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Resumo

Este trabalho apresenta uma proposta de sintese e
de uso, como biocida anti-incrustante marinho, de
lyso-glicerofosfocolinas especiais. Lecitina de soja foi
utilizada como matéria-prima de sintese. Na avaliagao da
acao biocida contra o crescimento microbiolégico foram
utilizadas trés espécies de microalgas representativas
dos principais grupos de organismos formadores do
biofilme marinho: Tetraselmis striata; Dunaliella tertiolecta
e Skeletonema costatum. A sintese empregada produziu
uma mistura de diferentes lyso-glicerofosfocolinas, que
foram identificadas pelo uso de técnicas de espectrometria
de massas. A agao anti-incrustante do produto de sintese
foi avaliada por comparagédo aquela conseguida com o
uso de sulfato de cobre, uma das formas de cobre usado
em tintas anti-incrustantes. Os resultados alcangados
demonstram que o uso de lyso-glicerofosfocolinas pode
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ser uma boa opgéo biocida para o preparo de tintas anti-
incrustantes de uso naval.
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Synthesis and Evaluation of the Algaecide
Action of Lyso-glycerophosphocolines

Abstract

This paper presents a proposal for synthesis and
use, as an antifouling marine biocide, of special lyso-
glycerophosphocolines. Soy lecithin was used as raw
material for synthesis. In the evaluation of biocide action,
against microbial growth, — three micro algae species
representing the main groups of marine organisms
that form the biofilm were used: Tetraselmis striata;
Dunaliella tertiolecta and Skeletonema costatum. The
synthesis used produced a mixture of different lyso-
glycerophosphocolines, which were identified by the use
of mass spectrometry techniques. The antifouling action
of the synthesis product was assessed by comparing-
laboratory tests to the effects achieved — by using
— Sulphate copper, a kind of copper used in antifouling
paints. The results — achieved show- that the use of lyso-
glycerophosphocolines can be an interesting biocide
option for -preparing -antifouling paints for — naval use.
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1. INTRODUCAO

Notério é o fato de a bioincrustacio marinha oca-
sionar problemas logisticos e prejuizos economi-
cos, entre os quais podemos citar: entupimentos,
comprometimentos estruturais e, na navegacao,
diminui¢iao da velocidade, perda de manobrabi-
lidade e aumento de consumo de combustivel
(YEBRA, 2004; EGUFA e TRUEBA, 2007; MA-
RECHAL e HELLIO, 2009; RAVEENDRAN e
MOL 2010; CASTRO ef al. 2011; DAFFORN ez
al., 2011). Ela ¢ o resultado do processo natural
de colonizagio e crescimento de micro e mactro-
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-organismos sobre superficies submersas. O seu
desenvolvimento envolve diferentes etapas e se
inicia com a adsor¢io, aquela superficie, de molé-
culas organicas disponiveis na coluna d’agua, tais
como polissacarideos e proteinas, o que permite
uma subsequente adesao de micro-organismos
como bactérias, cianobactérias, diatomaceas e
protozoarios, caracterizando-se este estagio pela
formagao do biofilme e ¢, este biofilme, o agente
facilitador do assentamento e do desenvolvimen-
to de macro-organismos, tais como moluscos,
briozoarios, poliquetas, balanideos, crustaceos e
algas BHADURY e WRIGHT, 2004; YEBRA ez
al., 2004; CALLOW e CALLOW;, 2000).

Muitos estudos tém demonstrado que a adesio
inicial de bactérias a uma superficie submersa ¢é
uma das provaveis chaves tanto para se entender
o processo da bioincrustagio quanto para se en-
tender que a formagao do biofilme é o mecanis-
mo precursor da incrusta¢ao por organismos ma-
croincrustantes (ARCE ez 4/, 2004; BHASKAR
e BHOSLE, 2005; BRIAND, 2010; XIONG e
LIU, 2010). Dentro desta abordagem, espécies de
microalgas marinhas sio consideradas como im-
portantes organismos incrustantes, destacando-
-se as Cloroficeas, Heteroconta (principalmente
Diatomaceas) e Rodoficeas, sendo também as
cianobactérias frequentemente tidas como colo-
nizadores primarios.

O objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio
de ensaios laboratoriais, a2 acao anti-incrustante,
contra microalgas, de um produto de sintese la-
boratorial composto por uma mistura de lyso-
-glicerofosfocolinas (LPC) analogos a substancia
conhecida como Fator Ativador de Plaguetas (PAF).

Acredita-se que tais lyso-glicerofosfocolinas se
difundido no biofilme, possa agir ocasionando o
rompimento ou mau funcionamento da membra-
na citoplasmatica das células dos organismos que
iniciam e formam o biofilme, ocasionando assim
a sua repulsao ou morte, implicando isto, conse-
quentemente, na inibi¢do ou mitigacio do inicio
do processo de bioincrustacao.
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2. METODOLOGIA DE PESQUISA

2.1. Hipoteses de agdo

A ideia da utilizagao de LPC como agente anti-
-incrustante tem por principio o efeito produzido
em outros tipos de células testadas na area médica
e farmacolégica, tendo por hipétese o desencade-
amento de uma rea¢ao antagonica ou Processo
degenerativo nas células dos organismos incrus-
tantes em contato com tais substancias PAF (VE-
NABLE ez al. 1993; BOTITSI ¢t al., 1998; KULI-
KOV e MUZYA, 1998; MARATHE et al., 2001).

Para se entender os mecanismos envolvidos na li-
beracio e na acio de um biocida contido em uma
tinta ou outro substrato qualquer, supdem-se,
aqui, que ocorram as seguintes etapas: 1%) o LPC,
utilizado como biocida, ¢é liberado do substrato
e atinge a parte inferior do biofilme; 2%) o LPC
comega a sua difusdo pelo interior do biofilme,
tendo como principal eluente a agua do mar e
como superficie de interacio o biofilme (adsor-
¢ao e dessorcao); 3%) o LPC atinge os invélucros
mais externos dos micro-organismos que com-
poem o biofilme, sendo iniciada a sua absor¢ao;
4" o LPC atinge a membrana plasmatica e oca-
siona a repulsao ou morte do micro-organismo
e 5% o LPC que ultrapassa a camada do biofilme
entra na camada hidrodinamica e passa a sofrer a
dispersao e a dilui¢do pela agua do mar (Figura 1).

Assim, um aspecto entendido como de funda-
mental importancia refere-se as interagdes inter-
faciais desenvolvidas entre o LPC, a 4gua do mar
e os exopolissacarideos exsudados (EPS) consti-
tuintes do biofilme. Entende-se aqui que o LPC
ndo pode ser totalmente soluvel em agua e nem
ter alta afinidade pelo EPS. Sendo ele totalmente
solavel, tendera a permanecer na fase aquosa e,
devido ao maior coeficiente de difusibilidade nes-
te meio, sera completamente retirado do biofil-
me, perdendo-se no ambiente aquoso. Se tiver ele
alta afinidade pelo EPS, a sua difusdo tornar-se-a
muito lenta e menos abrangente, comprometen-
do o seu contato com os microorganismos, fican-
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do assim restrito a parte mais inferior do biofilme
contiguo a camada de tinta e, como consequ-
éncia, tera baixa eficiencia (GOREISCH et al.,
2004; IWASAKI e ISHIHARA, 2005; YEBRA e#
al., 2006; WATANABE e ISHIHARA, 2008).

Vale registrar que EPS — excetuando-se a agua —
¢ o principal componente do biofilme. Formado
por uma complexa mistura de macromoléculas
tais como polissacarideos, proteinas, lipidios e
acidos nucléicos, sendo sua composicao variavel
com a espécie de micro-organismo e fatores am-
bientes envolvidos.

FIGURA 1

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Produtos quimicos

Acido férmico ACS (Sigma Aldrich); Sulfato de
cobre PA (Vetec); metanol LC-MS (Tedia); di-
clorometano GC (Tedia); agua grau-1 (Milli-Q);
lecitina de soja (Akros) e Sédio metalico (Vetec).

3.2. Ensaios laboratoriais

A atividade biocida do produto de sintese foi
comparada aquela obtida pelo uso do sulfato de

Ilustragdo da difusio hipotética do biocida (LPC). O biocida componente da tinta é carreado pela agua do mar

a partir de poros formados por desgaste (concentragio maxima — C max) e se difunde pelo biofilme entrando

em contato com os micro-organismos. Ao ultrapassar a camada do biofilme ele passa a ser diluido, pela agdo da

agua do mar, na camada limite hidrodindmica. Alcangando sua diluigdo total (C — 0) na regido mais exterior.

Regido fora da
camada limste
hidrodnamica

C=0

e+ =

)
WGy

Tinta / substrato

Fonte: adaptado de Yebra ez al. 2006.
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cobre (CuSO,), uma das formas de cobre usadas
como biocida em tintas anti-incrustantes, contra
o crescimento de microalgas representativas dos
maiores grupos de organismos formadores do
biofilme. Foram utilizadas uma espécie de prasi-
noficea (Tetraselmis striata), uma de cloroficea (Du-
naliella tertiolecta) e uma de diatomacea (S keletonema
costatum) fornecidas pelo Laboratério de Micro-
algas do Instituto de Estudos do Mar Almirante
Paulo Moreira (IEAPM).

Para os ensaios, realizados em triplicata, 5x10°
cel.ml” de cada espécie de microalgas em fase de
crescimento exponencial foram colocados em tu-
bos de ensaio contendo 15 ml de meio de cultura
Conway e em seguida inoculadas com as solugdes
de CuSO, e do produto de sintese, as quais, a0
final, ficaram com concentra¢des de 3,3 pg.ml’
e 3,0ug.ml’ respectivamente. Os tubos contendo
as microalgas foram colocados em uma incuba-
dora a 18 °C com ciclo de fotoperiodo de 12h luz
e 12h escuro, sendo avaliados diariamente quan-
to ao crescimento celular, durante cinco dias, por

FIGURA 2

MATERIAIS ESPECIAIS |
|
meio da contagem direta das células em um He-

matocitometro de Neubauer.

4. SINTESE DAS LYSO-GLICEROFOS-
FOCOLINAS

A sintese de glicerofosfolipidios ndo é uma tare-
fa trivial, pois requer uma incorpora¢ao regios-
seletiva de trés diferentes substituintes nas trés
posicdes possiveis da molécula de glicerol, o que
envolve sequéncias de protecdo e desprotegdo
de suas hidroxilas e sequéncias de alquilagao ou
acilacao e fosforilacao, podendo para este inten-
to utilizar-se de procedimentos cataliticos e enzi-
maticos (TESTET e# al., 2002; ICHIHARA e# al.,
2005; D’ARRIGO et al., 2007).

Para este trabalho, foi desenvolvida, pelo Labora-
tério de Sintese e Avaliacio de Produtos Estraté-
gicos (LASAPE), uma sintese a partir das lecitinas
de soja (Figura 2), visando o preparo de LPC do
tipo 1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina,
substancias estas com estruturas quimicas seme-

Sintese de Lyso-GPC a partir de lecitina de soja por metandlise.
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lhantes aos compostos 1-O-hexadecil-2-O-acetil-
-sn-glicero-3-fosfocolina (PAF) e 1-O-hexadecil-
-sn-glicero-3-fosfocolina (Lyso-PAF).

A sintese foi realizada em um reator de vidro
equipado com um condensador de refluxo com
agua fria, sendo as lecitinas tratadas com uma
solu¢ao de metdxido de sédio em metanol pre-
parada in situ durante um longo periodo de agi-
tacdo mecanica e sob aquecimento. A batelada
foi realizada usando-se 1000 mL de metanol, 3.0
gramas de sodio metdlico e 40.0 gramas de leci-
tinas de soja. A mistura reacional foi deixada sob
forte agitacao durante 72 horas sob aquecimento
de 45-60 °C, sendo o residuo sélido filtrado por
gravidade em papel de filtro. Apds a remogao das
substancias volateis foi obtido em 33,4 gramas de
produto sélido.

As lecitinas de soja empregadas neste projeto
foram caracterizadas estruturalmente por meio
da espectrometria de massas usando um siste-
ma de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) Shimadzu Prominence acoplada a um
analisador de massas tipo iontrap da Bruker Es-
quire 6000 e apresentaram a composi¢ao mostra-

da no Quadro 1.

QUADRO 1

5. ANALISE QUIMICA QUALITATIVA

O produto de sintese, previamente dissolvi-
do em uma mistura de metanol, cloroférmio e
dgua (2/1/1) e acidulado com écido férmico,
foi injetado manualmente no cromatégrafo a
liquido (injetor Rheodyne al¢a de 20 pl) sob as
seguintes condi¢coes operacionais: coluna cro-
matografica tipo C18 marca Thermo (5 pm),
250x2 mm; fase movel isopropanol, agua, meta-
nol e acetato de etila com um gradiente come-
cando com (40/15/40/05), mantido por 10 mi-
nutos a uma vazio de para 0.1 ml/min, passando
a (25/05/50/20) aos 15 minutos a uma vazio de
0.3 ml/min sendo mantido até tempo final de
30 minutos. A linha de efluentes foi direcionada
para um espectrometro de massa do tipo iontrap
equipado com um eletronebulizador ortogonal
e trabalhando sob as seguintes condi¢cdes opera-
cionais: modo positivo, scan 400-950 m/z; agu-
lha capilar a -4.0 KV; fluxo de gas nitrogénio 10
(I/min); temperatura de secagem de 300°C e ne-
bulizador a 30 (psi); Hélio usado como gas de
amortecimento do trap; alto vacuo de 1x10-5
(mbar); trap drive 59.1; lente 1 (=5V); lente 2 a
(=60V); saida do capilar a 132,3 (V); skimmer 40
(V); octopolo 1 DC a 12 (V); octopolo 2 DC a 1,7
(V) e octopolo RF 194.5 (V).

Composicio das lecitinas de soja usadas como matéria-prima.

R = Acido Graxo % ﬁ

O-C-R

Acido gama homolinolénico (C20:3) 5,7 %
0-CR

Acido Estedrico (C18:0) 18,6 % |0|

{0)
Acido Oleico (C18:1) 12,8 % o—p—0

& CH;
Acido Linoleico (C18:2) 54,0 % il /N<CH3

H;C

Acido Linolénico (C18:3) 8,9 % lecitinas de soja
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‘6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise por espectrometria de massa da corren-
te eluindo do HPLC produziu o cromatograma
de fons totais apresentado na Figura 3.

Foi realizada uma avaliacdo dos fons componen-
tes eluindo nos tempos 4.9; 10.1(espectro nio
apresentado); 11.7 e 13.2 min, inerentes aos prin-
cipais picos observados (Figuras 4 a 6).

Entende-se aqui que as condi¢des experimentais
usadas na analise proporcionaram uma boa distri-
buicio e separagdo dos lipidios hidroxilados, nos
13 minutos iniciais, daqueles mais ramificados e/
ou nao reagidos, como ¢é o caso de uma glicero-
fosfocolina m/z 736 observada nos, aproximada-
mente, 15 minutos.

Para cada espectro obtido, os fons mais intensos
foram isolados e avaliados usando espectrometria
do tipo MS? (espectros nio apresentados) para
confirma¢do do fragmento caracteristico m/z
184, especifico para fosfocolinas, sendo tais fons
precursores estudados e avaliados quanto as pos-

FIGURA 3
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I

sfveis estruturas quimicas (PULFER e MURPHY,

2003; PETERSON e CUMMINGS, 2006; HSU e
TURK, 2009; KHALIL ez al., 2010).

As fragmentagdes tipo MS* dos fons m/z 539;
523; 615; 597 e 599, mostrados nas Figuras 4 a
6, produziram, exceto para o fon precursor m/z
539, o ion caracteristico m/z 184, confirmando
se tratarem de glicerofosfocolinas produzida na
sintese.

Do acima exposto, considera-se aqui que os prin-
cipais produtos obtidos pela sintese foram os fons
m/z 523, m/z 599 e m/z 597 (figura 7), sendo a
presenca dos fons m/z 734 e 7306, os quais sio ti-
dos como residuo da matéria prima empregada, a
lecitina de soja, uma indica¢ao de que houve uma
baixa conversao alcancada pela sintese.

Em relacio a inibicao do crescimento celular, ve-
rificou-se, conforme mostrado na Figura 8, que a
solugdo contendo o produto de sintese apresen-
tou uma inibi¢do superior aquela produzida pela
do CuSO,, nos seguintes percentuais: 60,88%
sobre o crescimento da Diatomacea Skeletonena

Cromatograma de ions (TIC) totais obtido do efluente do HPLC.

Intens,
%108+

2.04

0.54

0.0 5

o
o
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FIGURA 4

Espectro de massas dos ions eluindo aos 4.9 minutos de corrida.
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FIGURA 5
Espectro de massas dos ions obtidos do eluente do HPLC aos 11.7 minutos de corrida. fon 597 m/z confirmado

quanto ao fragmento caracteristico.
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FIGURA 6

Espectro de massas dos ions obtidos do eluente do HPLC aos 13.2 minutos de corrida. fon 599 m/z confirmado

quanto ao fragmento caracteristico.
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FIGURA 7

Proposta de fragmentagdo para ion precursor m/z 615, gerando os ions m/z 599, 597 e 581.
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FIGURA 8

Efeitos inibidores das solugdes, Padrdo de controle CuSO, (P), Produto de sintese (S) e Branco de reagentes
(B), sobte o crescimento celular das microalgas marinhas Tetraselmis striata (15); Dunaliella tertiolecta (Dt)
e Skeletonema costatum (Sc). Contagem realizada diariamente, ap6s inoculagdo das solugdes, por um periodo

total de cinco dias.

10° célu as/ml)
N
()]

B(Ts) S(Ts) P(Ts) B(Dt) S(Dt) P(Dt) B(Sc) S(Sc) P(Sc)

@1° dia @2° dia O3° dia O4° diam@5° dia
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costatunr, 32%0 sobre a Prasinoficea Tetraselmis stria-
ta e 0,46% sobre a Cloroficea Dunaliella tertiolecta,
demonstrando assim, que o produto de sintese
exibe bom nivel de atividade algicida. Outro as-
pecto também observado refere-se a tolerancia
ao CuSO,, concordando com o obtido por Clai-
re et al. (2002), pela Skeletonema costatum, o que
ratifica que métodos usuais do controle da bio-
incrustacio com o uso de tintas anti-incrustante
contendo cobre, nao é de todo efetivo sobtre o
biofilme formado por algas diatomaceas.

7. CONCLUSAO

A utilizacdo de lyso-glicerofosfocolinas como
agente anti-incrustante apresenta-se como uma
promissora perspectiva considerando sua facil
sintese e bom desempenho algicida comparada
ao CuSO,. Torna-se especialmente importante
ressaltar a sua atividade anti-incrustante contra o
crescimento de espécies de diatomaceas, grupo
representativo dos principais micro-organismos
formadores do biofilme. Entende-se aqui que o
seu uso possa ser de fato relevante ao considerar-
-se uma possivel substitui¢ao de aditivos biocidas
hoje utilizados em tintas maritimas anti-incrus-
tantes.
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