou-se o 

protocolo de descontaminação para controle das epífitas, que com a aplicação continua foi 

possível obter culturas em que o desenvolvimento das epífitas estavam sob controle após 8 

semanas (Figura 38). 

 

Figura 38 - Desenvolvimento da cultura de O. secundiramea, realizada com 30 µmol fótons 
m2.s-1, meio VSES/2, temperatura de 23 ± 2 ºC, salinidade de 33 ups e fotoperíodo 14:10 h 
(L:E). A - Aspecto geral de O. secundiramea após a coleta; B. Segmento apical inicial com 2 
cm; C. Segmentos apicais com 4 semanas, com setas indicam os epífitas macroalgas, 1 - 
Acrochaetium sp., 2 - Erythrotrichia  sp., 3 - Ulva sp., D - Formação de ápices de O. 

secundiramea após 5 semanas, E - Ápices seccionados, F - desenvolvimento dos ápices após 
6 semanas; G - Cultura de O. secundiramea estabelecida após 8 semanas. 
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5.2. Experimentos em biorreatores 

 

5.2.1. Efeito do enriquecimento com CO2 no cultivo das linhagens pigmentares 

de H. musciformis 

 Após 21 dias de cultivo das linhagens de H. musciformis nas condições de controle 

(0,5 mg.L-1 de CO2) e o tratamento (5,5 mg.L-1 de CO2) observaram-se taxas de crescimento 

diário 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 g e 20,058 g 

para controle e tratamento da linhagem VC (somatório total da biomassa das três repetições 

de cada tratamento). No entanto, não foram observadas diferenças significativas nas taxas e 

nas curvas decrescimento das algas em resposta a adição de CO2 ao longo de 21 dias quando 

comparadas ao controle (Figuras 39 e 40). 

 

Figura 39 - Taxa de crescimento das linhagens marrom (MA) e verde clara (VC) de H. 

musciformis após 21 dias de cultivo em biorreatores em resposta ao controle (aeração com ar 
úmido) e o tratamento (ar úmido + 2 mL.min-1  de CO2) cultivadas nas seguintes condições: 
irradiância de 90 µmol fótons m−2 s−1, meio VSES/2, temperatura de 23 ± 2 ºC, salinidade de 
33 ups e fotoperíodo 14:10 h (L:E).Os valores correspondem à média ± desvio padrão (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 após 21 dias de cultivo em biorreatores 
em resposta ao controle (aeração com ar úmido) e o tratamento (ar úmido + 2 mL.min-1 de 
CO2) cultivadas nas seguintes condições: irradiância de 90 µmol fótons m−2 s−1, meio VSES/2, 
temperatura de 23 ± 2 ºC, salinidade de 33 ups e fotoperíodo 14:10 h (L:E). Os valores 
correspondem à média ± desvio padrão (n=3). 

 

 O enriquecimento com CO2 no cultivo em biorreatores não promoveu alterações 

significativas das concentrações dos pigmentos fotossintetizantes sendo verificados valores de 

Clorofila a de 0,1562 (controle) e 0,1535 mg.g-1 (tratamento com CO2) na linhagem MA  (F = 

1,1879; p = 0,3369),  enquanto que a linhagem VC apresentou os valores 0,205 e 0,247 mg.g-1 

(F = 0,006549; p > 0.050) para o controle e tratamento, respectivamente. Foi verificado o 

mesmo padrão de respostas para as concentrações de ficobiliproteínas que apresentaram 

valores similares entre as condições testadas em cada linhagem de H. musciformis. Os 

resultados observados para proteínas totais e açúcares totais não indicaram alterações 

significativas nas concentrações desses parâmetros em resposta ao enriquecimento com CO2 

durante os 21 dias de cultivos em biorreatores (figura 41).   
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Figura 41 - Concentração de média pigmento, proteínas e açúcares totais (mg.g-1) nos talos 
das linhagens marrom (MA) e verde clara (VC) de H. musciformis após 21 dias de cultivo em 
biorreatores em resposta ao controle (aeração com ar úmido) e o tratamento (ar úmido +  2 
mL.min-1  de CO2) cultivadas nas seguintes condições: irradiância de 90 µmol fótons m−2 s−1, 
meio VSES/2, temperatura de 23 ± 2 ºC, salinidade de 33 ups e fotoperíodo 14:10 h (L:E). Os 
valores correspondem à média ± desvio padrão (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 não promoveu 

alterações 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 período de 

cultivo foram obtidas a biomassa total de 2,382 g e 2,378 g, respectivamente, para o  controle 

(sem adição de KBr) e tratamento (com adição de KBr).     
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Figura 42 - Taxa de crescimento (%.d-1) e curva de crescimento por incremento da biomassa 
fresca em (%)  de O. secundiramea após 21 dias de cultivo em biorreatores em resposta as 
condições controle (50 mg.L-1) e ao tratamento (250 mg.L-1 e adições semanais de 100 mg.L-

1) de KBr, cultivadas nas seguintes condições: irradiância de 90 µmol fótons m−2 s−1, meio 
VSES/2, temperatura de 23 ± 2 ºC, salinidade de 33 ups e fotoperíodo 14:10 h (L:E). Os 
valores correspondem à média ± desvio padrão (n=3). 

  

 Apesar de não ter influenciado o crescimento de O. secundiramea, o enriquecimento 

com bromo no meio de cultura promoveu o aumento significativo das concentrações de todos 

os pigmentose das proteínas totais, sendo que para as proteínas, a concentração praticamente 

dobrou de 3,146 para 5,913 mg.g-1, enquanto que para os açúcares totais não foram 

verificadas alterações significativas em sua concentração (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-1) e curva de crescimento por aumento da biomassa 
fresca (%) de O. secundiramea após 21 dias de cultivo em biorreatores em resposta as 
condições controle (50 mg.L-1) e o tratamento (250 mg.L-1 e adições semanais de 100 mg.L-1) 
de KBr ), cultivadas nas seguintes condições: irradiância de 90 µmol fótons m−2 s−1, /2, 
temperatura de 23 ± 2 ºC, salinidade de 33 ups e fotoperíodo 14:10 h (L:E). Os valores 
correspondem à média ± desvio padrão (n=3). Tratamentos seguidos por letras diferentes 
diferem entre si pelo teste de Tukey, considerando 1% de significância.  

  

 A avaliação da concentração de bromo dissolvido no meio de cultura demonstrou a 

taxa de remoção do bromo, de 1,89 mg.d-1 e 7,09 mg.d-1,  para as condições de controle e 

tratamento, respectivamente, nos cultivos de O. secundiramea em biorreatores. As medições 

de bromo dissolvido foram realizadas semanalmente permitindo verificar a curva de remoção 

do bromo dissolvido (figura 44). 
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Figura 44 - Concentração de bromo (mg.L-1) no meio de cultura após 21 dias de cultivo em 
biorreatores em resposta as condições controle (50 mg.L-1) e o tratamento (250 mg.L-1 e 
adições semanais de 100 mg.L-1) de KBr, cultivadas nas seguintes condições: irradiância de 
90 µmol fótons m−2 s−1, meio VSES/2, temperatura de 23 ± 2 ºC, salinidade de 33 ups e 
fotoperíodo 14:10 h  (L:E). Os valores correspondem à média ± desvio padrão (n=3). 

  

 Os resultados da incorporação de bromo no talo de O. secundiramea corroboraram os 

de remoção do bromo dissolvido no meio de cultura, sendo significativamente superior na 

condição de tratamento em relação 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).  

 

 

Figura 45 - Concentração de bromo (mg.g-1) nos talos de O. secundiramea  após 21 dias de 
cultivo em biorreatores em resposta as condições controle (50 mg.L-1) e o tratamento (250 
mg.L-1 e adições semanais de 100 mg.L-1) de KBr. Os valores correspondem à média ± desvio 
padrão (n=3). Tratamentos seguidos por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey, 
considerando 1% de significância.  
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  O enriquecimento com KBr no meio de cultura realizado no tratamento 

promoveu diferentes respostas na remoção e incorporação do bromo no talo bem como na 

fisiologia da espécie (pigmentos e proteínas). A elevada taxa de assimilação do bromo em O. 

secundiramea no tratamento foi em função da atividade específica 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). 

 

Figura 46 - Atividade especifica da enzima bromoperoxidase em unidades de enzima (U.mg-
1), onde unidade definida pela conversão de 1 micromol de MCD a MCD-Br por minuto em 
ph 6,4 a 25 °C) e concentração da enzima (µg.g-1), ambos por grama de massa seca da alga. 
Após 21 dias de cultivo em biorreatores em resposta as condições controle (50 mg.L-1) e o 
tratamento (250 mg.L-1 e adições semanais de 100 mg.L-1) de KBr. Os valores correspondem 
à média ± desvio padrão (n=3). Tratamentos seguidos por letras diferentes diferem entre si 
pelo teste de Tukey, considerando 1% de significância. 

 

 

5.3. Extração, fracionamento e determinação dos compostos bioativos 

5.3.1. Obtenção 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 não 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 extração 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 condições de processamento (F = 

49.1769; p <0.001).  

 Não foram observadas diferenças significativas no rendimento de extração 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 CO2 nos 

cultivos das  linhagens MA (F = 50.0734, p < 0.001)e VC (F = 27.0727, p < 0.001) foram 

observadas diferenças significativas, com o aumento do rendimento de extração em resposta 

ao tratamento com enriquecimento por CO2 (Tabela 3). 

Tabela 3 - Rendimento da obtenção 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 após 21 
dias de cultivo em biorreatores em resposta as condições controle e tratamento em Ochtodes 

secundiramea e nas linhagens marrom (MA) e verde clara (VC) de Hypnea musciformis.Os 
valores correspondem à média ± desvio padrão (n=3). Tratamentos seguidos por letras 
diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey, considerando 1% de significância. 

Macroalga utilizada 
Processamento 
da biomassa 

Quantidade de 
extrato (g) 

Biomassa de 
alga (g) 

Rendimento de 
extração (%) 

O. secundiramea coletada em 2010 (SP401694) Fresca 0,7000 ± 0,065 50,000 1,400 ± 0,0137 

O. secundiramea coletada em 2011 (SP401695) 

Fresca 0,0264 ± 0,003 3,000 0,881 ± 0,115 
Liofilizada 0,0224 ± 0,005 3,000 0,746 ± 0,182 

Seca 0,0210 ± 0,004 3,000 0,699 ± 0,137 

H. musciformis (MA)  
Fresca 0,0112 ± 0,052  3,000 0,379 ± 0,153 a 

Liofilizada 0,0081 ± 0,032  3,000 0,270 ± 0,090 a 
Seca 0,0035 ± 0,024 3,000 0,117 ± 0,063 b 

H. musciformis (VC)  

Fresca 0,0136 ± 0,001   3,000 0,440 ± 0,038 a 
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  cultivada em biorreator 
(controle 50 mg.L-1 de bromo) 

Fresca 0,0205 ± 0,005 2,332 0,878 ± 0,060 

O. secundiramea  cultivada em biorreator 
(tratamento 250 mg.L-1 de bromo) 

Fresca 0,0219 ± 0,020 2,336 0,938 ± 0,090 

H. musciformis MA cultivada em biorreator 
(controle 0,5 mg.L-1 de CO2) 

Fresca 0,1034 ± 0,021 31,172 0,332 ± 0,102 b 

H. musciformis MA cultivada em biorreator 
(tratamento 5,5 mg.L-1 de CO2) 

Fresca 0,1280 ± 0,020 23,696 0,540 ± 0,160 a 

H. musciformis VC cultivada em biorreator 
(controle 0,5 mg.L-1 de CO2) 

Fresca 0,2418 ± 0,023 24,493 0,987 ± 0,145 b 

H. musciformis VC cultivada em biorreator 
(tratamento 5,5 mg.L-1 de CO2) 

Fresca 0,2642 ± 0,021 18,30 1,444 ± 0,221 a 
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5.3.2. Ensaios antifúngicos 

5.3.2.1. Avaliação qualitativa e quantitativa da atividade antifúngica 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 antifúngico inferior 

ao extrato de O. secundiramea (Tabelas 4 e 5).  Adicionalmente, foi verificada atividade 

qualitativa diferenciada para as duas linhagens sendo que a linhagem marrom possui apenas 

uma mancha com potencial antifúngico enquanto que a linhagem verde clara apresentou três 

manchas (Tabela 4). Diferentemente de O. secundiramea, o processo de tratamento da 

biomassa das linhagens de H. musciformis não afetou o Rf das manchas com atividade 

antifúngica e a atividade não foi tão pronunciada para os dois fungos testados, sendo mais 

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

 

Figura 47 - Bioautografia realizada com 500 µg dos extratos das linhagens de Hypnea 

musciformis contra os fungos Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium 
em CCD de sílica gel. 1- extrato da linhagem MA extração com biomassa fresca; 2 - extrato 
da linhagem MA extração com biomassa liofilizada; 3 - extrato da linhagem MA extração 
com biomassa seca; 4 - extrato da linhagem VC, extração com biomassa fresca; 5 - extrato da 
linhagem VC, extração com biomassa liofilizada; 6 - extrato da linhagem VC extração com 
biomassa seca. Os extratos foram eluídos com os solvente DCM:MeOH (95:5 v/v) por 
cromatografia em camada delgada de sílica gel. 
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Tabela 4 - Valores do fator de retenção (Rf) e intensidade das manchas com potencial 
antifúngico contra os fungos Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium 
determinadas pelo teste de bioautografia de 500 µg dos extratos das linhagens de Hypnea 

musciformis provenientes de diferentes métodos de processamento da biomassa (fresca, 
liofilizada e seca). Os extratos foram eluídos com a mistura de solventes DCM:MeOH (99:1 
v/v) por cromatografia em camada delgada de sílica gel. 

Macroalga utilizada 
Processamento da 

biomassa 
Rf da mancha com 

atividade 
Intensidade da mancha com 

atividade 

H. musciformis (MA) 

Fresca 0,42 Fraca 

Liofilizada 0,42 Fraca 

Seca 0,42 Fraca 

H. musciformis (VC) 

Fresca 0,71; 0,42 e 0,14 Fraca 

Liofilizada 0,71; 0,42 e 0,15 Fraca 

Seca 0,71; 0,42 e 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 antifúngico no teste de 

bioautografia utilizando o fungo Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum 

lagenarium. Os resultados ainda indicaram a mudança nos Rf’s e o aparecimento de novas 

manchas de atividade antifúngica para os extratos obtidos a partir de O. secundiramea 

coletada em 2011 e que passaram pelos processos de liofilização e secagem em estufa (figura 

48 e tabela 5). 
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Figura 48 - Bioautografia realizada com 100 µg dos extratos da alga Ochtodes secundiramea 

contra os fungos Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium em CCD de 
sílica gel. 1 - extrato da alga coletada em 2010 (SP401694), extração com biomassa fresca; 2 - 
extrato da alga coletada em 2011 (SP401695), extração com biomassa fresca; 3 - extrato da 

coletada em 2011, extração com biomassa liofilizada e 4 - extrato da alga coletada em 2011, 
extração com biomassa seca. Os extratos foram eluídos com os solventes DCM:MeOH (99:1 
v/v) por cromatografia em camada delgada de sílica gel. 

 

Tabela 5 - Valores do fator de retenção (Rf) e intensidade das manchas com potencial 
antifúngico contra os fungos Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium 
determinadas pelo teste de bioautografia de 100 µg 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 eluídos com os solventes DCM:MeOH (99:1 v/v) por cromatografia em camada 
delgada de sílica gel. 

Macroalga utilizada 
Processamento 
da biomassa 

Rf das manchas 
com atividade 

Intensidade das manchas 
com atividade 

O. secundiramea 
coletada em 2010 

(SP401694) 
Fresca 0,85 Forte 

O. secundiramea 
coletada em 2011 

(SP401695) 

Fresca 0,85 Forte 

Liofilizada 0,8 e 0,4 Forte 

Seca 0,76 e 0,4 Forte 

 

 Devido à observação dos mesmos Rf’s para manchas bioativas e baixa resolução na 

bioautografia qualitativa para o fungo Colletotrichum lagenarium (figuras 47 e 48), a 

avaliação comparativa da atividade antifúngica 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) e com CO2 (para as linhagens de H. 

musciformis).   

 O experimento de cultivo em biorreatores com enriquecimento com bromo não 

promoveu diferenças no potencial antifúngico qualitativo para o extrato de O. secundiramea 

em resposta ao as condições controle (50 mg.L-1 de bromo) e tratamento (250 mg.L-1 e 

adições semanais de 100 mg.L-1 de KBr).  

 Para a linhagem VC de H. musciformis foram observados os mesmos padrões 

qualitativos de atividade, mantendo os três Rf’s indicadores da presença de substâncias 

antifúngicas (0,71, 0,42 e 0,17) nas duas concentrações de CO2 testadas no cultivo. Para a 

linhagem MA, foi observado na condição controle a existência de apenas um Rf bioativo 

(0,42) e o aparecimento de manchas bioativas no Rf 0,71 para o tratamento com 

enriquecimento por CO2 (figura 49). 

 

Figura 49 - Bioautografia qualitativa realizada com 100 µg dos extratos de Ochtodes 

secundiramea e 500 µg das linhagens de Hypnea musciformis, provenientes dos cultivos em 
biorreatores, contra o fungo Cladosporium sphaerospermum em CCD de sílica gel. 1 - extrato 
de O. secundiramea  proveniente do controle (algas cultivada a 50 mg.L-1 de bromo); 2 - 
extrato de O. secundiramea proveniente de tratamento (algas cultivada a 250 mg.L-1 e adições 
semanais de 100 mg.L-1 de bromo); 3 - extrato da linhagem marrom proveniente do controle 
(algas cultivada a 0,5 mg.L-1 de CO2); 4 - extrato da linhagem marrom proveniente do 
tratamento (algas cultivada a 5,5 mg.L-1 de CO2); 5 - extrato da linhagem verde clara 
proveniente do controle (algas cultivada a 0,5 mg.L-1 de CO2); 6 - extrato da linhagem verde 
clara  proveniente do tratamento (algas cultivada a 5,5 mg.L-1 de CO2). 
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 Após a determinação dos Rf’s pela análise qualitativa das substâncias com potencial 

antifúngico dos extratos das algas de diferentes coletas, diferentes métodos de processamento 

da biomassa e de diferentes tratamentos no cultivo em biorreatores, foi realizada a avaliação 

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

 Para o extrato de O. secundiramea coletada em 2010 (SP401694), o limite de detecção 

da atividade foi de 1 µg (figura 50), enquanto que os extratos provenientes de diferentes 

métodos de processamento da biomassa de O. secundiramea coletada em 2011 (SP401695) o 

limite de detecção foi de 5 µg para Cladosporium sphaerospermum e 10 µg para 

Colletotrichum lagenarium, para os extratos das diferentes formas de processamento (fresca, 

liofilizada e seca) (figura 51). 

 

Figura 50 - Determinação do limite de detecção de atividade por bioautografia com os fungos 
Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium em CCD de sílica gel para o 
extrato de Ochtodes secundiramea (SP401694), nas concentrações de 50, 25, 10, 5, 1 e 0,5 
µg. 

 

Figura 51 - Determinação do limite de detecção de atividade por bioautografia com os fungos 
Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium em CCD de sílica gel para o 
extrato de O. secundiramea (SP401695) nas concentrações de 50, 25, 10, 5 e 1 µg  obtidos a 
partir de diferentes métodos de processamento da biomassa:  alga fresca (1), liofilizada (2) e 
seca (3).  



87 

 

 Devido à fraca atividade verificada no ensaio qualitativo para os extratos das linhagens 

de H. musciformis, foi realizada a determinação do limite de detecção 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 µg para o limite de detecção para 

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

 

Figura 52 - Determinação do limite de detecção da atividade por bioautografia com o fungo 
C. sphaerospermum em CCD de sílica gel para os extratos das linhagens Hypnea musciformis 
nas concentrações de 200, 100, 50, 25 e 10 µg 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 CO2 para as linhagens de H. musciformis não 

promoveram alterações observáveis no limite de detecção da atividade antifúngica contra o 

fungo Cladosporium sphaerospermum, sendo verificados os valores de 5 µg para os extratos 

de O. secundiramea e 100 µg para as linhagens de H. musciformis (figura 53) 
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Figura 53 - Limite de detecção da atividade antifúngica contra o fungo Cladosporium 

sphaerospermum dos extratos de Ochtodes secundiramea e das linhagens de Hypnea 

musciformis, provenientes dos cultivos em biorreatores,em CCD de sílica gel. 1 - extrato de 
O. secundiramea proveniente do controle (cultivada a 50 mg.L-1 de bromo); 2 - extrato de O. 

secundiramea proveniente do tratamento (cultivada a 250 mg.L-1 e adições semanais de 100 
mg.L-1 de bromo); 3 - extrato da linhagem marrom proveniente do controle (cultivada a 0,5 
mg.L-1 de CO2); 4 - extrato da linhagem marrom proveniente do tratamento (cultivada a 5,5 
mg.L-1 de CO2); 5 - extrato da linhagem verde clara proveniente do controle (cultivada a 0,5 
mg.L-1 de CO2); 6 - extrato da linhagem verde clara proveniente do tratamento (cultivada a 
5,5 mg.L-1 de CO2). 

 

5.3.3. Fracionamento guiado dos compostos com atividade antifúngica 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 analítica. Para 250 mg do extrato de O. secundiramea,foram obtidos 58 mg de 

fração bioativa,correspondente ao Rf 0,85, com um rendimento de 23,2%. A fração obtida 

apresentou o mesmo valor para o limite de detecção de atividade verificado para o extrato 

bruto de 1 µg para os fungos Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium 

(figura 54).   
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Figura 54 - Determinação do limite de detecção de atividade por bioautografia com os fungos 
Cladosporium sphaerospermum e Colletotrichum lagenarium em CCD de sílica gel para a 
fração bioativa do extrato de Ochtodes secundiramea (SP401694), nas concentrações de 50, 
25, 10, 5, 1 e 0,5 µg. 

  

 Para 20 mg do extrato de cada uma das linhagens de H. musciformis provenientes dos 

cultivos em biorreatores dos tratamentos com e sem adição de CO2, foram obtidas as frações 

bioativas de acordo com a tabela 6. Para estas frações, devido ao baixo rendimento e 

quantidade obtidos, não foi realizada a determinação do limite de detecção de atividade 

antifúngica. 

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

Marrom Verde clara 

Rf Fração (mg) Rendimento (%) Fração (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 frações extraídas, denominadas FBCCD, foram submetidas a análises de composição 

química por diferentes técnicas analíticas, a fracionamentos cromatográficos para isolamento 

das substâncias com atividade antifúngica. 
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5.3.4. Isolamento e caracterização dos metabolitos dos extratos e frações 

bioativas das macroalgas  

5.3.4.1. Tratamentos realizados para os extratos das linhagens de H. 

musciformis  

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

 Diferentemente dos resultados referentes ao rendimento da extração (tabela 3), não 

foram observadas alterações no perfil em CG/EM do extrato das duas linhagens de H. 

musciformis submetidas a diferentes métodos de processamento da biomassa (figura 55). 

 

 

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 concentrações de  CO2, apresentou maior rendimento, motivo pelo qual foi 

selecionado para a investigação dos compostos antifúngicos das linhagens de H. musciformis. 
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Efeito do enriquecimento do meio de cultivo com CO2, na composição química obtida 

em CG/EM dos extratos das linhagens de H. musciformis 

 Devido ao baixo rendimento do processo de extração, e à fraca atividade antifúngica, 

verificados para os extratos das linhagens de H. musciformis foi realizado apenas 

fracionamento bioguiado, que resultou na obtenção de FBCCD, sem a aplicação de técnicas 

cromatográficas para isolar os metabolitos. 

 A comparação dos perfis cromatográficos, obtidos por CG/EM, dos extratos (das 

linhagens de H. musciformis cultivada sem e com enriquecimento por CO2) e que haviam sido 

submetidos previamente à sililação, mostrou que a adição deste composto, promove alterações 

na composição química 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 antifúngica.  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 condições controle (0,5 mg.L-

1 de CO2) e tratamento (5,5 mg.L-1 de CO2).  

 

 A análise dos índices de Kovats, dos fragmentos de massa e a comparação dos valores 

obtidos com os a biblioteca NIST (tabela 7), indicou a presença de ácidos graxos, esteróis e 

glicolipídeos nos cromatogramas das linhagens de H. musciformis. A linhagem VC 

apresentou maior diversidade química quando comparada m a linhagem MA, fator que 

explica a diferença qualitativa na atividade antifúngica. O tratamento com CO2 promoveu 

aumento no número de picos observados, sendo um fator associado à mudança na atividade 

antifúngica da linhagem MA de H. musciformis.   
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Tabela 7 - Tempo de retenção (RT), área (%), molécula sililada identificada (MSI) índices de 
Kovats da literatura e o observado (IKLit e IKObs), fragmentos de massa e metabolito 
correspondente na base de dados NIST do picos observados na análise em CG/EM do extrato 
sililados das linhagens marrom (MA) e verde clara (VC) de Hypnea musciformis cultivadas 
em biorreator nas condições controle (0,5 mg.L-1 de CO2), e tratamento (5,5 mg.L-1 de CO2). 

MA Controle 
Pico TR  (%) MSI I.K.lit I.K.obs Fragmentos Metabolito 

1 10.232 0.906 C9H22O3Si2 1044 1040 - C3H6O3 Acido lático 
2 33.552 11.824 C19H40O2Si 2045 2043 - C16H32O2 Acido hexadecanóico 
3 35.293 1.159 C23H48OSi 2131 2130 - C20H36O Fitol 

4 36.886 18.388 C27H66O8Si6 2199 2191 
 

C9H18O8 Galactosilglicerol 

5 39.628 5.595 C21H44O2Si 2243 2240 - C18H36O2 Acido octadecanoico 

6 42.168 21.018 C30H52OSi - - 
452; 327; 255; 185; 
129; 111; 93; 68 

C27H40O Colesta-5,24-dien-3-nol 

7 45.289 23.609 C30H55OSi - - 
384; 366; 300; 255; 
185; 133; 93; 68 

C27H44O Colesta-5,22-3-nol 

MA Tratamento 
1 10.232 0.906 C9H22O3Si2 1044 1040 - C3H6O3 Acido lático 
2 20.7198 0.325 

 
1806 

 
- C18H38 Octadecano 

3 28.937 2.542 
 

1891 1885 - C20H40O Tetrametil-2-hexadecen-1-ol 
4 32.104 0.356 C21H52O6Si5   

185;169;141;129;71;57 C6H12O6 Galactopiranosil 
5 32.676 2.701 

   
- 

 
Ftalato 

6 34.291 4.466 C19H40O2Si 2045 2046 - C16H32O2 Acido hexadecanoico 
7 38.499 3.809 C21H44O2Si 2385 2380 - C18H36O2 Acido octadecanoico 
8 39.6263 3.167 C36H86O11Si8   

341; 273; 185; 129 C14H28O6 Glucopiranosil 

9 40.854 3.167 
   

384; 368; 269; 
247;136;95; 69;43 

C28H44O Colesta-8,24-dien-3-one 

10 42.157 43.245 C30H52OSi   

452; 327; 255; 185; 
129; 111; 93; 68 

C27H40O Colesta-5,24-dien-3-nol 

11 43.548 22,956 C30H54OSi   
458; 433;368; 353; 
329;145;129;105 

C27H45O Colesterol 

VC Controle 
1 25.236 0.507 

 
1698 1695 - C17H36 Heptadecano 

2 28.826 0.370 
   

- 
 

Ftalato 
3 31.669 4.466 C19H40O2Si 2045 2043 - C16H32O2 Acido hexadecanoico 
4 32.804 0.474 C21H52O6Si5   

185;169;141;129;71;57 C6H12O6 Galactopiranosil 
5 39.6263 3.809 C21H44O2Si 2385 2380 - C18H36O2 Acido octadecanoico 
6 39.9017 3.261 C36H86O11Si8   

341; 273; 185; 129 C14H28O6 Glucopiranosil 

7 40.876 51.459 
   

384; 368; 269; 
247;136;95; 69;43 

C28H44O Colesta-8,24-dien-3-one, 

8 42.209 3.551 C33H64O2Si2   
- C27H40O2 Colesta-5,24-dien-3-il 

11 43.548 22,956 C30H54OSi   
458; 433;368; 353; 
329;145;129;105 

C27H45O Colesterol 

10 45.505 2.040 
 

2790 2788 - C30H50 Esqualeno 
VC Tratamento 

1 25.236 0.507 
 

1698 1695 - C17H36 Heptadecano 
2 28.826 0.370 

   
149 

 
Ftalato 

3 29.817 0.281 C17H36O2Si 1845 1840 - C14H27O2 Acido tetradecanoico 
4 31.669 4.466 C19H40O2Si 2045 2043 185;169;141;129;71;57 C16H32O2 Acido hexadecanoico 
5 32.804 0.474 C21H52O6Si5   

- C6H12O6 Galactopiranosil 
6 38.499 3.809 C21H44O2Si 2385 2380 - C18H36O2 Acido octadecanoico 
7 39.6263 3.167 C36H86O11Si8   

341; 273; 185; 129 C14H28O6 Glucopiranosil 
8 40.876 51.459 

   
- C28H44O Colesta-8,24-dien-3-one 

9 42.157 43.245 C30H52OSi   
452; 327; 255; 185; 
129; 111; 93; 68 

C27H40O Colesta-5,24-dien-3-nol 

10 42.209 3.551 C33H64O2Si2   
- C27H40O2 Colesta-5,24-dien-3-il 

11 43.548 22,956 C30H54OSi   
458; 433;368; 353; 
329;145;129;105 

C27H45O Colesterol 

12 45.505 2.040 
 

2790 2788 - C30H50 Esqualeno 
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Determinação dos compostos da FBCCD das linhagens de H. musciformis por análise em 

CLAE/EM 

 A investigação dos compostos com atividade antifúngica das linhagens de H. 

musciformis cultivadas sob diferentes concentrações de CO2 foi realizada por CLAE/EM de 

alta resolução devido ao baixo rendimento no processo de extração e de obtenção da FBCCD 

(figura 57).  

 Assim como os resultados verificados em CG/EM, a análise comparativa entre os 

mesmos Rf 0,7, 0,4 e 0,1 (referentes às manchas com atividade antifúngica 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 CO2 promoveu o aumento do numero de picos comparando-se as 

condições controle e tratamento para o mesmo Rf em cada linhagem. 

 

Figura 57 - Cromatograma em CLAE/EM da FBCCD (Rf - 0,7, 0,4 e 0,1) das linhagens 
marrom (MA) e verde clara (VC) de H.musciformis cultivadas em biorreator nas condições 
controle (0,5 mg.L-1 de CO2); e tratamento (5,5 mg.L-1 de CO2). 
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 A análise por CLAE/EM de alta resolução indicou a existência de compostos com íons 

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 fragmentação indicaram a presença de fragmentos m/z 180.1961, típico 

da perda de molécula de glicosil ou galactosil e fragmentos com m/z 458, 365, 289, 251, 213, 

191 e 133 característicos da clivagem do esqueleto de moléculas de esterol (anexo A). Com 

base nos valores dos supostos íons moleculares foram comparados com os dados compilados 

de massas para esteróis glicosilados para a determinação molécula sugerida (Basha & Ahmad, 

2007). 

Tabela 8 - Tempo de retenção (RT), área (%), íon molecular, molécula sugerida e erro em 
ppm correspondente cada pico observado no cromatograma da análise em CLAE/EM das 
FBCCD 0,7, 0,4 e 0,1 das linhagens marrom (MA) e verde clara (VC) de H. musciformis 
cultivadas em biorreator nas condições controle (0,5 mg.L-1 de CO2); e tratamento (5,5 mg.L-1 
de CO2). 

 

Marrom controle RF 0,7 Marrom tratamento RF 0,7 

Pico TR (%) 
Íon 

molecular 
Molécula 
sugerida 

Erro (ppm) Pico TR (%) 
Íon 

molecular 
Molécula 
sugerida 

Erro (ppm) 

1 3.2 18,4 613.3402 C33H56O10 4,87 1 2.7 8,1 541.2513 C29H48O8Na 4,76 

2 3.7 14,5 651.4108 C45H78O2 4,92 2 2.8 6,8 588. 7278 C34H52O8 4,89 

3 61.9 16,5 579.2939 Ftalato - 3 9.9 10,2 629.3426 C35H51NO9 3,52 

     
 4 61.9 16,5 579.2939 Ftalato - 

     
 5 70.8 17,3 826.4377 C52H90O7 2,17 

     
 6 72.9 19,1 906.5957 C49H78O15 4,87 

Verde clara controle RF 0,7 Verde clara tratamento RF 0,7 

1 2.8 15,1 575.7877 C34H55O7 4,15 1 2.7 8,1 541.2513 C29H48O8Na 4,76 

2 61.3 14,2 579.2939 Ftalato - 2 2.8 12,1 575.7877 C34H55O7 4,15 

3 70.2 30,4 826.4377 C52H90O7 2,17 3 61.6 18,2 579.2939 Ftalato - 

     
 4 71.4 25,8 826.4357 C52H90O7 2,17 

     
 5 72.1 17,3 906.5959 C49H78O15 4,87 

Marrom controle RF 0,4 Marrom tratamento RF 0,4 

1 2.9 30,2 651.3662 C45H78O2 4,92 1 2.9 10,3 575.7835 C34H55O7 4,15 

2 61.6 18,2 579.2939 Ftalato - 2 3.8 15,4 651.4901 C45H78O2 4,92 

3 71.4 34,3 826.4357 C52H90O7 2,17 3 61.3 16,1 579.2939 Ftalato - 

     
 4 72.1 12,8 826.4357 C52H90O7 2,17 

Verde clara controle RF 0,4 Verde clara tratamento RF 0,4 

1 2.9 20,5 651.3662 C45H78O2 4,92 1 2.8 10,2 575.7835 C34H55O7 4,15 

2 61.6 18,2 579.2939 Ftalato - 2 2.9 13,1 613.3402 C33H56O10 4,87 

3 71.4 34,3 826.4357 C52H90O7 2,17 3 3.2 15,6 651.3671 C45H78O2 4,92 

     
 4 71.4 34,3 826.4357 C52H90O7 2,17 
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Continuação Tabela 8 

Marrom controle RF 0,1 Marrom tratamento RF 0,1 

1 2.8 12,7 541.2621 C29H48O8Na 4,76 1 2.7 12,8 541.2627 C29H48O8Na 4,76 

2 61.6 18,2 579.2939 Ftalato - 2 2.8 13,2 588. 7278 C34H52O8 4,89 

     
 3 2.9 45,7 575.3131 C34H55O7 4,15 

Verde clara controle RF 0,1 Verde clara tratamento RF 0,1 

1 2.8 12,1 541.3542 C29H48O8Na 4,76 1 2.8 12,7 541.2621 C29H48O8Na 4,76 

2 3.2 13,4 588. 7278 C34H52O8 4,89 2 2.9 11,1 588. 7278 C34H52O8 4,89 

3 3.4 8,2 629.3140 C35H51NO9 3,52 3 3.2 9,8 629.3134 C35H51NO9 3,52 

4 44.1 18,6 651.7079 C45H78O2 4,92 4 42.0 18,2 651.8445 C45H78O2 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  

 

 No estudo cromatográfico (CCD) do extrato de O. secundiramea, a derivatização com 

p - hidroxibenzaldeído, comprovou a presença de terpenos, com Rf em 0,85, região em se 

acumularam manchas azuladas, róseas e roxas (figura 58), cores indicativas da existência 

desta classe de compostos. O RF destas manchas coincidiu com o das substâncias com 

atividade antifúngica, permitindo a correlação dos terpenos de O. secundiramea, com esta 

atividade. 

 

Figura 58 - Derivatização com p - hidroxibenzaldeído do extrato orgânico de O. 

secundiramea em  placas de gel de sílica (20x20 cm, 0,20 mm, 60GF254), apresentando 
manchas com as cores azul rosa e roxa. 
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 A purificação dos compostos com atividade antifúngica, por cromatográfica liquida 

em colunas de sephadex e de sílica, foi guiada por CCD derivatizada com p- 

hidroxibenzaldeído, tendo-se como referência o Rf e a coloração das manchas relativas a 

esses compostos ativos.   

 

Purificação por Cromatografia Liquida em Coluna 

Coluna de Sephadex (I)  

 As amostras de FBCCD aplicadas às colunas cromatográficas tinham massa de 50 mg. 

Na eluição da  CL em coluna de sephadex foram coletadas 100 frações de 1 mL, das quais 

foram retiradas alíquotas de cerca de 20 µL, para a realização da CCD, desenvolvida com 

diclorometano. A derivatização das placas resultantes da CCD mostrou a formação de uma 

mancha azul nas frações 33 a 39 e de manchas de coloração roxa e rosa nas frações 40 a 53, 

indicando a presença de mais de uma substância (Figura 59). 

 

 

Figura 59 - Derivatização com p - hidroxibenzaldeído das frações provenientes de LC em 
coluna de sephadex (I) da FBCCD do extrato de O. secundiramea em  placas de gel de sílica  
(20x20 cm, 0,20 mm, 60GF254), revelando as frações com as cores azul rosa e roxa. 
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 As frações 33-39 (coloração azul) foram reunidas (6,3 mg) e denominadas OC I1. As 

frações de 40 a 53 foram reunidas (20,1 mg) e submetidas a refracionamento por CL, em 

coluna. 

 

Coluna de sílica gel (II)  

 A CL em coluna de gel de sílica (II) foi eluída com diclorometano (Figura 60). As 

frações coletadas foram submetidas à CCD e derivatizadas com p- hidroxibenzaldeído. Neste 

estudo cromatográfico, as frações 15 a 29 apresentaram uma única mancha roxa. A reunião 

dessas frações foi denominada sub-fração OC II1 e apresentou massa de 5,5 mg. As frações 

37- 50 mostraram coloração rosa: sua reunião resultou na sub-fração OC II2, que apresentou 

massa de 4,2  mg (figura 60). 

 

 

Figura 60 - Derivatização com p- hidroxibenzaldeído das frações provenientes de LC em 
coluna de sílica (II) da FBCCD do extrato de O. secundiramea em  placas de gel de sílica 
(20x20 cm, 0,20 mm, 60GF254) (20x20 cm, 0,20 mm, 60GF254), revelando as frações com 
as cores rosa e roxa. 
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 Os limites de detecção de atividade, frente ao fungo Cladosporium sphaerospermum, 

dessas quatro sub-frações (OCI, OCII 1, OCII 2 e OCII 3) foram de 5, 1, 10 e 1 µg 

respectivamente (Figura 61). 

 

Figura 61 - Determinação da CIM por bioautografia com os fungos C. sphaerospermum, em 
CCD de sílica gel (20x20 cm, 0,20 mm, 60GF254), para as sub-frações OC I, OC II 1, OC II 
2 OC II 3 provenientes de CL da fração bioativa CCD de O. secundiramea nas concentrações 
de 50, 25, 10, 5, 1 e 0,5 µg. 

 

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

 A análise por CG/EM do extrato obtido da biomassa fresca de O. secundiramea,  

coletada em 2010, indicou a presença de 20 picos, no cromatograma (figura 62). Os tempos 

de retenção e os picos de fragmentação a 70 eV, de cada molécula, foram comparados a dados 

bibliográficos (tabela 9). Os picos 1, 2 e 3 são devidos a impurezas presentes nos solventes 

das amostras e o pico 19 corresponde a ftalato, proveniente de contaminação ambiental ou da 

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

  

 A análise dos espectros de massas indicou a existência de fragmentos em m/z 69, 

atribuíveis a unidades de isopreno, bem como picos em m/z 136, relativos ao dímero do 

isopreno (monoterpeno) (Anexo B). Também foram observados picos em m/z 35 e 79, 

característicos, respectivamente, das perdas do cloro e do bromo, cujas presenças puderam ser 

confirmadas pelas multiplicidades dos picos moleculares, devidas à abundância dos isótopos 

dos halogênios - 35Cl : 37Cl (75,2 : 24,8%) e 79Br : 81Br (51 : 49%).   

 Os tempos de retenção observados no cromatograma, obtido por CG-EM, do extrato 

de O. secundiramea  (SP401694) e as fragmentações, íons moleculares e fórmulas 

moleculares correspondentes estão dispostos na tabela 9.  

Tabela 9 - Dados referentes a cada pico observado no cromatograma da análise em CG/EM 
do extrato de O. secundiramea coletada em 2010 (SP401694). 

Pico TR Fragmentos e (%) 
Íon 

molecular – 
halogênio 

Íon 
Molecular 

Fórmula 
Molecular 

Referência 

4 18,036 
41(50) 69(100) 78 81(20) 93(90) 

107(25) 119(50) 135(80) 136 (traço) 
- 135 C10H16 

Barahona & 
Rorrer 2003 

5 24,089 
41(50) 78, 79, 81(40) 91(100) 117 
(50) 133(80) 169(5) 171 (traço) 

133 - Cl 169; 171 C10H14Cl 
Barahona & 
Rorrer 2003 

6 30,913 
41(40) 53(40) 79(70)91 (100) 105 

(95)122(85)133(55) 149(80) 185(30) 
229, 230(70) 

149 - Br 229; 230 C10H15OBr 
Paul et al 
1980 

7 31,636 
41(15) 65(15) 77(20) 91(50)105(40) 

118(50) 133(100) 
213 - Br 
133- Br2 

292; 294; 
296 

C10H14Br2 
Barahona & 
Rorrer 2003 
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8 36,215 
44(60) 51(10) 65(20) 77(30) 91(100) 
105(40) 117(60) 133(60)167 169 (20) 

212 213(5) 

214 - Cl     
167 - Br 
133 - BrCl 

248; 249; 
251 

C10H14BrCl 
Maliakal et 
al. 2001 

9 39,856 
41(50) 55 (50) 65(40) 79(80) 

91(100)105(40) 118(60) 133(95) 
149(25) 229(20) 

229 - Br            
149 - Br2 

311 C10H12OBr2 
Paul et al. 
1980 

10 40,682 
41(40) 65(30) 77(50) 91(95) 105(50) 
117(60) 133(100) 167(40) 217(40)  

245 - Br   
217 - BrCl 
167 - Br2  
133 - Br2Cl 

323;325  C10H13Br2Cl 
Polzin et al. 

2003 

11 41,013 

41(20) 65(30)77(50) 91(100) 105(50) 
117 (70) 133(95) 153(10) 169(50) 
185(10) 203(5) 213(20) 233(10) 

249(50) 269(10) 

249 - Cl;            
233 - Cl2;         
203- Br 

169 - BrCl 
133 - BrCl2 

282; 284; 
286 

C10H13BrCl2 
Polzin et al. 

2003 

12 41,493 
65(20) 77(30) 91(100) 105(40) 
117(60)133(60) 185 187 (20)197 

199(5) 212 213(5) 

199 - Cl;  
187 - Br 
148 - BrCl 

263; 265; 
267 

C10H14BrClO 
Burreson et 
al. 1975 

13 43,298 
41(10) 77(40) 91(50) 105 (30) 117(50) 
133(100) 167 197 213 249 294 329 

375 (5) 

375 - Cl 
329 - Br;  
249 - Br2  
167 - Br3;  
133 - Br3Cl;  
294 - BrCl 

408; 410 C10H14Br3Cl 
Gerwick 
1984 

14 43,839 Isômero de 14 - - C10H14Br3Cl - 

15 45,273 
69(15) 77(40) 91(50)105(40) 133(100) 

167(50) 213(5) 249(5) 294(3) 

249 - Br  
213 - BrCl 
167 - Br2  
133 - Br2Cl 

328; 330; 
332 

C10H15Br2Cl 
Coll & 

Wright, 1987 

16 45,511 Isômero 16 - - C10H15Br2Cl - 

17 46.900 

65(20) 77(30) 91(100) 105(40) 
117(60)133(60); 147(15) 185 187 

(20)197 199(5) 212 213(5); 229(10); 
267 269(5); 285 287 (5); 310 311(5) 

310 -Cl 
267 - Br 
229 - BrCl 
185 - Br2 
147 - Br2Cl 

344; 346; 
348 

C10H15Br2ClO 
Crews et al. 

1984 

18 47.972 
77(40) 91(50) 105 (30) 117(50) 

133(100) 167(80) 213(40) 247(15) 
284(20) 294(15) 329 (5) 

329 - Cl 
294 - Cl2 
284 - Br2 
247 - BrCl 
213 - BrCl2 
167 - Br2Cl 
133 - Br2Cl2 

360; 362; 
364 

C10H14Br2Cl2 
(Ochtodene) 

McConnell 
& Fenical 
1978 

19 55,754 
44(90) 57(90) 71(50) 83(30) 111(30) 

129(100) 147(20) 
- 259 

C22H42O4 (Ac. 
Docosadienoico) 

NIST 

20 59,569 
44(60) 57(40) 71(30) 83(10) 113(10) 

149(100) 167(30) 
- 278 C16H22O4 (ftalato) NIST 

 A análise 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 à biomassa, 

antes da extração, determinam alterações no número e na quantidade das substâncias que 

compoem esses extratos (figura 63). Nesses cromatogramas, os picos 1 e 2 são 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 alterações, observou-se o surgimento, nos extratos das biomassas 

liofilizadas e secas, de picos com íons moleculares e fragmentações de massa indicativas de 

monoterpenos cíclicos e oxigenados (tabela 10 e espectros de massas correspondente Anexo 

B).  

 

 Também, nos extratos provenientes das biomassas liofilizada e seca, foi observada 

redução no conteúdo da substância que eluiu em Tr = 47,49 min., o monoterpeno 

C10H15Br2Cl, quando foram comparadas as áreas deste pico, com a área 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 íons moleculares, estão compilados na tabela 10. 
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Tabela 10 - Tempo de retenção, porcentagem da área do pico no cromatograma, íon 
molecular e molécula correspondente para cada pico observado no cromatograma da análise 
em CG/EM dos extratos de O. secundiramea coletada em 2011 (SP401695) proveniente de 
biomassa submetida a diferentes métodos de processamento. 

Método de 
processamento 
da biomassa 

Pico  TR Área (%)  Íon molecular  
Fórmula 
Molecular 

Fresca (F) 
3  31.366  13.84  249  C10H14BrCl  
4  44.960  4.69  294  C10H14Br2  
5  47.491  44.33  329  C10H15Br2Cl  

Liofilizada (L) 

3  24.345  1.77  165  C10H14Cl  
4  30.655  2.37  229  C10H15OBr  
5  31.376  10.59  249  C10H14BrCl  
6  39.628  9.91  325  C10H13Br2Cl  
7  40.012  4.58  325  C10H13Br2Cl  
8  42.134  8.18  329  C10H15Br2Cl  
9  44.975  8.47  294  C10H14Br2  
10  47.494  40.98  329  C10H15Br2Cl  

Seca (S) 

3  31.416  1.85  249  C10H14BrCl  
4  39.671  2.42  325  C10H13Br2Cl  
5  40.459  15.14  249  C10H14BrCl  
6  42.164  2.56  311  C10H12OBr2  
7  43.607  11.84  311  C10H12OBr2  
8  45.018  13.30  410  C10H14Br3Cl  
9  47.498  26.34  329  C10H15Br2Cl  

 

 O cromatograma resultante da análise por CG-EM, da FBCCD obtida do extrato de O. 

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

maior área foi o de Tr = 45,108, atribuído ao composto C10H15Br2Cl. Esta substância possui  

atividade antifúngica e apresentou-se, igualmente, como majoritária no extrato (tabela 11). 

 

 

Figura 64 - Cromatograma em CG/EM da fração FBCCD obtida pela cromatografia 
preparativa de 250 mg do extrato de O. secundiramea coletada em 2010 (SP401694). 
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Tabela 11 - Tempo de retenção, porcentagem da área do pico no cromatograma, íon 
molecular e molécula correspondente para cada pico observado no cromatograma da análise 
em CG/EM da FBCCD do extrato de O. secundiramea coletada em 2010 (SP401694). 

Pico TR Área (%) 
Íon 

molecular 
Fórmula 
Molecular 

1 18.036 2,27 135 C10H16 

2 24.089 7,95 169 C10H14Cl 

3 29.963 2,27 229 C10H15OBr 

4 30.361 7,82 294 C10H14Br2 

5 35.715 9,09 249 C10H14BrCl 

6 39.841 6,81 311 C10H12OBr2 

7 41.479 2,27 264 C10H14BrClO 

8 42.981 14,7 284 C10H13BrCl2 

9 43.175 6,81 410 C10H14Br3Cl 

10 45.108 26,13 329 C10H15Br2Cl 

11 43.987 2,52 344 C10H15Br2ClO 

12 46.891 11,36 362 C10H14Br2Cl2 

 

 Os cromatogramas obtidos por CG/EM das sub-frações OC I1, OC II1, OC II2 e OC 

II3, oriundas da FBCCD, após cromatografia líquida em coluna, de O. secundiramea 

apresentaram perfis distintos, sendo que as três primeiras sub-frações eram formadas por três 

substâncias e a última, por quatro (figura 65). 
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Figura 65 - Cromatograma em CG/EM das sub-frações OC I1, OC II1, OC II2 e OC II3 
obtidas em cromatografia liquida em coluna de sephadex (I) e sílica gel (II) da FBCCD do 
extrato de O. secundiramea coletada em 2010 (SP401694). 

 

 Da análise dos cromatogramas, é possível inferir, comparando-se a área (%) dos picos 

(tabela 12), a predominância de uma substância, nas três primeiras sub-frações; a sub-fração 

OC II3 apresentou 4 picos. As substâncias componentes da fração OC II3 apresentaram 

tempos de retenção e espectros de massas semelhantes aos dos três componentes de OC II1 e 

a um dos componentes de OC II2. Os dados dos cromatogramas e dos espectros de massas 

obtidos por análise das sub-frações OC I1, OC II1, OC II2 e OC II3, provenientes do extrato 

de O. secundiramea (SP401694), estão na tabela 12. 
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Tabela 12 - Tempo de retenção, porcentagem da área do pico no cromatograma, íon 
molecular e molécula correspondente para cada pico observado no cromatograma da análise 
em CG/EM nas sub-frações da FBCCD do extrato de O. secundiramea coletada em 2010 
(SP401694). 

Amostra Pico TR 
Área do 
pico (%) 

Íon 
Molecular 

Fórmula 
Molecular 

OC I1 
(Mancha 
Azul) 

1 43.987 2,52 344 C10H15Br2ClO 

2 46.675 1,89 410 C10H13Br3Cl 

3 49.259 95,59 362 C10H14Br2Cl2 

OC II1 
(Mancha 
Roxa) 

1 31.987 4,42 294 C10H14Br2 

2 39.862 0,24 311 C10H12OBr2 

3 45.172 95,34 329 C10H15Br2Cl 

OC II2 
(Mancha 
Rosa) 

1 25.089 0,89 169 C10H14Cl 

2 36.096 96,1 249 C10H14BrCl 

3 38.396 3,01 284 C10H15BrCl2 

OC II3 
(Mancha 
Roxa + 
Rosa) 

1 31.987 28,99 294 C10H14Br2 

2 36.096 21,74 249 C10H14BrCl 

3 39.862 14,49 311 C10H12OBr2 

4 45.175 34,78 329 C10H15Br2Cl 

 

 Nos cromatogramas das sub-frações OC I1, OC II1 e OC II2, é possível observar a 

predominância de um monoterpeno halogenado, em cada uma das frações, pois as áreas de 

seus picos são superiores a 95% da área total. 

 

Análise das sub-frações obtidas por cromatografia líquida em coluna por ressonância 

magnética nuclear (RMN) 

  Com o intuito de coletar maior número posível de informações sobre os 

monoterpenos halogenados previamente identificados, por CG-EM, em cada uma das sub-

frações OC I1, OC II1, OC II2 e OC II3, amostras de cada uma delas foram analisadas por 

RMN 13C e de 1H. No entanto, devido ao baixo rendimento do processo cromatográfico 

empregado para obter a FBCCD, não foi possível dar continuidade à purificação das substâncias 

contidas nas sub-frações (OC I1, OC II1, OC II2 e OC II3). 

Devido à presença de mais um monoterpeno halogenado em cada sub-fração, não foi 

possível atribuir os valores dos deslocamentos observados a todos os átomos de cada 
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molécula, nos espectros de RMN 13C. Entretanto, foi possível observar, nestes espectros, 

picos com deslocamentos coincidentes com as das moléculas caracterizadas por seus 

espectros de massas, em análise por CG-EM. 

Abaixo são apresentados os valores do deslocamento (δ em ppm) observados nas 

análise de RMN de 13C e 1H, dos componentes das sub-frações bioativas do extrato de O. 

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

OC I1 

13C NMR (125MHz, CHLOROFORM-d) δ 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. 

 1H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) δ 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, J=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). 

 

 OC II1 

13C NMR (125MHz, CHLOROFORM-d) δ 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.  

1H NMR (500MHz ,CHLOROFORM-d) δ = 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 - 4.31 (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 II2 

1H NMR (500MHz, CHLOROFORM-d) δ = 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, M01). 

 

OC II3 

1H NMR (500MHz, CHLOROFORM-d) δ = 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, M01). 

 A análise do espectro de correlação homonuclear do acoplamento de hidrogênios 

(COSY) apresentou, devido à presença diferentes moléculas em cada sub-fração, 

superposição  de diversos picos, o que dificultou a interpretação desses acoplamentos. 

 

Avaliação do efeito do enriquecimento com KBr em cultivos nos biorreatores no perfil 

cromatografico obtido por CG/EM e no potencial antifúngico dos metabolitos de O. 

secundiramea   

 Na comparação entre os perfis cromatográficos (Figura 66) obtidos na análise por CG-

EM dos extratos da alga cultivada na condição controle (50 mg⋅L-1 de bromo) e com adição de 

bromo (250 mg⋅L-1 e adições 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 

fórmula molecular C10H12OBr2 (tabela 13 e Anexo B). O pico com TR  41,738 min, que 

aparece nos dois cromatogramas e que é devido à substância com fórmula molecular 

C10H12OBr2, apresentou área 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 os cromatogramas, não foi detectado 

nos extratos das algas coletadas na natureza. A comparação do espectro de massas dessa 

substância revelou similarirade superior a 95% com o colesterol de acordo com a biblioteca 

NIST.  

 

Figura 66 - Cromatograma dos extratos de Ochtodes secundiramea provenientes dos cultivos 
em biorreator nas condições de controle (cultivada a 50 mg⋅L-1 de bromo) e tratamento 
(cultivada a 250 mg⋅L-1 e adições semanais de 100 mg⋅L-1 de bromo). 
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Tabela 13 - Tempo de retenção, porcentagem da área do pico no cromatograma, íon 
molecular e molécula correspondente para cada pico observado no cromatograma da análise 
em CG/EM dos extratos de O. secundiramea provenientes dos cultivos em biorreator nas 
condições de controle (cultivada a 50 mg⋅L-1 de bromo) e tratamento (cultivada a 250 mg⋅L-1 e 
adições semanais de 100 mg⋅L-1 de bromo). 

Experimento de 
cultivo em 
biorreatores 

Pico TR Área (%) 
Íon 

molecular 
Fórmula 
Molecular 

Controle (cultivada 
a 50 mg.L-1 de 

bromo) 

1 31,342 4,1 229 C10H15OBr 
2 35,167 5,81 294 C10H14Br2 

3 40,310 5,13 249 C10H14BrCl 

4 41,738 3,7 311 C10H12OBr2 

5 42,166 4,4 284 C10H13BrCl2 

6 43,596 4,81 294 C10H14Br2 

7 44,330 4,56 325 C10H13Br2Cl 

8 45,002 5,17 410 C10H14Br3Cl 

9 47,507 57,52 329 C10H15Br2Cl 

10 76,734 4,8 386 C27H46O 

Tratamento 
(cultivada a 250 
mg.L-1 e adições 
semanais de 100 
mg.L-1 de bromo) 

1 35,164 3,36 294 C10H14Br2 
2 40,307 4,18 249 C10H14BrCl 
3 41,738 6,16 311 C10H12OBr2 
4 42,162 4,97 284 C10H13BrCl2 
5 43,593 4,58 294 C10H14Br2 
6 44,331 3,87 325 C10H13Br2Cl 
7 45,005 4,95 410 C10H14Br3Cl 
8 47,507 59,88 329 C10H15Br2Cl 
9 76,734 3,75 386 C27H46O 

 

5.3.5. Efeitos da aplicação do extrato e FBCCD de O. secundiramea no controle da 

antracnose do mamão in vitro e in vivo   

5.3.5.1. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) in vitro 

para o fungo C. gloeosporioides  

 A determinação da CIM frente ao fungo C. gloeosporioides foi realizada apenas com o 

extrato de O. secundiramea (SP401694) e com a FBCCD, que resultou do fracionamento, por 

CCD preparativa, desse extrato. O valor encontrado para a concentração inibitória mínima foi 

10 µg⋅mL-1 , tanto para o extrato, quanto para a FBCCD (figura 67). 
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Figura 67 - Placa de microtitulação tipo ELISA de 96 poços contendo meio BDA e o extrato 
de O. secundiramea nas concentrações de 150, 100, 50, 25, 15, 10, 5 e 0 (apenas o solvente 
DCM)  µg.mL-1. 

 

 O valor da concentração inibitória mínima (10 µg⋅mL-1) do extrato e da fração de O. 

secundiramea serviu de base para a avaliação da proteção proporcionada por biofilme 

contendo esses materiais antifúngicos, no controle da antracnose do mamão, no período pós-

colheita. 

 

5.3.5.2. Avaliação da aplicação in vivo do extrato e da fração de O. 

secundiramea na forma de biofilme em frutos de mamão 

 Os resultados dos testes aplicados aos frutos antes do ínicio da experiência no estágio 

1 de maturação, (T0) foram: peso médio - 550,30 g; sólidos solúveis - 9° Brix; acidez titulável 

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

casca - 11,205 N. 

 A análise dos parâmetros de qualidade dos frutos, em resposta a aplicação dos 

tratamentos com o biofilme contendo o extrato de O. secundiramea (SP401694) e da FBCCD,  

por 6 dias, resultou em alterações significativas, indicando uma redução da perda de massa 

fresca e discreto aumento na acidez titulável, enquanto a firmeza da polpa e a resistência da 

casca não foram alteradas, quando comparadas ao controle (figura 68). 
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 Verificou-se que a aplicação do biofilme contendo o extrato ou a FBCCD de O. 

secundiramea promoveu respostas similares ao longo do experimento, simulando período de 

prateleira. No terceiro dia, a perda de massa fresca dos mamões do tratamentofoi 4% inferior 

ao do controle (F = 53,076; p <0,001), o valor de sólidos solúveis foi 3° Brix, sendo 

significativamente superior no controle (F = 32,6738; p <0,001). Tanto a acidez titulável 

quanto o pH não apresentaram diferenças significativas na comparação entre os controles e os 

tratamentos. O mesmo foi verificado para a resistência 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 parâmetros avaliados apresentaram 

diferenças significativas entre o controle e os tratamentos. Os frutos protegidos por biofilme 

com extrato e FBCCD apresentaram menor perda de massa fresca e menor teor de sólidos 

solúveis; o tratamento promoveu, ainda, menor acidez titulável, associada ao pH mais 

elevado. Outro resultado positivo foi o aumento tanto da firmeza da polpa quanto da 

resistência da casca, quando tratados com o biofilme contendo as substâncias bioativas 

presentes no extrato de O. secundiramea (figura 68). 
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Figura 68 - Avaliação dos parâmetros de qualidade do período de prateleira (durante 0, 3 e 6 
dias) em frutos de mamão em resposta a aplicação de biofilme de amido contento extrato e 
FBCCD de O. secundiramea (SP401694). Os valores correspondem à média ± desvio padrão 
(n=3). Tratamentos seguidos por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey, 
considerando 1% de significância.. 
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 No terceiro dia, os mamões tratados com o extrato apresentaram aspecto menos 

maduro, quando comparados aos frutos do controle. O mesmo foi observado no sexto dia, 

quando também não foram notados quaisquer sinais de fitotoxicidade, em resposta à adição 

das substâncias extraídas de O. secundiramea. A adição do extrato e da FBCCD promoveu 

aumento na durabilidade do biofilme de amido, que no controle negativo começou a 

desprender da superfície do fruto, após o terceiro dia (figura 69). 

 

Figura 69 - Avaliação visual dos frutos ao terceiro e sexto dias na simulação do período de 
prateleira em resposta a aplicação de biofilme de amido contento extrato e FBCCD de O. 

secundiramea (SP401694). 

 

 Dentre as três repetições, um mamão apresentou o desenvolvimento de antracnose a 

partir do quarto dia e no sexto dia apresentou lesões superiores a 2,0 cm caracterizados como 

nota 3 na escala do índice de doença (figura 70). Os frutos do tratamento com extrato e FBCCD 
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de O. secundiramea não apresentaram lesões típicas do desenvolvimento de antracnose, 

durante o período experimental (6 dias). 

 

 

Figura 70 - Fruto de mamão (condição controle) apresentando marcas típicas da antracnose 
com mais de 2 cm de diâmetro, caracterizado como nota 3 na escala de índice de doença. 

 

6. DISCUSSÃO 

6.1. Linhagens de Hypnea musciformis 

6.1.1. Efeito do enriquecimento com CO2  

 A comparação 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. Padrão similar foi verificado em estudos anteriores com 

as mesmas linhagens de H. musciformis (Yokoya et al., 2007).  

 A resposta na produção de biomassa das macroalgas em função do enriquecimento por 

CO2 dissolvido é extremamente diversificada. As espécies podem ser extremamente sensíveis 

como foi observado em Porphyra leucostica (Rhodophyta) que apresentou redução de 85,4% 

em resposta ao aumento de 1% na concentração de CO2 (Mercado  et al., 1999). Ulva rigida 

(Chlorophyta) apresentou a taxa de crescimento aumentada em 3 vezes quando cultivada em 

condição de CO2 28 vezes superior a condição 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 concentração de CO2 (Zou & Gao, 2009). Algumas macroalgas 

não apresentam alterações na taxa de crescimento em resposta ao enriquecimento por CO2 

conforme o verificado por Martins (2013) ao cultivar Dictyota menstrualis (Phaeophyceae) 

em biorreatores com concentração de CO2 44 vezes superior a verificada naturalmente.  Este 

resultado é similar ao obtido no presente estudo quanto aos efeitos da concentração de CO2 10 

vezes superior nas linhagens de H. musciformis. O conhecimento das respostas da taxa de 

crescimento de macroalgas em diferentes concentrações de CO2 é fundamental para a 

conservação no cenário global com o aumento das emissões devido a ação antrópica e 

possível impactos natural e aplicações biotecnológicas (Gao & McKinley, 1994). 

 As concentrações de CO2 avaliadas nos cultivos em biorreatores não promoveram 

alterações significativas tanto nas concentrações dos pigmentos (clorofila a e 

ficobiliproteínas) quanto nos teores de proteína e açúcares solúveis totais das linhagens de H. 

musciformis. Esta resposta corrobora os resultados de Martins (2013) que verificou que as 

alterações nas concentrações de proteínas e açúcares solúveis de Dyctiota menstrualis são 

influenciadas principalmente pela disponibilidade de nitrogênio dissolvido e não pela 

disponibilidade de CO2 no meio de cultura. No presente estudo, não foi testada a influência do 

nitrogênio, no entanto, Martins et al. (2007) verificou que o aumento da disponibilidade de 

nitrato promoveu o aumento nas concentrações dos pigmentos das duas linhagens de H. 

musciformis. 

 Os resultados indicam ainda, apesar de não ter sido avaliado diretamente no presente 

estudo, que não ocorreu aumento na assimilação de carbono das linhagens possivelmente por 

limitação em relação á atividade de enzimas do ciclo de fixação do carbono, visto que o 

tratamento por CO2 também não afetou as quantidade de proteínas solúveis totais e, desta 

forma, possivelmente o mesmo para enzimas. Conforme o verificado por Martins (2013) que 
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não detectou alterações na atividade a enzima rubisco em função do enriquecimento por CO2 

no cultivo de macroalgas. 

 Os resultados descritos em estudos anteriores para os parâmetros fotossintetizantes 

(Yokoya et al., 2007) e metabolismo do nitrogênio (Martins et al., 2007) das linhagens MA e 

VC de H. musciformis, juntamente com os apresentados no presente estudo para as respostas 

em relação ao enriquecimento por CO2 fornecem subsídios para análise comparativa entre 

linhagens de macroalgas e estabelecimento de sistemas modelos para avaliar as respostas a 

fatores ambientais em macroalgas e realização de seleção de linhagens (Plastino, 2004, 

Hanisak, 1990). 

 

6.1.2. Avaliação do efeito do enriquecimento com CO2 em cultivos nos 

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

 Suárez-Álvarez et al. (2012) verificaram um aumento na taxa de crescimento de 

Hypnea spinella cultivada com adição de CO2 em meio contendo amônio. No presente estudo, 

a ausência de alterações nas taxas de crescimento das linhagens de H. muscifomis cultivadas 

em biorreatores são condizentes com a teoria do balanço carbono - nutrientes, sugerindo que o 

excedente de carbono, disponibilizado no meio de cultura, não é incorporado na forma de 

biomassa devido à limitação de outros nutrientes (Xu et al., 2010, Cronin & Hay, 1996, Fajer 

et al., 1992). 

 Foi observado que o tratamento com CO2 não promoveu alterações na concentração de 

açúcares totais, estando este resultado possivelmente associado à ocorrência da glicólise 

dessas moléculas, que não foram direcionadas para construção de parede celular, e sim a 

diferentes vias de síntese de compostos secundários (Ghasemzadeh & Jaafar, 2011, Penuelas 

& Estiarte, 1998). Com a adição de CO2, no cultivo das linhagens de H. musciformis houve 

aumento significativo no rendimento da extração e na quantidade de substâncias, segundo 

resultados das análises químicas. . 
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 O resultado da análise de CG/EM das linhagens de H. musciformis indicaram a 

presença de diversos ácidos graxos, alguns grupos de glicopiranosil (especialmente de 

galactose e glucose) e triterpenos do tipo esterol (C27- C29), comuns a diversos grupos de algas 

vermelhas e já identificados para esta mesma espécie (Balamurugan et al., 2013, Machado et 

al., 2013, Nasir et al., 2011, Ragan, 1981). 

 Na análise comparativa entre as linhagens de H. musciformis, na condição controle 

(sem adição de CO2), a linhagem VC apresentou uma diversidade maior de metabólitos 

quando comparada a linhagem MA, com 10 e 7 picos no cromatograma em CG/EM, 

respectivamente. O enriquecimento pela adição de CO2 promoveu o aumento no número de 

substâncias observadas no perfil obtido em CG/EM, passando para 11 na linhagem MA e 12 

na linhagem VC. Essa diferença relacionada aos compostos orgânicos 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 relação a MA, o 

que influencia o  metabolismo e o total de carbono fixado pelas duas linhagens. 

 Na análise da FBCCD das linhagens de H. musciformis, cultivadas em diferentes 

condições de CO2, foram observados, por espectrometria de massas de alta resolução, 

substâncias com massas moleculares superiores às observadas por CG/EM. 

 Os fragmentos observados nos espectros de massa, associados aos dados relativos aos 

esteróis glicosilados (com grupos gluco ou galactopiranosil) comumente verificados em 

macroalgas, sugerem a presença de esteróis-glicosilados (Ahmad et al., 1992). Esta classe de 

metabolitos pode estar ligado a ésteres de ácidos graxos (Grillea et al., 2010) e apresentar 

diferentes atividades biológicas, entre as quais está o  potencial antifúngico (Chludil et al., 

2002). 

 A fração MA foi a única a não apresentar atividade antifúngica em Rf 0,7 

(bioautografia) e também não apresentou o pico com TR 2,8 min, por CLAE de alta 

resolução. A presença da glucopiranosil - colesterodienona foi sugerida devido à análise de 
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seus fragmentos de massa e à coincidência do valor atribuído ao seu íon molecular com o 

verificado na literatura (Lin,et al., 2009).  

  Os resultados das análises por CG-EM do extrato de linhagem MA, do extrato obtido 

de VC após o tratamento e do controle endossam esta hipótese, porque em todos os espectros 

foi detectada a presença do colesta-8,24-dien-3-one e do grupo glucopiranosil.   

 A análise por CLAE-EM dos materiais das duas linhagens correspondentes à mancha 

em Rf 0,4 (correspondente à atividade antifúngica), tanto do controle quanto dos tratamentos, 

sugeriu a presença de composto com fragmentação de massa e íon molecular compatíveis com 

os dados de um colesterol associado ao galctopioranosil, para o qual foi determinado e o m/z 

de 575,7877 (Schröder et al., 2003). 

 O único pico verificado em todas as amostras referentes ao Rf 0,1 (exceto o MA 0,1 

controle que não apresentou atividade antifúngica), correspondente à mancha de Rf 0,1 que 

apresentou atividade antifúngica na bioautografia, apresenta fragmentação de massa 

semelhante à da macroalga verde Codium iyengarii, relativa à molécula formada por 

colesterol ligada a um grupo galactoglicosil (Ali et al., 2003).  

 Kovganko e Kashkan (1999) destacam a dificuldade na investigação dos esteróis-

glicosilados de macroalgas, devido à pequena quantidade com que são encontrados nos 

extratos, aliada à grande diversidade e similaridade estruturais destes compostos.  

 A análise do perfil dos extratos por CG-EM indicou que a linhagem MA apresentou 

maiores taxas de crescimentos enquanto a VC possuem maior diversidade de metabólitos, 

diferenças que indicam a possibilidade da seleção de linhagem para futuras investigações ou 

aplicações biotecnológicas (Levy et al., 1990).  

 

 

6.2. Ochtodes secundiramea 
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Experimento com liberação e germinação carpósporos e desenvolvimento de plântulas 

 Os carpósporos de O. secundiramea foram mantidos em condições indicadas como 

ideais para a germinação de esporos de macroalgas tropicais (Miranda et al., 2012, Orduña-

Rojas & Robledo, 1999, Yokoya & Oliveira, 1993), no entanto, esta espécie apresentou uma 

elevada sensibilidade aos tratamentos testados.  

.  O resultado obtido apresenta duas possíveis explicações, a primeira é a sensibilidade 

da espécie ao cultivo em laboratório, este fator é difícil de ser confirmado devido à ausência 

de informações referentes ao ciclo de vida e a reprodução de O. secundiramea em laboratório, 

visto que o único estudo que abordou as fases esta temática foi realizado com a observação de 

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

 O segundo fator que potencialmente favoreceu a inviabilidade dos esporos de O. 

secundiramea foi  a presença dos esporos da macroalga Acrochaetium infestans, que é uma 

espécie que apresenta hábito epífita e produz grande quantidade de esporos como  uma 

estratégia de rápido desenvolvimento dos germinantes, e esta competição possivelmente 

afetou de forma negativa a germinação dos carpósporos de O. secundiramea (Weinberger et 

al., 2007). 

 

Experimento com propagação de segmentos apicais  

 As plantas matrizes de O. secundiramea foram inicialmente mantidos em baixa 

irradiância objetivando o baixo desenvolvimento dos epífitas e manutenção das culturas vivas 

para o fornecimento dos ápices utilizados nos experimentos posteriores e durante esta fase foi 

observado o baixo crescimento da espécie.  A manutenção das culturas matrizes não isoladas 

em baixa irradiância possibilita a redução 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 soluções de nutrientes 

 A disponibilidade de nutrientes é um dos principais fatores que influenciam o 

desenvolvimento de algas, na natureza ou em laboratório de cultura no entanto não existe um 

padrão de resposta das espécies às diferentes condições. Neste estudo, não foram verificadas 

diferenças no crescimento de O. secundiramea em resposta aos tratamentos com diferentes 

soluções 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 solução de PES, caracterizada pela 

alta disponibilidade de nutrientes, enquanto a Gracilaria cornea apresentou maior 

desenvolvimento em VSES/8, condição de baixa disponibilidade de nutrientes (Ferreira et al., 

2006). 

 Polzin et al. (2003) relataram que cultivo de O. secundiramea, em condições axênicas, 

apresentaram taxa de crescimento elevada em tratamentos com maior disponibilidade de 

nitrogênio, no entanto, sob baixa disponibilidade de nitrogênio observaram o aumento no 

acúmulo de monoterpenos halogenados, compostos que possuem atividade anti-epifitismo 

(Bhadury & Wright, 2004). O resultado da ausência de diferenças significativas no 

crescimento dos ápices em resposta as diferentes soluções testadas, juntamente com os dados 

existentes na bibliografia para a espécie foi para a seleção da solução VSES/2, que apresenta 

menor concentração de nitrogênio. 

 

Experimento de cultura em diferentes níveis de irradiância  

 Em geral, níveis de irradiância próximos aos de saturação fotossintético da alga 

promovem elevadas taxas de crescimento em culturas unialgáceas ou axênicas (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 condições axênicas, o ponto de saturação é 

próximo a 200 µmol fótons m2.s-1. No presente estudo, o valor de 30 µmol fótons m2.s-1 foi o 
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mais indicado por permitir o crescimento da alga sem o desenvolvimento exagerado e 

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

 

Experimento de cultura com aeração  

 A movimentação da água influencia diretamente a produção de biomassa de 

macroalgas em laboratório de cultura (Bravin & Yoneshigue-Valentin, 2002), e em 

populações naturais (Reis & Yoneshigue-Valentin, 1998) por propiciar a maior difusão dos 

nutrientes e disponibilidade de gases dissolvidos.  

 No entanto, as espécies de macroalgas possuem diferentes limites de sensibilidades em 

relação à agitação da água, fazendo com que esse movimento, em alguns casos, configure em 

uma condição de estresse físico e bioquímico, que promove a redução do seu rendimento 

fotossintético da alga (Hurd, 2000). Os ápices de O. secundiramea, no presente estudo não 

apresentaram diferenças significativas entre as condições de cultivo estagnado e com agitação 

por adição de 0,5 L.min-1  de ar úmido. No entanto, apesar de não afetar o crescimento da 

espécie de interesse a agitação da água favoreceu o desenvolvimento indesejado de outras 

espécies, desta forma, foi selecionada a condição cultura estagnada para o desenvolvimento 

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

 

Aplicação do protocolo de descontaminação  

 Após a determinação das condições de cultivo de VSES/2, 30 µmol fótons m2.s-1 e 

sem aeração do meio de cultura como melhores formas de cultivo para o crescimento e 

redução da  elevada susceptibilidade de O. secundiramea ao desenvolvimento de diferentes 

macroalgas epífitas em cultura de laboratório. A aplicação do protocolo de descontaminação, 

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 concentração de bromo incorporado em O. secundiramea, concentração de KBr foi 

selecionada com base no estudo de Paradas et al. (2010) que verificaram o aumento próximo a 

40% na área das vesículas com função de armazenar os composto orgânicos bromados em 

Laurencia dendroidea durante 20 dias de experimento.  

 Barahona et al. (2003) verificaram taxas de crescimento de 5,2 %.d-1 para O. 

secundiramea cultivada em biorreatores, valor similar ao verificado no presente estudo para o 

controle (4,8 %.d-1) e tratamento (5 %.d-1) . Não foram observadas diferenças significativas na 

taxa de crescimento de relação ao incremento de bromo no meio de cultura. Diversos estudos 

demonstraram que o bromo, apesar de não ser um elemento essencial, influencia o 

desenvolvimento de macroalgas podendo desempenhar papel benéfico ou inibitório (Fries, 

1966) e apresentar requerimento específico em fases iniciais do ciclo de vida de algumas 

macroalgas (Anderson et al., 1992).  

 Apesar de não apresentar alterações no crescimento, os talos de O. secundiramea 

cultivados sob elevada disponibilidade de bromo apresentaram maiores concentrações de 

clorofila a e de ficobiliproteínas (especialmente aloficocianina e ficoeritrina) bem como no 

teor de proteínas totais, e não foram verificadas alterações na concentração de carboidratos 

solúveis totais. Estes resultados podem ser explicados por meio dos valores obtidos para 

quantificação de enzima bromoperoxidase e sua atividade específica, os quais dobraram no 

tratamento em relação ao controle. A enzima é responsável pela halogenação dos compostos 

orgânicos 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 proteção ao 
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estresse oxidativo, reduzindo a degradação dos pigmentos e proteínas analisadas (Fenical, 

1975). Os valores de atividade específica e concentração da bromoperoxidase em O. 

secundiramea, após 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 adição, por curto intervalo de tempo, de 

espécies reativas de oxigênio induz o acúmulo de compostos halogenados em cultura de 

Asparagopsis taxiformis (Rhodophyta), fator que pode ser aplicado juntamente com a adição 

de bromo para aumento no rendimento de obtenção de compostos halogenados bioativos. 

 No entanto apesar de proporcionar maior incorporação do bromo e atividade da 

bromoperoxidase, não foi observado alterações no perfil e na atividade antifúngica dos 

compostos de O. secundiramea. Este resultado pode ser atribuído a limitação de carbono para 

sintese dos monoterpenos, visto que não foi realizada a oferta de nenhuma fonte de carbono e 

redução no balanço carbono - nitrogênio (Mata et al., 2012). A ausência de estímulos diretos a 

enzima mirceno sintase, responsável pela síntese dos monoterpenos (Wise et al., 2002) 

possivelmente é outro fator associado aos resultados obtidos. 

 O bromo excedente incorporado por O. secundiramea no cultivo na condição de 

tratamento (enriquecido com KBr) pode ter ocorrido em diferentes classes de moléculas 

acumulados pela alga como ácidos graxos (Dembitsky & Srebnik, 2002) ou fenóis (Carvalho 

& Roque, 2000) visto a falta de especificidade da enzima bromoperoxidase em relação ao 

substrato carbônico utilizado para halogenação (Butler & Carter-Franklin, 2004). 

 Desta forma os resultados obtidos juntamente com o conhecimento da enzima mirceno 

sintase (Wise et al., 2002), da influência do CO2 na síntese de compostos voláteis (Mata et al., 

2012) e aumento na obtenção de compostos halogenados em algas expostas a H2O2 (Mata et 

al., 2011) proporcionam plataformas para desenvolver estratégias para plataformas de cultivo 
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em laboratório de macroalgas com visando indução da síntese e obtenção compostos bioativos 

(Rorrer & Cheney, 2004). 

 

6.2.3. Análises químicas e de atividade antifúngica  

Efeitos do processamento da biomassa para obtenção do extrato 

 Os monoterpenos são uma classe de moleculas suscetíveis à volatilização, quando a 

biomassa é submetida à secagem em estufa (Venskutonis 1997). Em contraste, o processo de 

liofilização é indicado para aumentar o rendimento de extração de compostos orgânicos 

voláteis, por promoção de interação mais eficaz entre o solvente e a biomassa (Diaz-Maroto et 

al. 2002). No entanto, neste estudo foi observada a formação de compostos oxidados 

propiciando a obtenção 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 

ocorrência de reações, tais como a oxidação.  

 Os monoterpenos, em geral, apresentam elevada volatilidade o que dificulta a 

aplicação em biofilmes, para proteção de frutas (Garcia et al. 2008). Entretanto, os 

monoterpenos halogenados apresentam baixa volatilidade (não 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 constituírem biofilmes para 

o controle dos fungos fitopatogênicos que infestam frutas, no período pós-colheita 
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Fracionamento guiado e análise dos compostos com atividade antifúngica  

 O bioautografia (CCD) foi um ensaio sensível e eficiente tanto para a detecção da 

atividade, quanto para guiar o fracionamento dos extratos de O. secundiramea: este ensaio 

permitiu a análise quantitativa da atividade antifúngica e mostrou que o extrato bruto, a FBCCD 

e a sub-fração OC II1 (rica em C10H15Br2Cl) apresentaram valores similares (1 µg)  para o 

limite de detecção da atividade antifúngica. No entanto, apesar da coincidência dos valores 

encontrados para o limite de detecção do extrato bruto, da FBCCD e da sub-fração (1 µg), a 

atividade das duas primeiras apresentou maior intensidade, fator que  aponta para a existência 

de efeito sinérgico entre os monoterpenos reunidos, quanto à atividade antifúngica. 

 A existência dessa sinergia, aliada à ausência de evidências de toxicidade, no extrato 

bruto de O. secundiramea (Machado et al., 2013) indicam a possibilidade de  sua aplicação, 

ou da  FBCCD, diretamente sobre os frutos, para inibição do desenvolvimento fungos, 

eliminando as dispendiosas e demoradas etapas de fracionamento de extratos e isolamento de 

substâncias ativas. 

 A análise dos fragmentos de massa relativos aos picos dos cromatogramas obtidos por 

CG-EM do extrato, da FBCCD e das subfrações indicou a presença de diversos monoterpenos 

halogenados, previamente descritos para a O. secundiramea ou para espécies dos gêneros 

Chondrococcus, Ochtodes e Potieria, pertencentes todos à família 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 diferenças (por CG-EM) no número dos monoterpenos 

componentes dos extratos obtidos de biomassa fresca de O. secundiramea, coletadas em 

épocas distintas (2010 e 2011). Esse tipo de resultado é comum, em macroalgas que 

sintetizam esta classe de compostos e foi detalhado na análise das diferenças qualitativas e 

quantitativas dos monoterpenos halogenados de Portieria hornemannii, decorrentes da 
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variação intra-específica (Puglisi, & Paul, 1997) e espacial - temporal (Matlock et al., 1999). 

As alterações químicas estão associadas à interação de fatores ambientais e ecológicos (Payo 

et al., 2011).  

 No presente estudo, a análise semi-quantitativa de todos os extratos mostrou que o 

pico de maior área relativa era devido ao monoterpeno de cadeia aberta de fórmula molecular 

C10H15Br2Cl. Os trabalhos de Polzin et al. (2003), Barahona & Rorrer (2003) e Maliakal et al. 

(2001) apontaram, como composto majoritário, o monoterpeno acíclico C10H14Br2, para algas 

coletadas na Jamaica e cultivadas em laboratório. Enquanto McConnell & Fenical (1978) 

identificaram os monoterpenos cíclicos ochtodeno (C10H14Br2Cl2) e ochitodiol 

(C10H16BrClO2) como majoritários em algas coletadas na costa de Belize, Gerwick (1984) 

detectou o C10H14Br3Cl, como majoritário, nas algas coletadas na costa do Caribe, o que 

evidencia variação da composição química da espécie, em função do local de coleta. 

 Payo et al. (2011) verificaram que a fase do ciclo de vida da macroalga também é fator 

determinante nesta variabilidade, pois o gametófito feminino apresentou 202 diferentes 

compostos enquanto que o gametófito masculino e o tetrasporófito, respectivamente 102 e 

106 metabolitos. Os estudos dos monoterpenos halogenados realizados anteriormente para O. 

secundiramea (citados no parágrafo anterior) não apontaram a fase do ciclo de vida dos 

espécimes coletados. Na presente pesquisa, foram utilizados, em todas as fases de 

investigação, somente gametófitos femininos. Este pode ser um dos fatores aos quais se deve 

a variação encontrada entre os monoterpenos halogenados de O. secundiramea, em todas 

essas investigações realizadas até o presente.   

 Para a caracterização dos monoterpenos das sub-frações, os dados obtidos na análise 

por CG-MS, aliados aos dados de RMN, foram comparados com os dados existentes na 

bibliografia. A indicação da presença do monoterpeno C10H14Br2Cl2 , principal componente 

da sub-fração OC I1 (95,59 % da área relativa, na análise semi-quantitativa do cromatograma 
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obtido por CG-MS), foi reforçada por meio da comparação com os dados obtidos por 

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

Tabela 14 - Dados comparativos de deslocamento (δ ppm) em RMN 13C e 1H na análise de 

RMN do Ochtodeno (monoterpeno tetrahalogenado) em CDCl3 isolado de O. secundiramea 

(McConnel & Fenical, 1978) e os resultados verificados para a subfração OC I1 (presente 

estudo), jutamente com a estrutura proposta para molécula com base na bibliografia.  
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 A análise por CG-EM da fração OC I1 indicou, em menor quantidade, a presença dos 

monoterpenos C10H13Br3Cl (Gerwick, 1984) e C10H15Br2ClO (Burreson et al., 1975). A 

possivel presença destes monoterpenos na fração OC I1 é reforçada pela existência de picos 

com deslocamentos de 62,1, 31,9 e 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 são similares aos 

deslocamentos obtidos para essas moléculas, segundo a bibliografia. 

 A identificação do composto C10H15Br2Cl (área relativa de 95,34%, no cromatograma 

CG-EM), componente da sub-fração OC II1, foi corroborada pela comparação com os dados 

de RMN de 1H e de 13C do dibromo - cloro, metileno - metil,ochtodeno, obtidos por Coll e 

Wright (1987) (tabela 15). 

 

 

 Ochtodeno McConnel 
& Fenical (1978) 

OC I1 
(C10H14Br2Cl2) 

Carbono 13C 1H 13C 1H 
1 37.6 5,96 37.4 5,96  
2 132.2 4,99 132.7 5,11 
3 137.7 4,85 138.6 4,88 
4 69.9 4,4 70.6 4,54 
5 28.7 4,2 29.7 4,16 
6 52.7 4,05 54.3 4,07 
7 41.6 2,71 42.3 2,75 
8 20.2 2,55 22.7 2,45 
9 41.6 1,3 41.9 1,36 
10 41.3 1,03 41.6 1,06 
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Tabela 15 - Dados comparativos de deslocamento (δ ppm) em RMN 13C e 1H na análise de 

RMN do 1-2 Dibromo-9 cloro, metileno-10 metil, ochtodeno   (monoterpeno trihalogenado) 

em CDCl3 isolado de O. secundiramea (Coll & Wright, 1987) e os resultados verificados para 

a subfração OC II1 (presente estudo), jutamente com a estrutura proposta para molécula com 

base na bibliografia .  
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 No espectro de RMN 13C da sub-fração 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 e 34,2 ppm, valores 

próximos aos descritos para os monoterpenos C10H12OBr2 (Burreson et al., 1975) e C10H14Br2 

(Barahona & Rorrer, 2003), substâncias obtidas em menor quantidade e observadas  na 

análise por CG-EM, nesta sub-fração.  

 As sub-frações OC II2 e OC II3 não foram obtidas em quantidade suficiente para a 

obtenção de seus espectros de RMN 13C.  A análise por RMN 1H de OC II3 mostrou, para 

cada substância componente da amostra (caracterizadas por CG-EM), a presença de picos 

com deslocamentos compatíveis 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 análise e completa caracterização das moléculas por RMN 1H,  com base 

nos valores dos deslocamento e/ou das constantes de acoplamento. No entanto, ao se 

comparar os mapas de correlação COSY da OC I1 e OC II1 com os esperados para o 

 Dibromo - cloro, metileno - 
metil,ochtodeno   

Coll & Wright (1987) 
OC II1 

Carbono 13C 1H 13C 1H 
1 30.0 6,48 28.8 6,92 
2 62.8 5,17 62.4 5,3 
3 141.2 4,61 141.1 4,76 
4 32.9 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 23.9 1,61 
9 110.7 

 
109.8 

 
10 17.8 

 
17,6 
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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 possível obervar 

grande similaridade, reforçando a indicação da presença desses compostos (Anexo F). 

 

6.2.4. Efeitos da aplicação do extrato e fração no controle da antracnose do 

mamão in vitro e in vivo  

6.2.4.1. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) in vitro 

para o fungo C. gloeosporioides  

 O valor do limite de detecção da atividade antifúngica, por bioautografia, foi de 1 µg, 

tanto para o extrato quanto para a FBCCD de O. secundiramea porém o valor da CIM, 

verificado pelo método de difusão em ágar foi de 10 µg.mL-1. Esse resultado é semelhante ao 

verificado por Rahalison et al. (1994) que comparou os valores de LD e CIM para extratos, 

substâncias puras e padrões comerciais pelos dois métodos. Segundo esses autores, essa 

diferença entre os valores deve-se ao contato direto entre o microorganismo e o princípio 

ativo, na bioautografia, enquanto que o meio sólido interfere na difusão das moléculas da 

substância ativa, minimizando este contato.  

 O valor da CIM de 10 µg.mL-1 é considerado como forte atividade antifúngica 

(Murakami et al., 2013 e Aligiannis et al., 2001) e é similar ao obtido por Tavares e Souza 

(2005) que avaliaram, pelo mesmo protocolo, a inibição, no crescimento micelial de C. 

gloeosporioides, causada pela aplicação dos antifúngicos comerciais prochloraz, propiconazol 

e tebuconazol, utilizados para controle da antracnose do mamoeiro. Estes resultados enfatizam 

o elevado potencial das substâncias antifúngicas de O. secundiramea, para o controle de 

fungos causadores de antracnose. 

 



131 

 

6.2.4.2. Avaliação da aplicação in vivo do extrato da fração na forma de 

biofilme de amido em frutos de mamão 

 Mamões são constituídos por 90% de água e a perda de massa fresca é o principal 

determinante da duração do período de armazenamento e da qualidade do mamão; assim 

sendo, perdas elevadas de massa fresca são indesejáveis, já que a desidratação interfere nas 

propriedades físicas, fisiológicas, patológicas, estéticas, nutricionais e econômicas do fruto 

(Solon et al., 2005). A aplicação do biofilme contendo o extrato e da FBCCD de O. 

secundiramea causou a redução de 6% na perda de massa fresca dos frutos, ao longo do  

experimento, em comparação com o controle. Resultado semelhante foi observado em 

mamões tratados com ozônio (Ali et al., 2014).  

 A principal via de perda de água é através da casca, por isso a aplicação de biofilmes, 

que reduzem o processo de transpiração, constitui uma proteção importante, no período pós-

colheita (Oliveira Jr et al., 2013, Espitia et al., 2012). No presente estudo, o biofilme 

enriquecido com as substâncias da macroalga apresentou maior integridade, ao longo do 

experimento, fator que possivelmente proporcionou a redução da perda de massa fresca, 

quando comparado ao fruto tratado apenas com biofilme. 

 O aumento do teor de sólidos solúveis (°Brix) é algo esperado, no processo 

amadurecimento dos frutos, que ocorre no período de prateleira. Esse aumento que está 

associado à degradação dos polissacarídeos de reserva e da parede celular e também à perda 

de água é desejável por estar relacionado à doçura da fruta. Neste experimento, os frutos dos 

tratamentos apresentaram valor de °Brix significativamente inferior ao controle, porém apesar 

desta redução, enquadraram- se na faixa ideal dos valores estabelecidos para comercialização, 

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 fração da 
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macroalga, pode estar associado à redução na perda de massa fresca, que ocorreu nos 

tratamentos. 

 Os aumento do pH e a redução da acidez titulável foram similares aos descritos por 

Chitarra e Chitarra (2005), em função ao período de amadurecimento. Essas alterações estão 

associadas à degradação dos ácidos orgânicos, especialmente o cítrico, promovida pelo 

aumento das taxas de respiração, comuns em frutos climatéricos como o mamão (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 resistência da casca são importantes parâmetros da qualidade 

sensorial do amadurecimento dos frutos, sendo rejeitados os frutos que apresentem alterações 

nos valores da firmeza (Rodolfo Jr. et al., 2007). Estudos recentes destacam a sensibilidade da 

casca dos frutos ao contato com determinadas substâncias, especialmente compostos voláteis. 

Essa sensibilidade pode ser decorrência de fitotoxicidade, como foi observado na aplicação de 

óleo essencial de aroeira (rico em terpenos) em biofilmes, no período de pós-colheita de 

mamão (Oliveira Jr et al., 2013, Garcia et al., 2008).  Essa sensibilidade inviabiliza a 

aplicação de substâncias bioativas que apresentam excelente ação antimicrobiana, porém que 

eventualmente depreciem as características desejáveis dos frutos (Bosquez-Molina et al., 

2010).  

 No presente estudo, os parâmetros avaliados, no grupo tratado, no sexto dia, 

apresentaram valores equivalentes aos do controle, no terceiro dia, indicando que o extrato e a 

fração de O. secundiramea  retardam o processo de amadurecimento, aumentando a vida de 

prateleira dos frutos. Este atraso no processo de amadurecimento está, possivelmente, 

associado à redução de fatores indutores do amadurecimento, como enzimas e produção de 

etileno (Workneh et al. 2012). 
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 Nesse aspecto, os monoterpenos halogenados de O. secundiramea, que apresentaram 

elevado potencial inibitório contra o fungo da antracnose in vitro, promoveram  diferenças  

significativas no processo e nos parâmetros de qualidade do mamão. No entanto, os valores 

dos parâmetros de qualidade apresentaram-se dentro das faixas consideradas ideais para a 

comercialização dos frutos (Martins & Costa, 2003), provocaram atraso no processo de 

maturação e não causaram sinais de fitotoxicidade ou de desenvolvimento de antracnose, nos 

mamões.  

 Esses resultados positivos obtidos mostram a importância e o potencial de 

investigações futuras sobre o efeito desses monoterpenos halogenados, na fisiologia do fruto 

(Tripathi & Dubey, 2004) e também a possibilidade de sua aplicação conjunta com 

tratamentos que já vêem sendo testados com sucesso, para aumentar o tempo de pós-colheita 

do mamão, tais como, atmosfera rica em ozônio (Ali et al., 2014), aplicação de substâncias e 

de técnicas de estocagem, sob baixas temperaturas o que reduz a atividade enzimática 

(Jacomino et al., 2002).  

 Também abrem espaço para a emprego de biofilmes que têm por base ágar e 

carragenas (Shit & Shah et al., 2014), que podem também conter substâncias antioxidantes 

como as ficobiliproteínas e alginatos (Cian et al. 2014), podem ser extraídos de diferentes 

macroalgas, e que aliariam os efeitos benéficos dos biofilmes de amido tradicionais à 

presença de antioxidantes, proporcionando a obtenção de melhores resultados quanto à 

maturação e qualidades sensoriais do mamão, sem o desenvolvimento de fitopatógenos. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Considerando os objetivos propostos para a realização desta pesquisa desenvolvida 

com as linhagens de H. musciformis e O. secundiramea e realizando a análise dos resultados 

obtidos nos experimentos foi possível estabelecer as seguintes conclusões: 

 O processamento da biomassa é um fator importante a ser observado, na prospecção 

de extratos bioativos, pois influencia diferentemente cada espécie estudada, em função das 

classes de metabólitos que serão extraídos. Em H. musciformis, espécie que apresentou 

esteróis-glicosilados e ácidos graxos como principais metabolitos, o processamento da 

biomassa não promoveu alterações no perfil químico e na atividade antifúngica. Em O. 

secundiramea, que produz monoterpenos halogenados, são detectados terpenos cíclicos 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 análises em CG/EM e mais Rf’s com atividade antifúngica, indicando 

diferentes estratégias com relação ao metabolismo de carbono. Esses resultados reforçam 

estudos que descrevem diferenças no metabolismo do nitrogênio e na fotossíntese entre essas 

linhagens. 

 A linhagem VC apresenta maior diversidade de esteróis e de glicosídeos que a 

linhagem MA, o que pode explicar a diferença entre o potencial antifúngico das duas 

linhagens; nos espectros de massas das frações bioativas. São observadas fragmentações que 

indicam a presença dos esteróis-glicosilados, com galacto e glucopiranosídeos. Será 

necessária a obtenção de maior quantidade destes compostos, para isolamento e determinação 

estrutural. 
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 A adição de CO2 nos cultivos das linhagens de H. musciformis não promove alterações 

nas concentrações de pigmentos, proteínas e açúcares totais, no entanto é observado o 

aumento da diversidade de metabolitos detectados na fração bioativa. Estes fatores estão 

associados à hipótese de balanço entre carbono - nutrientes. O aparecimento de manchas 

antifúngicas para o extrato da linhagem marrom cultivada com CO2 evidencia a existência de 

diferenças no metabolismo de carbono nas duas linhagens. Este resultado indica a 

possibilidade da aplicação do CO2 em cultivos de macroalgas como ferramenta para obtenção 

de compostos bioativos. 

  As análises de CG-EM e RMN, aliados a testes de atividade, evidenciam que os 

monoterpenos halogenados, previamente descritos para O. secundiramea, são os responsáveis 

pela intensa atividade antifúngica apresentado pelo extrato da macroalga. Os estudos 

químicos permitiram identificar os seguintes metabolitos: o monoterpeno de cadeia aberta 

C10H15Br2Cl (1,2-dibromo-3-cloro,metileno-7-metil-oct-6-ene) produzido em maior 

quantidade e os monoterpenos C10H14Br2Cl2 (ochtodene),  C10H12OBr2 (chondrocole C), 

C10H14Br2 e C10H14BrCl (3-10-dibromo-mirceno e 10-bromo-3-cloro-mirceno). 

 O enriquecimento por 250 mg.L-1 de KBr dissolvido no meio de cultura induz ao 

aumento da concentração e atividade específica da enzima bromoperoxidase, que atua 

combatendo o metabolismo oxidativo. Este fator proporcionou maiores taxas de remoção e 

incorporação de bromo por O. secundiramea e efeito protetor contra a degradação oxidativa 

dos pigmentos e proteínas, explicando os valores elevados destes componentes celulares em 

relação a alga cultivada no controle 50 mg.L-1. 

  A ausência de alterações na taxa de crescimento e na concentração de açúcares totais 

verificadas entre o controle e o tratamento é indicativa de possível limitação de carbono no 

cultivo de O. secundiramea, fator que explica o porque mesmo como aumento da atividade 
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enzimática e assimilação bromo pela alga não foram observadas alterações no perfil dos 

monoterpenos halogenados.  

 Os resultados similares do limite de detecção da atividade antifúngica para extrato 

bruto, fração bioativa e sub-frações purificadas, propiciam utilização do extrato ou fração 

bioativa para aplicação no controle do crescimento de fungos fitopatogênicos, obtendo desta 

forma maiores rendimentos e menores gastos com processo de purificação das moléculas.

 Os tratamentos de aplicação do biofilme a base de amido associado ao extrato ou 

FBCCD de O. secundiramea não causaram indesejáveis sintomas de fitotoxicidade no mamão 

ao longo do experimento que simulou o período de prateleiras não sendo verificado o 

desenvolvimento das lesões típicas da antracnose nos frutos tratados. Este resultado evidencia 

o potencial da aplicação dos monoterpenos halogenados com produto natural agregado ao 

período pós-colheita de frutas.     

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

as seguintes conclusões: 

a - Evidências dos monoterpenos halogenados como compostos responsáveis pela atividade 

antifúngica do extrato de O. secundiramea; 

b - Indicação dos esteróis - glicosilados na fração bioativa das linhagens de H. musciformis; 

c - Os compostos de O. secundiramea apresentaram potencial antifúngico mais potente do que 

os das linhagens de H. musciformis; 

c - As diferenças observadas no perfil químico, 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 

mãe (logo apresentando o mesmo material genético) existem diferenças quanto ao 

metabolismo. Os resultados sugerem que a linhagen MA é mais indicada para produção de 

biomassa enquanto a VC apresenta maior diversidade química; 



137 

 

d - As linhagens de H. musciformis apresentaram diferenças em relação ao enriquecimento 

por CO2 e a aplicação deste tratamento proporcionou a alteração no perfil de compostos 

secundários, corroborando a hipótese de balanço entre carbono e nutrientes; 

e - O enriquecimento por KBr estimulou a atividade da enzima bromoperoxidase, fato 

confirmado também pelas altas taxas de remoção e de bromo incorporado por O. 

secundiramea no tratamento. No entanto, não afetou o perfil dos monoterpenos halogenados e 

nem a atividade antifúngica dos extratos, fator explicado pela hipótese do balanço carbono - 

nutrientes, visto que não foi ofertado fontes de carbono nesse experimento levando a possível 

limitação deste elemento para síntese dos monoterpenos; 

f - O aumento da atividade da enzima bromoperoxidase, no tratamento com enriquecimento 

por KBr, promoveu maior eficiência no seqüestro de espécies reativas de oxigênio e por 

conseqüência a maior proteção dos componentes celulares, explicando as elevadas 

concentrações de pigmentos e proteínas verificadas para O. secundiramea neste tratamento; 

g - O extrato e a FBCCD de O. secundiramea, aplicados juntamente com biofilme de amido, 

foram eficazes na inibição da antracnose pós-colheita do mamão, 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 biotecnológico, principalmente no que se refere 

à aplicação de seus extratos (ricos em monoterpenos halogenados e esteróis, ácidos graxos e 

gliceróis, respectivamente) na inibição do crescimento de fungos do gênero Colletotrichum. 

Esses fungos fitopatógenos causam antracnose em frutas e por isso, promovem perdas 

significativas ao agronegócio. Para isso, os objetivos do presente estudo foram: (1) realizar o 

fracionamento bioguiado e determinar as substâncias bioativas dos extratos das linhagens de 

cor de H. musciformis e O. secundiramea, que possuem potencial antifúngico para controle de 

fungos fitopatogênicos in vitro e in vivo, avaliando adicionalmente o efeito do uso de 

biomassa fresca, liofilizada e seca na bioatividade e composição dos extratos; (2) verificar a 

influência do enriquecimento por  CO2 para as linhagens de H. musciformis e de KBr para O. 

secundiramea em cultivos realizados em biorreatores, avaliando a fisiologia das macroalgas e 

a produção dos metabolitos de interesse e (3) Avaliar o efeito, no desenvolvimento da 

antracnose e no amadurecimento de frutos de mamão em resposta a aplicação de biofilme 

contendo os bioativos de macroalgas. A utilização da biomassa de alga fresca permitiu maior 

rendimento na obtenção de extratos das linhagens de H. musciformis, e a atividade antifúngica 

e o perfil em cromatografia gasosa/espectrometria de massas (CG/EM) não foi alterado. Está 

análise revelou que o extrato da linhagem marrom (MA) de H. musciformis apresentou uma 

quantidade menor de substâncias e de manchas bioativas do que a linhagem verde clara (VC) 

na bioautografia qualitativa. O limite de detecção (LD) foi 100 µg para os extratos das duas 

linhagens, sendo considerada uma fraca atividade antifúngica. Para O. secundiramea, não 

houve diferença no rendimento de extração, no entanto, foi observado a formação de 

monoterpenos oxidados nos tratamentos com biomassa liofilizada e seca, associado com o 

aparecimento de manchas de atividade antifúngica em bioautografia por cromatografia em 
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camada delgada (CCD). Após o fracionamento bioguiado por CCD preparativa, a análise por 

cromatografia líquida de alta eficiência/espectrometria de massas de alta resolução 

(CLAE/EM) revelou a presença de esteróis-glicosilados, compostos derivados de colesterol 

associados à galacto ou glicopiranosil e ácidos graxos. Análise por CG/EM do extrato e da 

fração bioativade O. secundiramea indicou a presença de diversos monoterpenos 

halogenados, e após cromatografia em coluna foram isoladas sub-frações e as avaliações em 

CG/EM e ressonância magnética nuclear (RMN) confirmaram a presença dos monoterpenos 

C10H13Br3Cl  e C10H15Br2Cl  e indicaram a presença dos terpenos C10H12OBr2, C10H14Br2 e 

C10H14BrCl.  Estas sub-frações apresentaram o mesmo limite de detecção (1 µg) que o extrato 

da FBCCD. A aplicação dos biofilmes de amido contento extrato ou FBCCD na concentração de 

10 µg.mL-1, valor da concentração inibitória mínima contra o crescimento de Colletotrichum 

gloeosporioides (determinada pelo método da difusão em ágar), inibiram o desenvolvimento 

da antracnose pós-colheita e não causaram sintomas de toxicidade no fruto, no experimento 

simulando o período de prateleira do mamão. O cultivo em biorreatores com enriquecimento 

por CO2 não afetou o crescimento e as concentrações de pigmentos fotossintetizantes, 

proteínas e açúcares totais das linhagens de H. musciformis, no entanto, foi observada a 

síntese de diferentes esteróis-glicosilados relacionados como aparecimento de manchas 

antifúngicas no extrato da linhagem MA. O enriquecimento do meio com bromo, no cultivo 

de O. secundiramea, causou  aumento de 50% na concentração e na atividade da enzima 

bromoperoxidase, o que promoveu aumento equivalente na remoção do bromo do meio e na 

sua incorporação ao talo da alga. Este tratamento causou também aumento nas concentrações 

de pigmentos e de proteínas associadas à proteção, promovida pela enzima, contra estresse 

oxidativo, e não foram observadas alterações no perfil dos monoterpenos oxigenados em 

resposta ao tratamento. Os resultados permitiram de linear as seguintes conclusões: (1) os 

monoterpenos halogenados de O. secundiramea apresentaram elevado potencial antifúngico 

para aplicação do controle da antracnose; (2) Indicação da presença de esteróis - glicosilados 
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na fração bioativa das linhagens de H. musciformis, sendo que  a linhagem VC apresentou 

maior diversidade química e potencial antifúngico do que a linhagem MA; (3) a manipulação 

de parâmetros abióticos nos cultivos em biorreatores possibilitaram a obtenção de biomassa e 

dos metabolitos bioativos das espécies estudadas; e (4) O extrato e a FBCCD de O. 

secundiramea, aplicados juntamente como biofilme de amido, foram eficazes na inibição da 

antracnose pós-colheita do mamão, sem causar sintomas de fitotoxicidade. 

Palavras chaves: Monoterpenos halogenados, Esteróis glicosilados, Ochtodes secundiramea, 
linhagens de Hypena musciformis, Fungos fitopatógenos, 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 CO2 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 µg, 

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 

C10H13Br3Cl  and C10H15Br2Cl  and suggested the presence of terpenes C10H12OBr2, 

C10H14Br2 e C10H14BrCl. The application of starch biofilms containing extract or fraction of 

O. secundiramea the concentration of 10 µg.mL-1 (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 CO2 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 análise CLAE/EM de alta resolução observado nas FBCCD 

das linhagens de Hypnea musciformis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



166 

 

Anexo B - Fragmentos de massa de CG/EM observados para Ochtodes secundiramea 
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Anexo C - Espectros de RMN (1H e 13C) da sub-fração OC I1 de Ochtodes secundiramea 
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Anexo D - Espectros de RMN (1H e 13C) da sub-fração OC II1 de Ochtodes secundiramea 
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Anexo E - Espectros de RMN (1H) das sub-frações OC II2 e OC II3 de Ochtodes 

secundiramea 
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Anexo F - Mapa de correlação COSY obtido para as sub-frações, do extrato de Ochtodes 

secundiramea, OC I1 e OC II1 juntamente com o esperado para os monoterpenos 

C10H14Br2Cl2 e C10H15Br2Cl 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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Anexo H - Artigo publicado “Chemical analysis and toxicity of seaweed extract with 
inhibitory activity against tropical fruits anthracnose fungi.” Journal of the Science of Food 
and Agriculture - 2013 
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