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RESUMO

SUBSTANCIAS OBTIDAS DE Ramalina aspera ATRAVES DE
IMOBILIZAGAO CELULAR UTILIZANDO BIORREATOR
COM MOVIMENTO CONSTANTE

Sao intmeras as descri¢des em literatura cientifica a respeito das propriedades
biolégicas e farmacoldgicas de metabdlitos secundarios produzidos por
liquens e de seus carboidratos e glicosideos, entretanto tais organismos
apresentam um crescimento extremamente lento e rendimento baixo nas
extra¢Oes por métodos usuais. Portanto, com o objetivo de avaliar a capacidade
produtora de carboidratos e fendis, células de Ramalina aspera (liquen) (6 g)
foram imobilizadas em biorreatores com movimento constante, utilizando
caulinita (30 g) como matriz de suporte e NaHCO, como fonte de energia
nas concentra¢des de 0,1; 1,0 e 10,0 mM (30 mL). Os eluatos obtidos foram
coletados apds 24, 48, 72 h e, apds este periodo a cada sete dias. As amostras
extrafidas com cloroférmio/metanol (2:1) foram analisadas por CCD, e
demonstraram a presenca da sacarose nas concentragdes de 1,0 e 10 mM e
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manose na concentracio de 0,1 mM. Os agucares e fendis foram produzidos
durante todo o perfodo do experimento. A analise dos fendis nao revelou a
presenga dos principais compostos (acidos divaricatico e salazinico), porém
substancias intermedidrias foram obtidas ao longo de todo experimento,
apresentando um pico de produtividade a 408 h, na concentracio de 1,0 mM
do precursor. Os resultados obtidos demonstram que o liquen permaneceu
ativo durante todo o experimento e foi capaz de produzir metabdlitos
secundarios de natureza fendlica apesar de o precursor metabdlico utilizado
ser um precursor indicado para a produgido de poliois e agtcares.

Termos para indexagio: glicose, fendis liquénicos, Ramalina aspera.
ABSTRACT

SUBSTANCES OBTAINED FROM Ramalina aspera BY CELL
IMMOBILIZATION IN A BIOREACTOR WITH CONSTANT
MOTION

There are several scientific desctiptions about biologic and pharmacological
properties attributed to the lichenical secondary metabolites. However such
organisms has a slow growing and the concentration of this substances
obtained throw usual extraction methodologies are very low. Therefore, in
order to assess the ability of carbohydrates and phenols production, Rawalina
aspera cells (6 g) were immobilized in bioreactors with constant motion, using
kaolinite (30 g) as a support matrix and NaHCO, as an energy source in
concentrations of 0.1, 1.0 and 10.0 mM (30 mL). The eluates obtained were
collected after 24, 48, 72 h, after this period every seven days. The samples
extracted with chloroform / methanol (2:1) were analyzed by TLC and
showed the presence of sucrose at concentrations of 1.0 and 10 mM and
mannose in 0.1 mM. The sugars were produced during the entire period of
the experiment. The analysis of phenols did not reveal the presence of lead
compounds (salazinic and divaricatic acids), but intermediates were obtained
throughout the experiment, with a peak of productivity to 408 h in 1.0 mM
concentration of the precursor.

Index terms: glucose, lichen phenolics, Ramalina aspera.

1. INTRODUCAO

227

Hawksworth & Honegger (1994) consideram os liquens como uma associagao
mutualistica estavel e ecologicamente obrigatéria entre um micobionte (exhabitante
fungico, ascomicetos — 46%) e uma populacio de células de fotobiontes (inhabitante
algas, cloroficeas e o/ou cianobactetias) unicelulares ou filamentosas de localizagao

extracelular. No entanto, outros autores afirmam que o liquen é um fungo que cultiva
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fotobiontes entre as hifas de seu micélio, ou seja, para estes autores a liquenizacao
seria um tipo de parasitismo controlado por parte do fungo que mantém a alga a fim
de obter o seu alimento (Marcelli & Seaward, 1998).

Nas condi¢oes da simbiose, as algas fornecem energia, através de estruturas
chamadas haustorios que facilitam a transferéncia dos carboidratos para os fungos.
As fontes de energia s3o provenientes da fotossintese da alga na forma de polidis
aciclicos, tais como: ribitol, sorbitol e eritritol, para respira¢do e crescimento do
fungo, o que permite dar continuidade a sua via metabédlica primaria e secundaria
(Nash III, 2008). O metabolismo primario consiste na producdo especifica de um
unico carboidrato (intraceluar) pela alga que rapidamente ¢é transferido para o fungo.
As substancias obtidas através da via secundaria sio chamados acidos liquénicos
e estdo na sua maioria localizados na porcido extracelular do talo (MacFarlane &
Kershaw, 1984).

Os polidis e glicosideos encontrados nos liquens siao carboidratos solaveis
em agua. O glicerol, eritritol, ribitol, arabinitol, D—volemitol, D-sifulitol sao os
polidis mais comuns e aglicares mais simples como glucose, sacarose, trealose e
outros, que sdo produtos resultantes da atividade fotossintética da alga ocorrem
também em vegetais superiores (Armstrong & Smith, 2009). Glucanas (liquenanas e
isoliquenanas) e heteropolissacarideos contendo manose estio presentes nos liquens
em quantidades relativamente altas. O tipo de agicar produzido depende da alga
constituinte do liquen, como por exemplo, as do género Trebouxia que produzem
ribitol, a Hyalococeus sintetizam sorbitol e as Trentepholia o eritritol (Honda & Vilegas,
1999). A transferéncia do agucar é tao caracteristica na relagio alga/ fungo que o
efluxo rapido e massivo deste produto cessa imediatamente apds isolamento da alga
do talo liquénico (MacFarlane & Kershaw, 1984). Pesquisas comprovaram que a
parede celular do fotobionte é muito mais permeavel para perda de carboidratos,
quando em compara¢io com a da alga em estado de vida livre, ou seja, nao liquenizada
(Hale, 1983).

Os estudos com mono e polissacarideos dos liquens tém sido desenvolvidos
desde a década de 1960. Estas substancias sdo de grande interesse, uma vez que
os estudos indicam uma possivel atividade antitumoral (Olafsdéttir & Ingélfsdottir,
2001). Hirabayashi e a/. (1989) relataram a atividade inibitéria de um polissacarideo
sulfatado, GE-3-S, contra a replicacdo de HIV 7 vitro. A atividade da a—D glucana
obtida de Ramalina celastri também foi capaz de inibir o crescimento do Sarcoma 180

(Assef ez al., 2002). A partir deste transporte de carboidratos da alga para o fungo,
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substancias liquénicas secundarias sio depositadas sobre a hifa do micobionte
(MacFarlane & Kershaw, 1984). Correspondem a cristais insoluveis em agua, e sao
na sua maioria compostos fendlicos, para e meta depsideos, depsidonas, terpendides,
esteroides entre outros, tais como acido usnico, barbatico, estitisco, salazinico e
divaricatico (Honda & Vilegas, 1999).

Grande parte das pesquisas, entretanto, relatam diversas propriedades biologicas
relacionadas a metabolitos secundarios liquénicos de natureza fenolica. Sdo descritas,
atividade antifingica e antibacteriana, sendo as gram—positivas mais sensfveis (Ribeiro
et al., 2000), antitumoral 7z vivo e in vitro (Triggiani ez al., 2009), antiviral, a exemplo
do papilomavirus genital (Scirpa ez al., 1999), acdo antipirética, analgésica (Muller,
2001) e anti—-inflamatéria (Vinjayakumar e a/., 2000), agao alelopatica (Lawrey, 1977)
e atividade inseticida (Silva e a/., 2009).

Neste sentido esta pesquisa teve como objetivo avaliar a capacidade das células
de Ramalina aspera imobilizadas em biorreatores com movimento constante, em
presenca de caulinita, de produzir agicares e fendis a partir do fornecimento de

bicarbonato de sédio como precursor metabélico.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta do material liquénico

Amostras do liquen Ramalina aspera foram coletadas no municipio de Limoeiro,
agreste do Estado de Pernambuco. O material foi depositado no Herbario da UFP,
da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE e identificado pelas caracteristicas
morfolégicas e quimicas do talo, pelo Prof. Dr. Marcelo Marcelli do Instituto de

Botanica — Sao Paulo.

2.2. Imobilizagao celular

As células de R. aspera foram obtidas a partir de 6 g de talo liquénico previamente
picotado. O material liquénico foi dividido em partes iguais de 2 g ¢ a cada uma foram
adicionados 30 g de caulinita previamente hidratada (dgua deionizada/2h). A mistura
foi acondicionada em trés biorreatores de vidro (30 cm x 7 cm de didmetro). Cada
biorreator recebeu uma concentracio diferente de precursor bicarbonato de sédio
(NaHCO,), 10 mM, 1,0 mM e 0,1 mM. O pH foi ajustado a 6,2 e as colunas mantidas

sob luz branca (125 pmol.m™s™) (Pereira ¢z al., 1995). Os biorreatores foram fixados
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a uma roldana acoplada a um motor de modo a manté—los em movimento rotatério,

a uma velocidade constante durante todo o experimento (Lima, 2005).

2.3. Obtengio das fragdes com carboidratos e fendis

Para obtencio dos carboidratos, foram coletadas aliquotas com 24 h, 48 he 72 h.
Ap0s este perfodo a coleta passou a ser aos 07, 14, 21, 28 dias e, até aos 133 dias com
uma coleta de fra¢ao semanal, enquanto as células estiveram bioproduzindo. A cada
coleta igual quantidade de precursor retirada (30 ml) e nas mesmas concentragdes,
foi reposta aos biorreatores, mantendo, desta forma, constante o volume e a

concentra¢ao de precursor disponivel para as células liquénicas.

2.4. Extragio dos carboidratos e dos fendis

Para a extracdo dos carboidratos, aliquotas obtidas a partir dos sistemas de
imobilizagao, bem como o talo # natura foram submetidas extracdo com sistema
de solvente cloroférmio/metanol (2:1, v/v), por 2 h a 60 °C. O extrato obtido foi
refluxado em metanol a 80% durante 3 h a 60 °C e seus residuos foram tratados
com KOH a 100 °C por 2 h, para a obtencdo dos agucares. As amostras foram,
entdo, liofilizadas e analisadas por cromatografia em camada delgada (lacomini ef
al., 1999).

Os fendis foram isolados da fase aquosa através de extragbes sucessivas
éter/acetato de etila (65:35, v/v), seguida por cloroférmio/acetonitrila (60:40,
v/v) segundo Pereira et al. (1999). As fracdes organicas extraidas foram avaliadas
individualmente por espectrofotometria a 254 nm e 366 nm e em seguida, reunidos
de acordo com a concentracdo do precursor metabolico utilizada (0,1, 1,0 e 10,0
mM), entdo evaporados para uma posterior analise qualitativa em cromatografia em

camada delgada.

2.5. Cromatografia em camada delgada (CCD)

A analise cromatografica dos agucares e polidis dos eluatos e talo 7z natura de R.
aspera foi realizada em placas de silica gel H, onde foram aplicados 10ul. dos extratos
do talo 7n natura e eluatos nas diferentes concentracdes de precursor ¢ uluidos no
sistema de solventes acetona/n—butanol/agua deionizada (80:10: 10/v: v: v). As

bandas foram reveladas com difenilamina (2% acetona), anilina (2 % em acetona), e
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acido ortofosforico (85%) (5:5: 1,v/v/v) (Oliveira, 2007). Os carboidratos presentes
nos eluatos e nos extratos foram identificados através da comparacao dos Rf com
os padroes do acido galacturdnico, sacarose, glicose, arabinose, frutose, manose,
lactose e galactose.

As amostras contendo os fendis foram aplicadas em cromatoplacas de silica
gel

amostra de extrato etéreo de Canoparmelia texana, espécie liquénica que possui como

Js4s3r €M conjunto com os padrées do acido usnico, 4cido salazinico e uma
composto majoritario o acido divaricatico. As CCD foram desenvolvidas no sistema
de solventes (tolueno/dioxano/acido acético 90:25:4, v/v), segundo Culberson
(1972), e as bandas formadas foram visualizadas sob luz UV (ultra— violeta) e
posteriormente reveladas, borrifando—se acido sulfiarico (H,SO,) a 10% sobre a

placa e submetendo—as a0 aquecimento a 60 ©C / 10 min.

3. ResurTADOS E Discussio

A anilise dos carboidratos obtidos a partir do talo 7 natura, através da extragiao
a frio e a quente revelou a presenca da glicose no extrato a quente e sacarose no
extrato a frio (Figura 1). Estes resultados sao compativeis com Melo (2007) que
verificou a presen¢a da manose e glicose em extratos aquosos de Cladonia verticillaris
e Cladonia salzmanniz, respectivamente.

A analise dos eluatos provenientes da imobilizacdo com movimento constante
mostrou a presenca da sacarose nas amostras de eluatos nas concentra¢oes de 1,0 e
10 mM e manose na concentracao de 0,1 mM (Figura 2).

Diversos carboidratos sio observados em liquens dentre os quais podem
ser citados as glucanas, polissacarideos mais freqientes, sendo as liquenanas e
isoliquenanas, obtidas com 4agua fria e quente, respectivamente as mais comuns e,
provavelmente produzidas pelo micobionte. Além desses sio também referidos
como ocorrentes em liquens as pustulanas, nigeranas, laminaranas e pululanas.
Em adi¢do, reporta—se a existéncia de amido e glicogénio nesses organismos.
Heteropolissacarideos, com énfase aos que contém manose, sio também reportados
(Honda & Vilegas, 1999).

O liquen durante o experimento apresentou—se produtivo no periodo de
imobiliza¢do celular. A analise em CCD mostrou, nos extratos aquosos a quente
e a frio a presenca de glicose, sacarose e possivelmente acido galacturonico. Nos
eluatos oriundos da imobilizagao celular do sistema em movimento observou—se que

provavelmente, nas células de R. aspera, exista manose na concentragiao de 1,0 mM e
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Figura 1. — Cromatoplaca, demonstrando a presenca dos acucares obtidos

nas extragdes a quente e a frio do talo # natura de Ramalina aspera. Ac. Galac—
Padrio do Acido Galacturénico; Ext. Fr. — Extrato a frio; Ext. Qt. — Extrato
a quente; Glic. — Padriao Glicose; Sac. — Padrido Sacarose; Man. — Padrio
Manose.

glicose na concentraciao 10,0 mM. Tendo sua melhor produ¢io na concentracao de
10 mM. Nao houve evidencias de acido galacturénico nestas amostras.

A analise cromatografica dos fendis contidos nos eluatos, Figura 3, ndo
demonstrou a presenc¢a dos principais compostos catracteristicos da espécie (acidos
divaricatico e salazinico) e sim bandas de compostos nao identificados, possivelmente
intermediarios metabdlicos. Entretanto, observou—se nos eluatos nas concentragoes
de 10 mM bandas com Rfs muito semelhantes ao acido divaricatico, podendo
tratar—se de molécula com pequenas diferencas estruturais ou mesmo funcionais do
metabdlito de interesse.

Observou—se ainda, que a producido destes compostos deu—se ao longo de todo o
experimento, com pico de produtividade a 408 h ap6s o inicio da imobilizagao celular
(Figura 4), com destaque para concentraciao de 1,0 mM do precursor metabdlico que

apresenta maior produgao ao longo da maior parte do experimento.
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Figura 2. — Cromatoplaca, demonstrando a presenga dos acucares obtidos

dos eluatos de células imobilizadas em biorreator com movimento de Rawalina
aspera. 0,1 mM; 1,0 e 10 mM— amostras obtidas em diferentes concentra¢Ges
de bicarbonato de sédio; Glic. — Padrio glicose; Sac. — Padrio Sacarose; Man.
— Padrio Manose.

Os resultados apresentados entdo demonstram que apesar de ser utilizado
precursor relatado em outros estudospara a produgdo de carboidratos e polidis, o
liquen foi capaz de bioproduzir metabdlitos secundarios de natureza fendlica.

Observa—se ainda, que o padrio de producido foi semelhante, em termos
qualitativos, aqueles observados por Fontaniella e a/. (2000), tal fato demonstra
que possivelmente nao apenas a disponibilidade de precursor induz a sintese em
determinada via metabolica liquénica, mas que outros fatores devem interferir neste
processo, como a temperatura e fluxo luminoso, nio avaliados neste estudo.

As células imobilizadas se mantiveram produtivas durante todo o periodo do
experimento, sendo a concentragao de 1,0 mM a que se mostrou mais adequada para
produgio das substancias secundarias. Os extratos aquosos obtidos da imobilizacao

revelaram a presenca de glicose, sacarose e possivelmente o acido galacturénico.
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Figura 3. — Cromatograma em camada delgada das duas primeiras coletas de
R. aspera imobilizadas em sistema fixo com caulinita. A — 1% coleta, precursor
0,ImM, sistema 1; B — 1* coleta, precursor 0,ImM, sistema 2; C — 1% coleta,
precursor 1,0mM, sistema 1; D — 1% coleta, precursor 1,0mM, sistema 2 E—
1* coleta, precursor 10,0mM, sistema 1; I — 1* coleta, precursor 10,0mM,
sistema 2; G —2* coleta, precursor 0,1mM, sistema 1; H— 2" coleta, precursor
0,ImM, sistema 2; I— 27 coleta, precursor 1,0mM, sistema 1; ] — 2% coleta,
precursor 1,0mM, sistema 2; L. — 2* coleta, precursor 10,0mM, sistema 1;
M — Padrio do Acido divaricatico; N — Padrio do 4cido salazinico.

Hstudos posteriores com diferentes concentracGes e novas técnicas de imobilizacao
poderdo favorecer a producdo tanto dos agtcares, quanto dos fendis liquénicos de

interesse cientifico, produzidos em biorreatores.
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Figura 4. — Producio fendlica de R. aspera em diferentes concentragdes de

NaHCO,.
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