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RESUMO

BATISTA, William Romao.Utilizacdo de glicerofosfolipidios sintéticos anatgns do PAF
como agentes anti-incrustantes na composi¢cdo de tlis maritimas: proposta, sintese,
caracterizacdo quimica e avaliacdo de performanceRio de Janeiro, 2012Tese
(Doutorado em Quimica) — Instituto de Quimica, @éndidade Federal do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2012.

O presente trabalho traz como proposigéo inovagidizar como agente biocida anti-
incrustante uma subclasse especifica de glicealip&fios, sintetizados a partir da lecitina
de soja comercial. Para sustentacdo da proposiafis&l como principais objetivos efetuar a
caracterizagdo quimica dos glicerofosfolipidiogé&inos e avaliar suas performances anti-
incrustante ao usa-los como agente biocida. Aesdstempregadas, uma metanodlise e uma
alquilacdo, produziram uma mistura de diferentesegifosfolipidios, os quais foram
caracterizados pelo uso de técnicas de espectiandetrmassas sequencial com analisador
tipo iontrap, tendo sido constatado a producédo glmerofosfolipidios de interesse. Na
avaliacdo das performances anti-incrustante, agrgliosfolipidios sintetizados, juntamente
com 0s outros naturais, foram testados contra entsmsento de micro e macro-organismos
marinhos por meio de ensaios laboratoriais e teftesampo. Nos ensaios laboratoriais,
realizados em comparacdo a acao alcancada pebiosdé cobre (CuSQ (controle), os
produtos da sintese demonstraram provocar umafis@ivia reducdo dos processos de
crescimento de bactérias (80% inibicdo relativa anseguida pelo CuSQ usando
concentracdes de 100 upg/L), e de microalgas marigai@ 63% inibicdo acima daquela
conseguida pelo CuSQusando concentracdes de 300 pg/L). Os testeardpo; realizados
em comparacdo a diferentes tintas anti-incrustanéesomercializadas e sob pesquisa,
demonstraram que os produtos de sintese, em sig#titaos biocidas organo-metalicos
(booster), apresentaram uma melhor eficiéncia thacé® dos organismos incrustantes e uma
muito boa atividade com significativa reducdo dabertura dos macro-organismos
incrustantes quando comparados com o0s controlegtiveg (sem biocida). Os resultados
alcancados demonstram que o uso destes glicertypddios especiais pode tornar-se uma
Otima opcéo biocida - com apelo natural, matérim@rde baixo custo e isencdo de metais

pesados - no preparo de tintas anti-incrustantesys® naval.

Palavras-chave: anti-incrustante; biocida; glicestdlipidios; sintese.



ABSTRACT

BATISTA, William Romao.Utilizacdo de glicerofosfolipidios sintéticos anatgs do PAF
como agentes anti-incrustantes na composi¢cdo de tis maritimas: proposta, sintese,
caracterizacdo quimica e avaliacdo de performanceRio de Janeiro, 2012Tese
(Doutorado em Quimica) — Instituto de Quimica, @éndidade Federal do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2012.

This work presents, as an innovative propositibe, ise of the specific subclass of
glycerophospholipid, synthesized from commercialb®an lecithin, as biocide antifouling
agent. To support this proposal the main objectivésthe work were to characterize
chemically the synthetics glycerophospholipid amnalgate their antifouling performance
using it as biocides agents. The synthesis usedlkgtating and a methanolysis, produced a
mixture of different glycerophospholipid, which werccharacterized using techniques of
sequential mass spectrometry with iontrap analyzedere the production of
glycerophospholipids of interest were confirmed elraluating the antifouling performance,
the synthesized glycerophospholipids along withuratglycerophospholipids, were tested
against the settlement of micro and macro marigarasms using laboratory essay and field
tests. In the laboratories essays, compared t@dhen reached by copper sulfate (CusO
(control), the synthesis products showed a sigamficeduction of bacteria growth processes
(80% inhibition of the CuSg@inhibition, using concentrations of 100 pg/L), andhrine
microalgae (up to 63% over of the Cugahibition, using concentrations of 300 pg/L). The
field tests, compared to the action of the comna¢inid in research antifouling paint, showed
that synthesis products, replacing the organo-miethiocides (booster), have a better
efficiency in the reduction of fouling organismsdashowed a very good activity with a
significant reduction of macro-fouling organismsvemge when compared to negative
controls (without biocide). The results showed theg of these special glycerophospholipids
can become a great biocide option - natural appealmaterial with low-cost and metals free

- in the preparation of antifouling paints for nbusae.

Keywords: antifouling; biocide; glycerophospholipidynthesis.
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS UTILIZADAS

CIT Cromatograma de ions totais

EPS Substancias poliméricas extracelulares

ESI lonizacao por Eletronebulizacéo

EM Espectrometria de massa

EM" Espectrometria de massa sequencial

GPC Glicerofosfocolina

GPE Glicerofosfoetanolamina

GPG Glicerofosfoglicerol

GPI Glicerofosfoinositol

GPS Glicerosfosfoserina

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia

IEAPM Instituto de Estudos do Mar Almirante Paulongira
IMO International Maritime Organization

IUPAC Unido Internacional para Quimica Pura e Aqd@a

LASAPE Laboratoério de Sintese e Analise de Prodasigatégicos

LPC Lyso-glicerofosfocolinas
PA Acido Glicerofosforico

PAF Fator ativador de plaquetas
PLA Fosfolipase classe A

PLB Fosfolipase classe B

PLC Fosfolipase classe C

PLD Fosfolipase classe D

SM Esfingomielina

TBT Tri-butil estanho

THF Tetrahidrofurano

UFRJ Universidade Federal do Rio de Janeiro

WHOI Woods Hole Oceanographic Institute
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Batista, W.R. (2012). Utilizacao de glicerofosfétips sintéticos analogos do PAF como agentes anti-

incrustantes na composicao de tintas maritimagqgsta, sintese, caracterizacdo quimica e avalidedo
performance.

1  INTRODUCAO

O mercado mundial de tintas maritimas anti-incnis& utilizadas em revestimentos
de cascos de navios (Figunga decessita urgentemente de um substituto parauiltestanho
(TBT)?, principal e mais eficiente agente biocida jaizailo neste segmento industrial.
Apesar de mundialmente reconhecido como uma sudistéficaz e de ter sido utilizado por
longo tempo pela indastria naval, o TBT foi banidan 2008, por leis ambientais
internacionais, por ser um causador, cientificam@omprovado, de varios danos ao meio
ambiente marinho (CHAMP, 2000; IMO, 2008; GIPPERT2809; SONAKet al, 2009;

QIAN et al, 2010).

FIGURA 1. Navio com detalhes da pintura anti-irstante
(Fonte: Coatings World Magazirie)

Tintas biocidas especialmente empregadas pagaties area externa inferior do casco das embaesac
(obras-vivas). Servem para prevenir que micro egrarganismos aquaticos se fixem nesta area do casc
prejudicando a performance da embarcacéo e coatnipara deterioracdo estrutural.

Abreviatura para palavra inglesa Tributiltin (TBAmplamente reconhecida no meio industrial naval.

Disponivel em: <http://www.coatingsworld.com/corts&miew_products/2010-10-08/new-products-enhance-
international-paints-antifoul>. Acesso em: 27nd¥1 2.



13
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incrustantes na composicao de tintas maritimagqgsta, sintese, caracterizacdo quimica e avalidedo
performance.

Como perspectiva da demanda deste segmento iadlusty qual tem uma estimativa
de mercado de cinco bilhdes de ddlares para o and0d2 e que, apesar da recessao
econdmica global, continua a crescer — tem-se aigigta concernente a frota mundial de
navios mercantes com arqueacao bruta acima d&T@Gross Tonnagé, aproximadamente
400nT de volume interno totalVf), realizada com base ao fechamento do ano de 2010,
registrando um total de 102 mil unidades operatévasrca de 28 mil novas encomendas nos
Gltimos trés anos (ANEXO A (WRIGHT, 2009; PIANOFORTE, 2011).

Cabe ressaltar, nesta estatistica, a exclusdondontavel grupo de pequenas
embarcacdes mercantes e recreativas, aléem daglezlaminadas de guerra, e ademais, que
todas estas embarcacdes, sem excecdo, necessl@ardma repintura de manutencédo a
intervalos variando de 2 a 5 anos.

Para atender este imenso segmento industrial Hregnte cerceado pela proibicédo de
uso do TBT e pela escassez de opcdes alternativaadoras com caracteristicas de amplo
espectro de atividade, possivel industrializacdixdcusto e conformidade as leis ambientais
— as industrias de tintas maritimas tiveram, faguente, que retornar a ancestral utilizacao
de tintas tendo oxidos de cobre (~ 10 U$/kg) comagitha principal, as quais, porém, tém
sido modernamente aditivadas com compostos organicamrganometalicos de cobre, zinco

ou manganés_(ver Apéndice) A também conhecidos por biocidas aditivos, biagid

coadjuvantes owBoosters- muito dos quais também, além de caros, altam&ntieos
(KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004; READMAN, 2006; ONDUK et al, 2010;

THOMAS e BROOKS, 2010; BANERJE# al, 2011; CASTRCet al, 2011).

® Gross tonnagéGT). Unidade de medida relacionada ao volumerintestrutural i) do navio.
GT =Vi. (0,2+0,02 log/i).

* Disponivel em:<http://www.sajn.or.jp/e/statistBBipbuilding_Statistics_Sep2011e.pdf> Acesso e3refl
2011.
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Motivado por esta necessidade e perspectiva deadw®ro presente trabalho traz como
proposicao inovadora utilizar como agente biocidikiacrustante uma subclasse especifica
de glicerofosfolipidios, analogos a substancia denada Fator Ativador de Plaquetas
(PAFY, sintetizado a partir de matéria-prima de baixst@ua lecitina de soja comercial (~ 1
U$/kg), tendo por fundamento comparativo agdes iaggmque o PAF promove em células
animais e por base de inferéncia o desencadeardenteacdes deletérias ou de disfuncdes
nas células dos organismos incrustantes quandmetatc com esta substancia (MAKIRE
al., 2009; YOSTet al, 2010).

Esta proposicdo visa a aplicacdo destes gliceadip&fios pelo setor técnico de
revestimentos e tintas subaquaticas, em escalastirady na protecdo contra os efeitos
danosos da bioincrustacdo causados em estrutunagessas e flutuantes, como por exemplo,
cascos de embarcacbes, boias, plataformas de quetedldutos. Podendo tal produto ser
adicionado ao material de revestimento por disperieta, por formacdo de ligacoes
quimicas, incorporadas por microencapsulacdo oggubinacdo destes meios.

Para sustentacdo da proposta, se definiu como igaiac objetivos efetuar a
caracterizagdo quimica qualitativa dos gliceroftisidios sintéticos, produzidos a partir de
lecitinas de soja, comparativamente aqueles natueaitraidos de esponjas marinhas, e
avaliar suas performances anti-incrustantes adogséemo agente biocida. Para isto, 0s
glicerofosfolipidios foram primeiramente avaliaday: usando espectrometria de massas
sequencial, quanto as caracteristicas quimicast@stis eii) usando ensaios laboratoriais,
quanto a sua eficacia anti-incrustante contra erdasento de micro-organismos marinhos
(bactérias e microalgas) precursores e presentesmacao do biofilme, etapa fundamental

ao processo de bioincrustagcdo marinha. Adiciondienersando testes de campo, os produtos

® Platelet Activating Factor (PAF)
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obtidos por sintese laboratorial foram avaliadosntu as suas acfes anti-incrustantes contra
macro-organismos marinhos formadores de bioingtdstaconsolidadas. Nessas avaliacoes,
os produtos analisados foram incorporados em reatde tinta liquida, sendo utilizadas para
recobrir placas metalicas, as quais foram subségiente mantidas submersas na baia da
Guanabara — Rio de Janeiro - Brasil. As placasrfaretiradas em diferentes intervalos de
tempo, variando de dias a meses, sendo entdo daslem relacdo as espécies de macro-
organismos marinhos incrustados e percentuaislohrtcma.

Na sequéncia, em Revisdo Literaria, sdo apresentsdeevisdes sobre bioincrustacao
marinha, seu desenvolvimento, sua prevencao eagites quimicas interfaciais de micro-
organismos que a iniciam; e ainda, sobre definicGsssificacdo e analise quimica de

lipidios, e sobre sintese e caracterizacao quidaagicerofosfolipidios.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Bioincrustacdo marinha e sua prevencéao

Notério e remoto € o fato de a bioincrustacdo nharincasionar muitos problemas
logisticos e prejuizos econémicos, havendo regissabre a sua prevencéo, datados de varios
séculos a.C. (WHOI, 1952). Problemas devido a sasepca sdo abrangentes, indo de um
simples entupimento de canalizacbes, passando eehtoprometimento estrutural de
plataformas, pilares e tubulagdes, chegando a ag&gudicial da performance de
embarcacdes e equipamentos submersos (YEBRA, 2BGAJIA e TRUEBA, 2007,
MARECHAL e HELLIO, 2009; DAFFORNet al., 2011).

Do ponto de vista militar, o crescimento das in@gdes nos cascos das embarcacdes €
tido como um sério problema, pois diminuem a velade final da embarcacdo e sua
manobrabilidade, obstruem as janelas de resfriaaméos motores, aumentam o0 gasto de
combustivel e obrigam a docagens ou imobilizactes fmreqlentes, contribuindo para falha
de qualquer acao militar (CA& al, 2010; SCHULTZet al, 2011).

A bioincrusta¢éo marinha é, na verdade, o resultiadprocesso natural de colonizagao
e crescimento de micro e macro-organismos marigbbse superficies submersas. O seu
desenvolvimento envolve diferentes etapas e s&in@m a adsorcdo, aquela superficie, de
moléculas organicas disponiveis na coluna d’aqia,domo polissacarideos e proteinas, o
que permite uma subseqiiente adesdo de micro-amganisomo bactérias, cianobactérias,
diatomaceas e protozoarios, caracterizando-seestigio pela formacdo do biofilme, sendo
este biofilme o agente facilitador do assentamerdgalesenvolvimento de macro-organismos,

tais como moluscos, briozoérios, poliquetas, bdkws, crustaceos e algas (BHADURY e
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WRIGHT, 2004; FUSETANI, 2004; YEBRAet al, 2004; CALLOW e CALLOW, 2002;
2006; MARECHAL e HELLIO, 2009).

Tecnicamente a bioincrustacdo se desenvolve enmrocegs0o com quatro estagios, nao
rigorosamente seqlenciais, porém, interdepende@tgsimeiro estagio se inicia logo nos
primeiros minutos de contato da superficie com maaguando ocorre o acumulo de
moléculas organicas, tais como polissacarideosteipas. Isto permite, nas préximas horas
(24-96 h), o desenvolvimento do inicio da colonimapor bactérias e diatomackas quais
juntamente com cianobactéfiaprotozoario$ e rotifera$ (Figura 3, secretam diferentes
polissacarideos, chamados de exopolissacarideapjais em uma mistura complexa com
acidos nucléicos, proteinas, minerais, nutrientesiduos celulares e os proprios micro-
organismos, formam o segundo estagio que se deagmoinbiofime (ARCEet al, 2004;

BHASKAR e BHOSLE, 2005; CALLOW e CALLOW, 2006).

FIGURA 2. Imagens de micro-organismos encontratodiofiimes marinhos.
Rotifera; Protozoario; Bactérias; Diatomaceag].(esdir.) sem escala.
(Adaptado da Fonte: www.sciencephoto.gom

® Tipo de alga microscépica e unicelular cuja pareglular é impregnada com silica, apresentandosis
formas e padr6es geométricos.

" Bactérias fotossintéticas que contém cloradilénteriormente conhecida como alga verde-azulada.

8 Micro-organismos eucariontes unicelulares, ndesemtando parede celular; por exemplo, amebag|didos
e ciliados.

° Filo abrangendo micro-organismos multicelularesistituintes do plancton, que possuem 6érgéos olipdra
alimentacéo e locomocao.
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A presenca do biofilme permite que os micro-organis tenham maior protecao contra
predadores, toxinas e mudancas ambientais, alépeigitir uma boa disponibilidade de
nutrientes, apreendidos do meio ambiente marinhe,figam dispersos no proprio biofilme.
Esta denominacéo, biofilme, ndo deve ser entendidaentido estrito da palavra, pois na
verdade ele ndo se apresenta como uma camadaueomiinhomogénea, ou como uma
pelicula (filme), estando a sua estrutura, heteregéo espaco e no tempo, mudando devido
a processos externos e internos (COSTERT&M]. 1994; DONLAN, 2002). Na verdade, a
sua estrutura apresenta, mais freqientemente, idexigs de micro-organismos agrumados
denominadosclusters possuindo canaliculos que permitem a passagemdgda trazendo
nutrientes, oxigénio e conseqientemente outrosiy@sscompostos, tais como biocidas
(DAVEY e O'TOOLE, 2000; SUTHERLAND, 2001; DONLAN,@®2; DUNNE, 2002).

A formagé&o de unclusterse inicia com o contato e adesao de micro-orgassaruma
superficie condicionada, formando uma pequena @olgume cresce devido a multiplicagdo
destes micro-organismos e ao acumulo de exopdiddaos exsudados, podendo adquirir
formatos variando de monticulos a estruturas pdmeccom cogumelos, alcancando um
estado de maturagédo onde se inicia um ativo proaisslispersdo que permite a formacgéo de
novas colonias (LOOSDRECH®t al.1990; STOODLEY et al.2004).

Os exopolissacarideos sdo o0s principais compostos bidfiime desidratado,
contabilizando entre 50% e 90% do carbono orgatotal nele presente, porém quando
totalmente hidratado, a agua pode chegar a 97%edepseso. Podem variar na suas
propriedades fisicas e quimicas, mas geralmente ce@igtituidos por polissacarideos
heteropoliméricos com massa molecular da ordenildPdltons, os quais, devido ao tipo de
monossacarideos base de sua formac&x.acidos glucurénico, galacturdnico, manurénico,

etc., sdo geralmente anidnicos, casualmente neetrasamente positivamente carregados,
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possuindo regides hidrofilicas e hidrofobicas. Apete formarem sozinhos varios tipos de
estruturas dentro do biofilme, estes polissacasidemdem interagir com outros tipos de
moléculas, tais como proteinas e lipidios, formandgue se conhece por Substancias
Poliméricas Extracelulares (EPS) (ALLISON, 1998; THHERLAND, 2001; DeBEER e
KUHL, 2001; DONLAN, 2002; PARSEK e FUQUA, 2004; BISXAR e BHOSLE, 2005;
DeBEER e STOODLEY, 2006).

O terceiro estagio € a colonizacdo secundaria fpeitaesporos de macroalgas, larvas de
cracas, fungos, outras bactérias e protozoarias trqunsformam o biofilme, no decorrer da
primeira semana, em uma composi¢ao mais complexa.

O quarto estagio envolve o assentamento e, prinogree, O crescimento de
organismos marinhos tais como moluscos, briozoadan®zoarios, poliquetas, tunicados e
crustaceos (BORENSTEIN, 1994; FLEMMINg? al., 1996).

O tipo, a extensao e a severidade da bioincrus@dg@endem de fatores como o tipo de
substrato, salinidade da agua, luz ambiente, teahper poluicdo e nutrientes disponiveis.
Deste modo, a bioincrustacdo tende a ser um ferdrsamonal relacionado a posicao
geografica. Em zonas polares, com temperaturag@blas 5°C, a acdo da bioincrustacéo é
baixa; em zonas temperadas (5 a 20°C), o risca-ggnmédio; jA em zonas tropicais e
subtropicais, onde as temperaturas sao maiores 9€, o risco associado com
bioincrustacdo é alto, principalmente devido a agial apropriada para multiplicacdo dos
organismos incrustantes, para os quais se estiistr exais de 4000 espécies com potencial
para colonizar superficies submersas (PROPELLE®4)20

Deste modo, entende-se que navios que trafeganerauapecam em areas tropical ou

subtropical estdo sujeitos aos mais severos atgmpurebioincrustagdo, particularmente em
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aguas mais rasas ou costeiras, onde ha uma mspamdbilidade de luz, calor e nutrientps,
ex.baia da Guanabara-RJ.

Fruto de uma sequéncia milenar de tentativas ergssiyas transformacoes, a
prevencao a bioincrustacdo marinha, contemporangan@assou a ser controlada de modo
eficaz, principalmente, pelo uso de biocidas agbisaem tintas de revestimento, tendo sido o
TBT o mais eficiente biocida ja utilizado; contudievido ao seu banimento definitivo a
partir de setembro de 2008, as industrias de tm&@s$timas retornaram, especificamente, ao
uso de 6xidos de cobre e outros compostos metatioo® biocidas anti-incrustantes, os
quais, no entanto, ja comecam a ser reavaliados@aa seu uso por diversos paises, tendo
como primeira impetracdo a busca da diminuicdoadta de liberacdo de cobre ao meio
ambiente (WHOI, 1952; YEBRAt al.,2004; DAFFORNet al, 2011).

Uma outra abordagem anti-incrustante muito valdazaporém ainda com pouco
sucesso industrial, tem sido o uso de produtos tapelo natural’, os quais tém sido
intensamente prospectados no meio ambiente maerdnaliados quanto sua acéo biocida
anti-incrustante (BLUNTet al, 2009; RAVEENDRAN e MOL 2009; FUSETANI, 2011,
STOWE et al, 2011). Esta abordagem, embasamento deste tralialhocomo principal
caracteristica a isen¢cdo de compostos metéliccemaosicao anti-incrustante e a mitigacéo

de efeitos colaterais danosos ao meio ambiente.

2.2 Micro-organismos. Estruturas de protecao

Micro-organismos € a designacao generalizante gen@mos que fisicamente ndo séo

visualizaveis a olho nu. Dentro desta designacépnem-se organismos uni e multicelulares

dos seis diferentes reinos - Animalia; Bacteria;d@hista; Fungi; Plantae; e Protozoa - tendo
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como exemplos: amebas, bactérias, cianobactéii@slos, flagelados, fungos e microalgas
(ATLAS, 1996; CAVALIER-SMITH, 1998, 2004).

A unidade organizacional fundamental de todos ossseivos, incluindo os micro-
organismos, € a célula, sendo ela a base para onmgabolismo e reproducéo.
Independentemente de sua organizacdo, procatfbtoaeucariotic, a célula de qualquer
ser vivo possui uma camada protetora - a membraoplasmatica -, que a autocontém,
separando-a de seu ambiente externo e regulandssagem de materiais para dentro e fora
de suas fronteiras. Em alguns micro-organismos,béam ha uma protecdo adicional
proporcionada pelo invélucro celular - camada reaterna a membrana citoplasmatica - que
auxilia na protecdao fisica e pode ser formado pwet bu mais estruturas e camadas (ATLAS,

1996).

2.2.1 Invélucro celular

O involucro celular, em geral formado pela paredilar e pela membrana externa,
pode ser considerado a camada fronteirica de algposde micro-organismos. Ele recobre a
membrana citoplasmatica e atua como uma barréiréipa aos perigos externos, tais como a
acao de enzimas, choques osmaticos, danos fismaancas de pH e substancias toxipas,
ex.biocidas (ATLAS, 1996; NIKAIDO, 2003).

Entende-se aqui que a sua composicdo é a respbmpsaediminuicdo, retardo ou
bloqueio do processo de absorcdo, e deste modbeoensuas caracteristicas e modos de

interacdo com 0s compostos biocidas é de fundatiemartancia.

19 Células sem nucleo e com auséncia de organizatgfoa celular compartimentada (organelas).
! Células que apresentam grande diversidade deaagamum nicleo contendo o seu DNA.
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Micro-organismos precursores do biofilme, tais colvactérias, cianobactérias e
diatomaceas, possuem, de um modo geral, e confgpreeentado no QUADRQ diferentes
composi¢cdes para seus involucros celulares, sesdpeptidoglicanos, as proteinas e 0s
polissacarideos seus principais constituintes (BENJESE e GRAHAM, 1991; ATLAS,
1996; BEVERIDGE, 1999; HOICZYK e HANSEL, 2000; RUSS., 2003; EPAND e

EPAND, 2009; SILHAVYet al, 2010).

QUADRO 1. Composigdes dos involucros celulares dadtérias, diatomaceas e cianobactérias

Tipo de micro- Tipo de

organismo VGlUCro Composicao (espessura) Exemplos
Bacteria Parede celular Pepndoghc’anos (202 8,0 nm), Estafilococos
Gram-positiva Polissacarideos e Proteinas.

B Parede celular Peptldo,gl|canos(~2 nm), Lipoproteinas
Bactéria e Proteinas. Pseudomonas
: com Membrana . : . .
Gram-negativa Lipo-polissacarideos (2 a 8nm), Lepthotrix
externa . o ; . .
Fosfolipidios, Proteinas e Lipoproteinas.
Microalga . : . . Navicula
; A Parede celular Silica, polissacarideos e proteinas ; .

(diatomaceas) Nitzschia
Cianobactéria Parede celular Peptidoglicanos (10 a 700 nm) e Oscillatoria

polissacarideos

(Adaptado da Fonte: ATLAS, 1996

Os peptidoglicanos _(Figura,3ambém conhecidos como mureina ou mucopeptideos,
sdo encontrados somente em bactérias, sendo o@witpor polissacarideos (glicanos),

baseados em unidades alternadas de N-acetilgluowsam acido N-acetilmurdnico,

OH oH o
g 0 9
OHO 0
o!
NH H HO iy
)\Hac i )\ )\

9] CH; 0 CH, o o

0% L-Ala
[ilzolie
|

— LlLys

D-Als —

FIGURA 3. Fragmento de um peptidoglicano.
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interligados por peptideos (aminoacidos conectpdodigacdes peptidicas), em geral com
quatro ou cinco aminoacidos (ATLAS, 1996).

Comparativamente, as membranas externas sdo nrasapalo que a propria parede
celular, sendo tal caracteristica devido a grangmtidade de proteinas transmembranas e
lipoproteinas existentes em sua estrutura (Fighrastquais perfazem cerca de 50% da sua
massa total. Além de membrana externa e/ou pareldéarc algumas bactérias, devido a
fatores externos extremop, ex.temperatura, pressao, nutrientes, salinidade aladwj
podem ainda apresentar outras superficies, tai® a@psulas, mucos, camada tipo “S” ou
jaquetas, sendo tais camadas geralmente conssituieapolipeptidios, polissacarideos e

glicoproteinas (ATLAS, 1996).

Ambhiente externo

ipoproteinas
lipo-polissacarideos Fipop ;

peptideoglicanes

Gram-negativa proteinas Gram-positiva
- transmenbranas

FIGURA 4. llustragdo dos involucros celulares detérias gram-negativas
(didermes) e gram-positivas (monodermes). Adaptiaid-onte:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21665/figuAZ09>.
Acesso em : dez.2005.
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2.2.2 Membrana plasmatica

A membrana plasmatica € uma estrutura existentteéos os tipos de células, sendo
sua integridade de vital importancia para a exeg#do organismo. Estas membranas sdo
estruturas fluidas e organizadas, compostas poricaenada de fosfolipidios (Figurg, Hue
além de ajudar a proteger a célula do ambientegrexem que se encontra, promovem uma
barreira impermeavel a passagem da maioria dascuoia$ hidrossoluveis, tendo em
conjuncdo variadas proteinas que atuam como sensoreceptores, permitindo a célula
mudar seu comportamento em resposta aos sinaimme@xtee como barreira seletiva de
moléculas, nutrientes, ions e dejetos. Sem o sgeteduncionamento, a célula ndo pode
manter a sua integridade e coordenar seu sistemmcgQu/ALBERTSet al, 2002; HAUCKE

e Di PAOLO, 2007; LODISFet al, 2007).

Glicero-
fostohpidios

FIGURA 5. llustracdo do segmento de uma Membraasr®atica.
Adaptado da Fonte: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ksb
NBK21473/figure/A200/>. Acesso em: dez2005.

Deste modo, podemos inferir que um composto difimdio biofilme, que possa

interagir com as membranas celulares ocasionandampimento ou mau funcionamento
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destas estruturas, faca com que os organismosngugm e formam o biofilme, tais como
bactérias, microalgas, protozoarios, rotiferas,soeolarvas, sejam repelidos ou mortos,

implicando na consequente inibicdo do inicio daesso de incrustacao.

2.2.2.1 InteragBes quimicas interfaciais em membras celulares

Um composto interagindo na interface de membrarhgates pode, teoricamenig:
romper a adesdo da bicamada de fosfolipidios, pieduique nela se forme uma passagem,
ocasionando um disturbio da concentracao intraaelgfeito de rompimento)i) efetuar a
passagem pela membrana sem destrui-la (difusdogmpalcancando e comprometendo
componentes internos; oiil,) atuar diretamente nas proteinas transmembrarzgssooando
estresse ou reacdo anormal, ou interferir em sw@izcéo celular (COOPERMAN, 2004,
EXTON, 2004; SCHULTZ, 2004; SARKARt al, 2009; COSKUN e SIMONS, 2011).

O efeito de rompimento € geralmente executado pzio e uma acdo surfactante,
onde o composto, agindo semelhante a um detergeode, a partir de uma determinada
concentracdo, invadir a barreira da bicamada delijpiglios e, apesar de ndo efetuar a sua
completa dissolucdo, ocasionar seu rompimento eorseqiente destruicdo da célula
(ALMGREN, 2000; MAIREet al, 2000; GARAVITO e MILLER, 2001; CHAMBERLAIN,
2004; SEDDONet al, 2004; BROWN, 2006; HEERKLOTZ, 2008).

O efeito de passagem pela membrana plasmaticagooder por difusdo simples, por
difuséo facilitada e transporte ativo. Na difuséopes ou facilitada, a passagem pode se dar
pela bicamada de lipidios (Figuradu através de proteinas transmembranas, naoresgioe
gasto de energia pela célula, ocorrendo devidoadiente de concentracdo, onde 0 composto

se difunde para um potencial de menor concentrdd@itransporte ativo, a passagem sé pode
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ser realizada através de proteinas transmembrag@serendo um gasto de energia pela
célula e em geral, moléculas pequenas, mais higic#® e ndo-polares sdo mais rapidamente
difundidas através da bicamada de lipidios, de ntpaomoléculas como GON, e O, sao
prontamente dissolvidas e difundidas (ALBER&txal, 2002; SCHULTZ, 2004; LOODISH

et al, 2007).
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miolecules. o
|| mo  ———eene
MH;—C—MH;  Water Stightly
Urea permeable
Large
wrnchanged
l?ndnlae'cuhs Glucose, fructose
Imparmeabls
loms
K™, Mg2®, Caz*, CI~
HCO5™, HPO, 2™
Impermeable
Charged ~ i
polar Amino acids, ATP,
malecules glucose 6-phosphate,
proteins, nucleic acids
Impermeable

FIGURA 6. llustracdo da permeabilidade
relativa de diversas substancias
através da bicamada de fosfolipit
(Fonte: LOODISHet al, 2007).

De um modo geral, interacdes entre um compostaifi@p e 0 micro-organismo Sao
reunidas em cinco diferentes padrbes (QUADRP (RENIER e MAILLARD, 2002;
RUSSELL, 2003).

A sinalizacado celular envolve intricados mecanisnguemicos que governam e
coordenam as atividades e funcdes de cada difetéhtia. A habilidade que a célula possui
em perceber (recepcdo) e corretamente respondesdticdo) guorum sensing - aos sinais

do seu ambiente é essencial para a comunicacd® altlas e para existéncia de qualquer

12 Mecanismo de comunicagéo célula-célula, pelo miedo-organismos secretam moléculas sinalizadquas
induzem atividades metabdlicas e comportamentagittes individuos de sua espécie na sua comunidade
microbiana.
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tipo de organismo (DUNNY e LEONARD, 1997, WATERS RASSLER, 2005;

WEINSTEIN, 2008).

QUADRO 2. Padrdes de interacao (composto / organism

Padrdo Modo de interacao

Tipo H
Alta afinidade

O composto é rapida e completamente adsorvidolokcé

Tipo C O composto penetra mais rapidamente na célula @oogsolvente que o
Constante de particdo carreia.

O preenchimento dos sitios de adsorcao da célul@zseonsecutivamente,

Tipo L . tornando-se cada vez mais dificil o composto emaorsitios vazios para ser
Normal ou Langmuir .

adsorvido.

O composto encontra forte competicdo das moléaldasolvente ou de outras
Tipo S moléculas adsorvidas pela célula. A adsor¢do Iniéiafraca e aumenta

gradativamente.

Quando h& uma modificagdo do padrao de adsorcaasgmor um aumento da
Tipo Z entrada de soluto, que € interpretado como umargumebestrutura do substrato

adsorvente com a geracao de novos sitios adsosvente
(Adaptado das Fontes: DENIER e MAILLARD, 2002; RUSSE003).

Resumidamente, tanto em organismos procariontes emmeucariontes, a sinalizacao
celular pode ocorrer por dois modos de interagfiacontato fisico direto entre células
(comunicacéo justacrina), onde proteinas ligadaseanbrana plasmatica de uma célula
interagem diretamente com receptores em uma caldjacente; ou,i) remotamente
(comunicacédo enddcrina), onde uma substancia qaisspecifica € quem faz a interacao
com os receptores celulares (ALBERES al, 2002; WELLS, 2003; KAISER, 2006;
LODISH et al, 2007).

A ativacdo celular pode ser feita exteriormentélala, onde proteinas transmembranas
estdo envolvidas diretamente, ou pode ser feitmteoior da célula, quando as moléculas do

composto devem entrar na célula para efetivavagito, conforme comentado anteriormente.
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As proteinas transmembranas, também chamadasna®tigitegrais politdpicas, séo
proteinas que transpassam, pelo menos uma vezamdia de fosfolipidios formadora da
membrana e tém, além da funcdo de controlar o poates de substancias, a funcédo de
funcionar como receptores de moléculas especifitasonios, neurotransmissores, fatores,
etc), possibilitando a sua passagem ou deflagramldom processo de sinalizacdo e

comunicacgéo celular. Elas existem em trés clasasgas® (i) alfa politdpica ei() alfa

<\
)

Exterior

rons
Y
A

Exterior

VT H
r.#
A N
N A
RARDY,
"Lm"' P
A}\if\u A

Cytosol | J ¢ %/
' ) A
N\ == | - ‘\_/
Periplasm

Figura 7. Modelos de estruturas de proteinas tramdmranas: (esquerda) alfa
helicoidal politdpica 7 passagens (bacteriorhod@jsgue funciona
como fotorreceptor em algumas bactérias; (dirstbunidade de uma
Porin encontrada na membrana externa da ba&iédali.

(Adaptado da Fonte: LODISEt al, 2007)

: {» . Q{M

11 Il
Ho—llv—o—llv—o—P—o HO—P—0—p- o
o o O o O

OH OH OH OH

Figura 8. Guanosina-5-trifosfato (esq.) e GuangeShdifosfato (dir.).
Guanosina é um nucleosideo que compreende umanguani
ligada a um anel de ribose (ribofuranose) via uigacho N-
glicosidica.

13 Orientations of proteins in membranes (OPM datapaDisponivel em: opm.phar.umich.edu/types.php.
Acessado em: 03dez. 2011.
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bitopica, formas helicoidais, presentes em célda®rganismos procariontes e eucariontes,
tendo como exemplos as G-proteinas sete-transmea®i@TM) também chamadas (G-
PCR)* (Figura 7, e a {ji) beta-barril (canal de ions) encontradas nas memabrexternas de
procariontes, em mitocondrias de eucariontes e@pglastos, tendo como exemplo as Porins
(Figura 3 (LODISH et al, 2007).

As G-Proteinas (G-PRC) pertencem ao grupo de eszgua hidrolisam a guanosina
trifosfato (GTP) a guanosina difosfato (GDP) (Fay@, chamadas de GTPases, tendo sido
descobertas pelos grupos dos doutores Martin Rduligel 925;11998) ¢ Alfred Goodman
Gilman'® (:1941) em trabalhos sobre estimulacdo das célulrsgrenalina (STRYER e
BOURNE, 1986

Rodbell e Gilman descobriram que as G-proteinasidnavam
como intermediarios nas sinalizagbes transmembranasis

verificaram que a adrenalina quando se ligava a

um receptor, este ndo estimulava as enzi

diretamente; em vez disso, o0

estimulava uma G-proteina, que

Martin Rodbell

estimulava uma enzima especifica (GILMA
1987; RODBELL, 1994). Por esta descoberta, recebayaPrémio
Nobel de Fisiologia em 1994 . Alfred G. Gilman

A resposta de uma célula a um sinal especificarext ditada pelos receptores que ela
possui, pela transducdo do sinal que € ativaddoeppecesso intracelular afetado, sendo que
cada receptor geralmente liga-se a uma Unica nlaléow a um grupo especifico de

moléculas, podendo ser agrupados em receptoreabgem canais ibnicos; que apresentam

14 G-protein coupled receptors (G-PCR)
5 Retrato disponivel em: www.nobelprize.org/nobekgs/medicine/laureates/1994/rodbell.html
6 Retrato disponivel em: www.nobelprize.org/nobekes/medicine/laureates/1994/gilman.html
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atividade enzimatica; citoplasmaticos; e que selaoo a proteinas, por exemplo, G-PCR

(ALBERTS et al, 2002; LODISHet al, 2007).

exterior

citossom

Figura 9. llustracdo do receptor tipo G-PCR. Ostammos
curvilineos destacam os polipeptidiosa GG3 e
Gy, ligados a proteina sete transmembrana (7TM).
(Adaptado da Fonte: OLDMAM e HAMM, 2008).

Os receptores tipo G-PCR (Figura 9) fazem parteirda superfamilia de receptores
formada por cinco grandes familias (rodopsinasresieas; de adesdo; glutamatos; e de
aroma/sabor), que tém suas estruturas consistiedés diferentes polipeptidios - unidades
tipo a (39-52 kDa); tipd3 (35-36 kDa); e tipy (8 kDa) - que se acoplam a diferentes tipos de
proteinas 7TM (dominio), podendo ser ativados pfarehtes ligantes, tais como: aminas,
ions, nucleosideos, lipidios, peptideos, proteigtas, transmitindo sinais quimicos para uma
ampla gama de diferentes tipos de células (RODBEL297; SPRANG, 2003, 2011;
LEFKOWITZ, 2004; OLDHAM e HAMM, 2008; MILLAR e NEWON, 2010; BROCK,

2011).
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2.3 Lipidios

2.3.1 Classificacao dos lipidios

Lipidio € a denominacdo para uma classe de biomlaoque formam um grupo
heterogéneo de substancias reconhecidamente img@staa regulacdo e controle das
funcdes celulares de todos os seres vivos. Saocisena manutencdo da integridade e
organizacdo das células, atuam também nos procdssemalizacdo celular e transito de
moléculas, além de ser seus maiores reservatoeosndrgia (GUNSTONEt al, 2007;
O’KEEFE, 2008). Eles tém sido classificados quinmeate desde o século XVIII e sdo
classicamente relacionados a substancias insollemisagua e sollveis em solventes
organicos, aos quais citam-se como exemplos asugsdoéleos, graxas, glicerolipidios,
esfingolipidios, terpenos e esterais, etc., 0 quederado, ao longo dos anos, controvérsias e

diferentes interpretacoes (BER®Gal, 2002; IVANOVA et al.,2004; AKHO e MIN, 2008).

Uma das primeiras classificacdes sobre lipidiosafoesentada, na
segunda metade do século XVIII, pelo médico e qomirancés
Antoine-Francois de Fourcrdy (::1755; +1809), o qual publicou um
tratado, em quatro volumes, intituladélémens d’historie naturelle et de
chimi€’, onde discorre, entre outros temas, sobre Oleegetais,

classificando-os em 6leos puros, Gleos secativlleas solidos, e sobre

as propriedades quimicas de gorduras animais (FQRRIRC 1782).

A.F. de Fourcroy

7 Retrato disponivel em: http://www.sciencephotmbuedia/224977/enlarge. Acesso em: 07 out. 2011.
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Michel Eugéne Chevretfl (:+1786; 11889) foi o pesquisador que

efetivamente realizou investigacdes sobre a estr@yropriedades do
lipidios e propds a primeira classificacdo cieaéificom base na acide
volatilidade e saponificacdo, em seu trabalho paldb no ano de 1823
em Paris — Franca, intitulad&®é&cherches chimiques sur les corps g

d’origine animalé (CHEVREUL, 1823).

M.E. Chevreul

Em 1925, Walter Ray Blobt (x1877;11966) propbe uma
classificacdo que impde aos lipidios as seguinteacteristicasi)
insolubilidade em &gua e solubilidade em solventesno éter,

. cloroférmio e benzenoii) relacionamento com o0s acidos graxos na

forma de éster; @i) utilizagdo por seres vivos. Sendo ainda divididos

em lipidios simples (acidos graxos, gorduras e aggpx lipidios

W.R. Bloor

complexos (glicolipidios, fosfolipidios, aminolipdd e sulfolipidios) e
lipidios derivados, relacionando substancias obtidas dois Ultimos grupos por hidrélise

(BLOOR, 1925).

Em 1963, a comissdo de editores de jornais de bioga da Unido Internacional de
Bioquimica (IUB), juntamente com a comissdo de numiatura de temas bioldgicos da
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada @Qp estabeleceram um comité
internacional para tratar sobre a nomenclaturacéfspe de lipidios. As discussdes foram
conduzidas durante 0os anos seguintes, resultandeneontros nos anos de 1965 e 1966,

quando entdo foi proposto, j& em 1967, um documeatdivulgacdo sobre regras tentativas

18 Retrato disponivel em: http://herve.delboy.pefsdt/liber_artephius.html. Acesso em: 07 out. 201
19 Retrato disponivel em: http://hdl.handle.net2/8602. Acesso em: 07 out. 2011.
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sobre a nomenclatura de lipidios contendo glicersfingolipidios, acidos neuraminiéde
outros compostos (IUPAC, 1967).

Em 1978, o comité IUPAC-IUB propds uma nova séeeatomendacdes, baseadas em
trabalhos realizados pelos grupos de lipidios egliolipidios, tendo como principal
caracteristica a utilizacdo do sistema da numeragéeada na estereoespecificidade (sn) com
base nas projecGes de Fisher (IUPAC, 1978).

Christie (1989, p.5) tem proposto a seguinte dgfimipara lipidios: “Lipidios séo
acidos graxos, seus derivados e substancias mdalzie biossintética ou funcionalmente a
estes compostos.” (traducdo nossa), classificasdeno lipidios simples - os quais rendem
por hidrolise ndo mais do que dois tipos de praglytor exemplo, triglicerideos e colesterol -
e em lipidios complexos, aqueles que rendem maiederodutos, tais como fosfolipidios e
glicolipidios.

Em 2005, um consorcio internacional de instituic@es pesquisa, liderado pela
Universidade da Califérnia em San Diego, apresentouesquema que organiza os lipidios
com base em suas estruturas quimicas, contempisde lipidios naturalmente encontrados
em organismos vivos até os sintetizados em lalrwatddistribuindo-os em oito classes
distintas: compostos graxos acilados; glicerolgddiglicerofosfolipidios; esfingolipidios;
esterdis; prendis; sacarolipidios, e policetidéagsHY et al, 2005). Esta abordagem, apesar
de ainda ndo consolidada, pretende facilitar a cicagdo internacional quanto a aplicacéo
de classificacdo, nomenclatura e representacdo icuimios lipidios dentro da nova
comunidade de pesquisa, que vem rapidamente savobésmdo, chamada dapidomics

que tem por aplicagdo a caracterizacdo das esp@oiesulares de lipidios constituintes de

% Familia de monossacarideos carboxilados com atormos de carbono que aparece na porgéo terminal de
glicoconjugados. Estas moléculas estdo envolvidav&ios processos bioldgicos, tais como, procedsos
reconhecimento celular e adeséo plaquetaria.
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matrizes biolégicas (FAH¥t al, 2005, 2007, 2009, 2011). Esta nova classificagaprega
alguns padrées de nomenclatura, os quais resumidarse citami) designacdo do numero
de estereoespecificidade (sn) para descrever digielios e glicerofosfolipidios;ii)
designacdes basicas para os esterois, por exerof@siano, androstano e esterampp uso

da nomenclatura IUPAC para os acidos graxos eaditais, dév) o uso das designacdes E/Z
e R/S, para definir, respectivamente, a geometnia@plas ligacdes, ao invés de trans/cis, e a

estereoquimica, ao invés dep.

2.3.2 Principais classes de lipidios:

a) Compostos graxos acilados. Classe formada por acidos graxos e compostos
conjugados que abrange desde os mais simples amidnscarboxilicos até aqueles mais
complexos apresentando diferentes grupos funciosaistituintes, heteroatomos, duplas
ligacBes e cadeias ciclicas. Entre as principaislasses encontram-se &cidos, alcool, éster,
aldeidos, amidas, nitrilas e éteres graxos, eidides, octadecanodides e docosanoides
(FAHY et al, 2005; WENK, 2005).

Os principais acidos graxos normalmente encontranscompostos naturais S&o
compostos alifaticos monocarboxilados possuindeieadvariando de 4 a 22 atomos de
carbono e somente cerca de 20 tipos ocorrem naienék, sendo o palmitico, o oléico e o
linoléico os mais abundantes (SCRIMGEOUR e HARWOQ@DQ7; O'KEEFE, 2008).
Apesar de se ter o conhecimento que em célulagideais e vegetais superiores 0s acidos
graxos sao produzidos a partir de combinagbes @#l-ecenzima A, implicando em

moléculas contendo nimeros pares de atomos dencarbgistem também &cidos graxos
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impares que sdo encontrados principalmente emriaagt®ingos, algas e esponjas marinhas

(GURRet al, 2002; REZANKA e SIGLER, 2009).

b) Glicerolipidios. Esta classe é formada principalmente pelos gieesdbstituidos
com acil, alquil e 1-alquenil radicais. Entre oaisnsimples glicerolipidios encontra-se 0s
acilglicerdis, que sdo ésteres de acidos graxaddigya uma estrutura de glicerol, podendo ser
tri, di ou mono-substituido (FAH¥t al, 2005).

Monoacilglicerois sao intermediarios da lipolise de e diacilglicerdis e sé&o
encontrados em baixissimas quantidades em extragbslares. Diacilglicerdis sé&o
importantes intermediarios na biossintese de lgia@rois e de glicerofosfolipidios que tém
importantes funcbes na sinalizacdo e ativacdo deammmos celulares especificos. Os
triacilglicerdis sdo os mais importantes deste grepsdo encontrados profusamente em
plantas e animais. Tém um amplo emprego industsel, uso vai desde a producéo de
alimentos até combustiveis automotivos conhecidosoc biodiesel (MUSKETT e
ANDERSON, 2004; KHALIL e LEITE, 2005; GUNSTONE et.,a2007). S&o os mais
importantes reservatérios de energia para os séves, sendo, em ambientes marinhos,
estocados por organismos presentes na coluna d'@gdesponibilizados aos pequenos
pelagicosou entdo transferidos, por gravidade, aos orgarsdmntonicofPARRISHet al.,

2000).

c) Glicerofosfolipidios. Estes lipidios também possuem como estrutura ipaham
glicerol, a qual s&o ligados acil, alquil e 1-algieadicais, tendo como principal diferencial a
presenca de um grupo radical fosfato, sendo norseamtono derivados do acido fosfatidico

(IUPAC, 1978). Esta classe esta bioquimicamengeci@hada aos componentes essenciais da
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membrana citoplasmatica das células de organismogsiuiontes e eucariontes, tendo papéis
importantes em processos biolégicos, tais como tapep e sinalizacdo celular
(HENNEBERRYet al, 2002; SUZUMURA, 2005; VANCE, 2008).

Entre as principais subclasses (Figurg, hcontram-sei) glicerofosfocolinas;ii)
glicerofosfoetanolaminasij) glicerofosfoserinasiy) glicerofosfogliceroisy) glicerofosfatos,

e vi) glicerofosfoinositois (FAHYet al, 2005).

H

0
HO_ oH OH
= Glicerofosfoinositol
OH

FIGURA 10. Subclasses de Glicerofosfolipidios. dbstituicdo do Radical R
pelos radicais apresentados forma a subclasseiaeofbsfolipidio
correspondente, designado pela nomenclatura aadirei
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d) Esfingolipidios. Sé&o caracterizados por possuirem como estrutumaigal um
grupo amino na posicao sn-2 e uma hidroxila naggossn-1. Nesta classe estéo incluidos os

cerebrosideos, as ceramidas, as esfingomielingsréFi), os gangliosideos e os sulfatideos,
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sendo uma das mais diversas e mais complexassksspidios, tendo importante papel na

estrutura e também em diversas fun¢des celularERERLL Jr., 2008)

FIGURA 11. Estrutura basica de
uma esfingomielina.

e) Esterois.Esta classe de lipidio caracteriza-se por ter ustraitera contendo quatro
anéis fundidos e constituem um importante compendas membranas celulares. Podem ser
encontrados, em geral, nas formas livre, acilald@ilada, sulfatada ou ligada a glicosideos,
sendo encontrados tanto em plantas (fitoester@islocem animais (zoosterois), incluindo
como subclasses: o colesterol e seus derivadosroiels; secosterdides (vitaminas D);
acidos biliares, e hopandides (FAKYal, 2005). O colesterol € o mais abundante esterol de
tecidos animais sendo encontrado como alcool, meste grupo ser esterificado por acido
graxo (éster esterqis), estar ligado a alcool gfalquil éter esterois) ou estar conjugado com

acido sulfarico (sulfato esterdis) ou a glucidigksi¢osil esterois) (AKHO e MIN, 2008).

f) Prendis. Sao sintetizados via rota do acido mevalénicad@®i,5-dihidroxi-3-metil-
pentanoico) a partir de moléculas precursoras dooo @tomos de carbonos (Figura).1@s
terpenos, ou isoprendis, representam o grupo maisecido. Sdo geralmente descritos como
terpenos modificados, onde grupos metila sdo gultkis por atomos de oxigénio.

Uma classificacdo dos terpenos tem sido utilizama base no nimero de unidade de

isoprenos presentes na cadeia principal (QUADIRO 3
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FIGURA 12. Unidade Isopreno

QUADRO 3. Nomenclatura de terpenos

Designacao unidades de isoprenos atomos de carbono
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15

Diterpenos 4 20
Sesteterpenos 5 25

Triterpenos 6 30

Carotenoides 8 40

g) Sacarolipidios.S&o descritos como compostos que possuem acidresgligados
diretamente a uma cadeia de acgucar, formando umduea similar as dos glicerolipidios,
porém com a substituicio do glicerol. O mais comleeados sacarolipidios sdo as
glucosaminas aciladas, precursores do Lipidio-Agries em bactérias gram-negativas.

h) Policetideos Compreendem um grande numero de metabolitos décas e
produtos naturais de animais, plantas, bactériasgos, e organismos marinhos. Estes
compostos possuem uma cadeia composta por umanseyigternada de carbonilas e
metilas (-CH2-CO-) produzidos por polimerizacao ierdica. Muitos policetideos séao
moléculas ciclicas modificadg®r metilacdo, oxidacdo, hidroxilacdo ou outroscpssos.
Alguns agentes antimicrobianos, antiparasitarioenéicancer sédo policetideos ou seus

derivados, tais como as eritromicinas e tetra@asli(S8TAUNTON e WIESSMAN, 2001).

2.4 Glicerofosfolipidios PAF-analogos como compostos &incrustantes
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Glicerofosfolipidios tém sido usados como elememiadjuvante para reduzir a adesao
de proteinas e de bactérias nos materiais empregadaertas areas tecnoldgicas, tais como:
equipamentos de processamento de alimentos, bebifsnacos; materiais médicos, por
exemplq préteses, lentes oftalmicas e cateteres; equipasdiitantes; etc., sendo suposto
que tais propriedades antiaderentes estejam retlas as peculiaridades da natureza
zwitteridnica e anfifilica de sua molécula (SARKRTOOSI, 2003; GOREISCEt al, 2004;
IWASAKI e ISHIHARA, 2005; XUet al, 2008; WATANABE e ISHIHARA, 2008:).

O glicerofosfolipidio conhecido como Fator Ativadte Plaquetas (PAF) € um potente
mediador bioldgico produzido por varios tipos daules, o qual desencadeia varias reacoes
fisiologicas (PRESCOT®t al, 1990; VENABLE et al., 1993; OWENet al, 2007). Este
composto foi elucidado, a mesma época, e pelogrdps professores Jacques Benveniste,
do Instituto de Quimica das Substancias Naturaig-ran¢ca; Donald Hanahan, do
Departamento de Bioquimica da Universidade do TegaBred Snyder, da Divisdo de
Ciéncias Médicas do Instituto de Estudos NuclearOdé Ridge - Tennessee, 0Ss quais
realizavam investigacdes independentes sobre axiafiem coelhos e acdo anti-hipertensiva
em ratos (DEMOPOULOSt al, 1979; BLANK et al, 1979; HANAHAN, 1986). Apds sua
estrutura ter sido desvendada, um novo campo apiigesfoi aberto, tendo como principal
objetivo a &rea médica (VENABL& al,1993).

PAF e Lyso-PAF referem-se, respectivamente, agge<tipidios 1-O-alquil-2-acetil-
sn-glicero-3-fosfocolina e ao 1-O-alquil-2-OH-siegto-3-fosfocolina, sem vinculo com o
comprimento ou grau de insaturagdo do grupo algoddendo os compostos estruturalmente
relacionados serem rotulados como PAF e Lyso-PAffogns (TOKUMURAet al, 1989;

TOKUMURA, 1995). O termo PAF apesar de incorretar@arsado, pois descreve somente
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um dos varios efeitos que provoca, permaneceu ldouao composto sendo amplamente
utilizado.

O PAF demonstra uma conservacao filogenética agistem varias posicdes na escala
evolucionaria, estando presente ou sendo geradaoneengrande variedade de organismos,
tais como: bactérias, protozoarios, fungos, plantagertebrados e vertebrados, incluindo
mamiferos, sendo sua composicdo, em amostras ig@éygonstituida principalmente por
uma mistura contendo grupos alquidicos com 16 @fi@nos na posi¢cao sn-1 (DENIZ@T
al. 1989; BUSSOLINOet al. 1991; SUGIURAet al. 1995; CALLIGEROUet al, 1996;
KULIKOV e MUZYA, 1998; McINTYRE et al.,1999; ANTONOPOULOLEt al, 2002).

As ligacOes tipo éter, presentes nos carbonos ]lterzam estes glicerofosfolipidio
resistentes as fosfolipases, permitindo desta fogoe se acumulem na membrana e em
outras partes da célula, atrapalhando o seu ddseneato ou até mesmo levando-a a
apoptose (ZHOWt al, 1996; VAN DER LUITet al, 2002).

Outros alquil-glicerofosfolipidios e algumas algiaisfocolinas tém também
apresentado acao citotoxida, vivo e in vitro, principalmente contra protozoarios, onde os
estudos sobre tais compostos supdem mecanismolvemio danos a membrana plasmatica
e a sinalizacdo celular, com o comprometimento&®s metabolismos celulares (PEREZ-
VICTORIA et al, 2001; SEIFERTet al, 2001; CROFTet al, 2003; VERMA e DEY, 2004,
PARISet al, 2004).

Outros anélogos do PAF, com variagdo no radicgbatacdo sn-1 ou sn-2, também
foram testados, e substituicdes do radical alqoidin sn-1, por um grupo acila ou arila e do
radical acetil em sn-2, por propionil ou butirierdonstrou reducdo na atividade biologica
destes analogos (WISSNERal, 1984; TOKAMURAEet al, 1989; PRESCOTEt al, 1990;

VENABLE et al, 1993). Do mesmo modo, um maior nimero de grupofiémiebs, maior
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cadeia linear, entre o atomo de fésforo e o atomaitfogénio, ou a auséncia do oxigénio
ligado em sn-1 ou sn-2, também ocasionam uma digdiauna atividade de tais analogos
(WISSNERet al.,1986; KULIKOV e MUZYA, 1998).

A idéia da utilizacdo de tais PAF-analogos comontganti-incrustantes, tem como
principio o que acontece em outros tipos de célmaglamente utilizadas na area médica e
farmacolégica (VENABLEet al, 1993; BOTITSlet al, 1998; KULIKOV e MUZYA, 1998),
baseando-se no possivel desencadeamento de ura agdggonica ou processo inflamatorio
nas células dos organismos incrustantes em caraaidais produtos.

Os PAF analogos tém algumas propriedades espedi@siladas a sua estrutura
molecular, sendo anfifilicos, pois possuem um sitidrofilico e outro hidrofébico, e
Zwitteribnicos, ou seja, apresentam cargas negaiv@ositiva (radical bipolar) em sua
estrutura, além de também apresentar baixos peslezutares (PM) ~ 500 Daltons. Estas
propriedades sdo importantes, quando as confrostamm a difusdo pelo EPS e com os
possiveis caminhos de absorcdo pelos micro-orgasisDevido ao seu sitio hidrofébico,
uma longa cadeia alquidica saturada presa em urexti@snos da molécula, este composto
pode facilmente permear através das bicamadapidef componentes do involucro celular
e membrana plasmatica dos organismos (JONES e ONBTIH 7a,b). Por ser uma molécula
anfifilica e ter baixo PM, tém um bom potencialgae difundir no biofilme e, devido a esta
caracteristica, passar através das proteinas teanlsranas presentes no involucro celular e
nas membranas plasmaticas, pois algumas destasnamtchamadas de Porins, tém baixa
especificidade e em geral permitem a difusdo deéontds hidrofilicas com PM menores que
600 daltons (NIKAIDO e VAARA, 1985; KOEBNIkKt al, 2000).

Outro fator importante é que estes compostos PAlegas, sem radical tipo acila na

posicdo sn-2, podem atuar como molécula sinalizadguando em contato ou absorvido
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pelos micro-organismos, sem sofrer a terminacdsudeacdo agonista por enzimas do tipo
fosfolipase, permitindo que ele seja acumuladonvdlucro, parede ou interior das células,
deflagrando um processo antagdnico de respostéaiGedue inibira o desenvolvimento ou
destruira o micro-organismo (MARATHEet al, 2001; CROFT e ENGEL, 2006;
FRUHWIRTHet al, 2007; WELCHet al, 2009).

Especulando-se a atuacdo do glicerofosfolipidioccama substancia biocida, pode-se

presumir que ocorram 0s seguintes passos:

1°) O glicerofosfolipidio, utilizado como biocida iinta anti-incrustante, € liberado e
atinge a parte inferior do biofilme;

2°) O glicerofosfolipidio comeca sua difusdo peiteiior do biofilme, tendo como
principal solvente a agua do mar e, como superieimteracdo o EPS por meio de
fenébmenos fisicos de adsor¢éo e dessorcao;

3°) O glicerofosfolipidio atinge os invélucros maigternos dos micro-organismos
componentes do biofilme, sendo iniciada, deste madoa absorcao; e

4°) O glicerofosfolipidio atinge a membrana plasca&é ocasiona a repulsdo ou morte

do micro-organismo.

O primeiro passo, acima mencionado, € influencigelo tipo de preparacédo da tinta
anti-incrustante e esta especificamente relaciorsadonodo empregado para liberacdo do
glicerofosfolipidio da tinta anti-incrustante. Nestabalho foi utilizada a disperséo direta na
matriz, a partir da qual o glicerofosfolipidio Bdrado lentamente, sendo esta a base dos mais

tradicionais esquemas de pintura anti-incrustante.
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No segundo passo, as interacdes do glicerofosdadigom a agua do mar e com o EPS
sdo de fundamental importancia, pois o biocida pdae ser totalmente sollvel em agua e
nem ter alta afinidade pelo EPS. Se totalmentevehlele tenderda a permanecer na fase
aquosa e, devido ao maior coeficiente de difusidile neste meio, serd completamente
retirado do biofilme. Se o biocida tiver alta afiade pelo EPS, a sua difusdo torna-se muito
lenta e menos abrangente, comprometendo o0 seua@onta 0S Micro-organismos.

Deste modo, avaliando os compostos que intera@gra, agua do mar, (i) o EPS,
formado principalmente por polissacarideos, prateim lipidios, e (iii) o biocida, que € um
glicerofosfolipidio, pode-se presumir que estanidti devido a sua caracteristica zwitteribnica
(radical bipolar), tera uma mediana interacdo cdaP8 e com a agua, podendo, deste modo,
mais facilmente se difundir pelo biofilme.

Nos terceiro e quarto passos, ao alcancar os icnadue membranas celulares dos
micro-organismos, o glicerofosfolipidio podera atutps seguintes modos: (i) devido a
caracteristica hidrofébica de seu radical alquidicodera facilmente ser adsorvido por
camadas de peptidioglicanos, polissacarideos pliiesacarideos ou fosfolipidios e agindo
como um surfactante causara danos a membrana pieesia@ célula atingida, e (ii) devido a
sua caracteristica de PAF-analogo, poderd desearcadea reacdo antagbnicp, ex.
inflamacéo, inibicdo de sintese celular ou apoptosasionando a repulsdo ou morte do
micro-organismo (GOREISCldt al, 2004; IWASAKI e ISHIHARA, 2005; YEBRAet al,
2006; WATANABE e ISHIHARA, 2008).

A figura 13ilustra a difusdo hipotética de um biocida atragésbiofiime. O biocida
presente na tinta base, inicialmente em sua carg@ot maxima (C max), é carreado pela
agua do mar a partir de microporos formados na grge difunde pelo biofilme entrando em

contato com 0s micro-organismos. Ao ultrapassapfirbe ele passa a ser diluido pela acao
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da agua do mar na camada limite hidrodinamica efado sua diluicdo total (& 0).

(YEBRA et al.,2006).

V mdx -
Regho lora da
o ﬂllz:ﬂ-l ||:'l'lll;¢ C=0
—.?-r hidrodinamica
, -u-uu-""'"-.
-—n--‘l"II |
j Camada Iimil:nihidmdinhca
!
??- 1]

Micro-or ganismos
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FIGURA 13. llustracédo da difusdo hipotética do biocida (LP@)biocida componen
da tinta é carreado pela agua do mar a partir despfmrmados pt
desgaste (concentragdo maximaC-max) e se difunde pelo biofil
entrando em contato com os mia@anismos. Ao ultrapassar a can
do biofilme ele passa a ser diluido, pela agdogda &do mar, neamad
limite hidrodindmica. Alcancando sua diluicdo tof@l — 0) na redic
mais exterior. (Adaptado da Fonte: YEBRAaI.,2006).

2.5 Sintese de glicerofosfolipidios

A sintese total de glicerofosfolipidios ndo € unzaefa trivial, pois requer a
incorporacdo regiosseletiva de trés diferentestiuinées nas trés posicdes possiveis da
molécula de glicerol, o que envolve sequénciasrdegio e desprotecao de suas hidroxilas e

sequéncias de alquilagdo ou acilacdo e fosforilggddendo para este intento normalmente
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utilizar-se de procedimentos cataliticos e enzitnat{(ROSENTHAL, 1966; ROSENTHAL e
CHODSKY, 1971; WITZKY e BITTMAN, 1985, 1986; TESTEA al.,2002; ICHIHARA et

al., 2005; D’ARRIGOet al.,2007; D’ARRIGO e SERVI, 2010).

2.5.1 PAF e analogos. Sintese enzimatica

Em células de mamiferos, o PAF € gerado de modonético por dois caminhos
distintos, conhecidos poi femodelinge (i) de novo(PRESCOTTet al. 1990; VENABLEet
al., 1993). O primeiro envolve a hidrolise de PAF agak de grandes cadeias acila na
posicdo sn-2, e posterior reacetilacdo do lyso-RAmado, enquanto o segundo caminho
envolve a acetilacdo de compostos do tipo 1-O-atmuglicero-3-fosfato, que entdo séao
posteriormente convertidos a PAF.

Neste ponto devemos entender que a biossintesé@Bdem como principal fungéo
torna-lo disponivel para desencadear os processhdares, de modo que em algum
momento, devido ao comprometimento de um estrasseoote da célula, sua acao deve ser
terminada. Esta terminacdo so6 é possivel com andeggio do PAF e, para isto, uma enzima
especifica conhecida como PAF acetil-hidrolaselicata deacetilagdo do PAF reduzindo-o a
Lyso-PAF (Figura 15 um agonista muito menos efetivo (STREMLERal, 1989; DENNIS,
1994; STAFFORINEt al, 1997). A enzima PAF acetil-hidrolase pertencena superfamilia
de enzimas chamadas de fosfolipases, que é diwdidquatro classes distintas: PLA (PLA1
e PLA2), PLB, PLC e PLD, de acordo com a ligacae qgspecificamente ela hidrolisa no
fosfolipidio (Figura 15

As enzimas fosfolipase PlAe PLA hidrolisam o fosfolipidio, clivando as acilas das

posi¢des snl e sn2 respectivamente, gerando apiass e lyso-fosfolipidios. A fosfolipase
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PLB atua clivando ambas as acilas, das posicoe® smR2. A fosfolipase PLC hidrolisa a
ligacdo entre o glicerol e o fosfato, gerando ¢ligicerois, e a fosfolipase PLD cliva no grupo
polar, formando o acido fosfatidico (DENNIS, 19BALSINDE et al, 2002; BROWNet
al., 2003; AKHO e MIN, 2008). Dentre destas classesnzima PLAé a mais numerosa,
com 14 grupos e 20 subgrupos, sendo encontradadivemsos organismos, por exemplo,
mamiferos, cobras e abelhas (venenos), esponjashasy bactérias e plantas (DEKKER,
2000; NEVALEINet al.2004; MANSFELD, 2009).

Dois fatos interessantes san: €sta enzima, a PLAparticipa da sintese do PAF por
“remodeling” e, nesta sintese, sua ac¢ao libera eicosanodidesamb&m sdo mediadores de
processos inflamatorios celulares,ii@ $ua acdo na terminacdo do poder agonista do PAF,
transformando-o em lyso-PAF, é altamente regiosgaleou seja, s6 pode ser exercido em
uma ligagao acila na posicéo sn-2, de modo qustadigacédo porventura nao existir em um
PAF-andalogo, a hidrélise ndo ocorrera e, consequ@rte, o PAF-analogo sera acumulado

na célula ocasionando um estresse ou sua morte.

| PLD
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FIGURA 14. Deacetilacdo do PAF FIGURA 15. Ligacdes hidrolisadas por fosfolip:

2.5.2 Sintese laboratorial
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Uma rota de sintese de glicerofosfocolinas foi rgga usando como partida oolpB-
O-isopropilideno glicerol tendo como intermediaoidetraidropiranil glicerol que serviu de
base para posterior introducéo de acil radicasstofilacdo (ROSSET@t al., 2006). Outra
rota, apresentada por Fedoterdtaal (2010), propde o uso de fosforamidas como grugo d
protecao para sintese de fosfolipidios analogasirgemielina.

Sinteses laboratoriais de PAF-analogos também tédo satisfatoriamente
desenvolvidas a partir da oxidacdo de glicerofgsftibs utilizando-se de enzimas,
hidroperéxidos organicos ou ions metélicos (BITTMANal, 1987; VIRTOet al., 1999;
TOKUMURA et al.,2000). Como exemplo, enzimas lipoxigenases presah uma grande
gama de vegetais, principalmente nos graos desmjiiem ser ativadas pelo simples processo
de maceracédo do vegetal, catalisando a oxigenazaocido linoléico. Embora essas enzimas
sejam mais efetivas com os &cidos graxos, elasé&ambpodem oxidar triglicerideos e
fosfolipidios (VICK e ZIMMERMAN, 1981; PEREZ-GILABRT et al, 1998;KNOTHE et
al., 2007).

A sintese quimica de glicerofosfocolinas tambémepedvolver, de um modo mais
direto, o uso de acido fosfatidico como intermeadjampregando carbo-diimidas, tricloro-
acetonitrilas e cloretos de sulfonila como agedéesondensacao (GUNSTONE, 2007).

Contudo, cabe salientar que as rotas de sintesacgapgas tém sido empregadas em
ensaios laboratoriais, trabalhando-se na faixaidem miligramas, ndo estando tais sinteses

relacionadas a producdes em escala comercial j@ugsandes quantidades (multitoneladas).

2.6 Caracterizacao de lipidios

Os trabalhos precursores relacionados com a ceragi@o de lipidios tinham por base

o isolamento e a identificacdo individual de acigosxos, fosfolipidios e triglicerideos. Para
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isto, eram utilizados procedimentos que envolviamente métodos quimicos e fisicos, tais
como formacédo de sais, bromacdo, cristalizacdo stilaigio. Porém, devido a grande

diversidade dos lipidios, as maiores dificuldadesoatradas a época eram o isolamento a
partir da matriz e a separacdo dos componentesidndis. Conseqglentemente, maiores
avancos em tal segmento de pesquisa tiveram qeeaeqelo desenvolvimento de métodos
analiticos mais apropriados (KUKSIS, 2005).

Para caracterizar lipidios presentes em uma amadstmaou-se importante efetuar
analises elucidativas com relacéo as classes,asdes e espécies moleculares. Para este fim,
técnicas de separacdo como cromatografia em catiedgieda (CCDY), cromatografia gasosa
(CGY? e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAEromecaram, a partir do inicio dos
anos 60, a ser amplamente empregadas (HAMILTON ®A&1(01984; LEPAGE e ROY,
1986; MUTHIN e RADLOFF, 1998; BURDGEt al, 2000; GUAMet al, 2001; RUIZ et al.,
2004; FAGANEet al.,2004; KUKSIS, 2005).

Cabe ressaltar que estas técnicas requeriam madprastidades de amostra e,
dependendo do tipo de matriz da amostra, procedomereliminares, tais como extracoes
liquido-liquido ou liquido-sdlido, deviam ser utdidos visando obter melhores resultados nas
andlises. (CHRISTIE, 1992,1993; RUIZ-GUTIERREZ eREZ-CAMINO, 2000; HOUJOU

et al, 2005; PETERSON e CUMMINGS, 2006; CARRASCO-PANCQR& al, 2009).

2.6.1 Extracdo

O procedimento usual para se efetuar a andlisgikok envolve a sua extragdo da

matriz que os contém. Cabe ressaltar que as téotécaxtragdo também removem da matriz

I Tradugao paralhin layer chromatographgTLC)
2 Traducéo parasas chromatograph{GC)
% Traducao paraiigh performance liquid chromatograplifiPLC)
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alguns componentes indesejaveis, tais como, pesteatucares, sais ou outras substancias
que podem interferir nos processos analiticos.

Um dos procedimentos mais amplamente utilizado paaracéo
de lipidios esta baseado nos métodos descritosl9&h e 1957, por
Jordi Folch?* (£1911; $1979) e colaboradores. Este procedimento, em
sua particularidade, permite que todas as subsgfipbides, por ex.:

tri, di, e monoacilglicerois, esterois, acidos gmxe fosfolipidios,

presentes em matrizes animais e vegetais, sejaaidag eficazmente.

A técnica consiste basicamente na trituracédo e genezacao da J. Folch
amostra em uma mistura 2:1(v/v) dos solventes fdaroo e metanol, em uma proporcéo de
20ml para cada grama de tecido submetido a extragédo efetuada uma posterior lavagem
com uma solucdo salina aquosa para remocao dasisties ndo lipéides. Apos a lavagem,
quando o sistema alcanca o equilibrio, tem-se asmtfansparente de agua e metanol, e uma
fase inferior de cloroférmio, mais pesado, exigtindntre elas, uma interface com residuo
material, o qual, apos a remocao da fase aquoga sae dissolvido com a adicdo de metanol,
até a obtencdo de uma fase Unica contendo toddipid®s dissolvidos (FOLCHet al,
1951,1957).

Cabe ressaltar, que métodos contemporaneos ineitaubstituicdo do cloroférmio,
originalmente utilizado, por diclorometano, o qa#m de ter se mostrado um satisfatorio
substituto tem ainda como vantagem sua reconhecetdeor toxicidade (CHRISTIE, 1993;
HALL e MURPHY, 1998; DROUILLARDet al, 2004).

Também, devido ao questionamento sobre a possévdh e lipidios mais polares,

extraidos pela fase aquosa que é descartada, atgbakos tém recomendado a recuperacao

%4 Retrato disponivel em: http://www.cyberlipid.orglipffolch3.htm. Acesso em: 07 out. 2011.
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com o auxilio de acidificacéo e re-extracdo conufiabol saturado em agua (BJER¥Eal,
1974; SHAIKH, 1994; SIESS8t al, 1999; SUBBANAGOUNDERet al, 2000; BODENNEC
et al, 2003).

Em 1959, Emerson Graham Blfghand Wiliam John Dyer
introduziram um método onde a extracdo e a partd@amnateriais
biologicos, contendo até 1% de lipidios, sdo siamgas. Sendo as
proteinas precipitadas e isoladas entre as duas fasmadas em um

sistema de cloroférmio, metanol e agua. Este mééogarticularmente

aplicavel a células em suspenséo, porém deve sertaalp que este

E. G. Bligh

método demonstrou dar uma menor estimativa do ceatetdo de

lipidios em amostra contendo mais de 2% de lipidiassua composicéo, sendo que este erro
aumenta com o aumento real do contetido de lipfdgiaamostra (IVERSOHMt al, 2001).

Na verdade, dezenas de métodos com a utilizacGmdernos equipamentos, tais como
0 uso de micro-ondas, extrator tipo soxhlet, efivag fluido supercritico e extracdo com
auxilio de ultra-som, vém sendo testados visan@éteer o processo de extragcdo. Porém,
constata-se que apesar de acelerarem o processapm&entam um aumento significativo da
eficiéncia de extracdo em comparacdo ao metodmldd FUNDELAND et al1998; RUIZ-

GUTIERREZ e PEREZ-CAMINO, 2000; AMETA&t al, 2003).

2.6.2 SeparacOes cromatograficas

Apbs o processo de extracdo, onde se isolam os a@ntes lipdides da matriz

ensaiada, técnicas cromatograficas, tais como a, @@ou CLAE, devem ser empregadas

% Retrato disponivel enfittp://digitalcollections.library.ubc.ca/u?/fisheam827. Acesso em: 07 out. 2011. Obs. Datas dénmarsto e

morte ndo encontradas.
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para se conhecer as classes, subclasses e espétgeslares dos lipidios que constituem o
extrato. Estas técnicas cromatograficas permitemynd modo geral, efetuar a separacao dos
analitos componentes da amostra, sendo, em suacesséma técnica precursora essencial
para analises qualitativas. Contudo, deve-se ter@mte que o0 cromatograma somente
fornece uma informacao qualitativa, a saber, acgosbu tempo de retencdo dos componentes
da amostra ensaiada apos um certo periodo de ®lwcgue o faz uma ferramenta Uutil
somente para reconhecer a presenca ou ausénciangmrentes de misturas ndo muito
complexas, e deste modo, a verificacdo da idergiddds analitos ira requerer uma
confirmacao espectroscopica ou quimica dos compes&vlados (SKOOEt al, 2002).

A CCD € um meétodo planar de cromatografia que staisem uma fase solida
estacionaria, usualmente silica gel ou alumina slegma sobre uma placa vitrea, plastica ou
metélica, submetida a uma sequéncia de solventethgis com relacdo as suas diferentes
polaridades (fase movel), que se desloca atravésdaestaciondria por acdo de capilaridade.
A adsorcdo dos analitos entre os sitios ativosada &0lida e os solventes da fase moével
produz um continuo fracionamento da amostra ermai&ta € uma antiga, e ainda
empregada, técnica para separacdo e identificagdwadas classes de lipidios, porém
apresenta uma relativa ndo-especificidade na coa¢@o dos analitos, pois geralmente se faz
uso de avaliagGes visuais com o emprego de reageateoloracdo, p. ex.: iodo, nihidrina e
solugédo de Dragendorff. Contudo, devido principalteea sua rapidez de ensaio e ao seu
baixo custo, tornou-se uma técnica muito praticea pa estabelecimento de condi¢cbes
exploratérias e para separacao de lipidios emaelagsua classe, apesar de apresentar como
principais fatores contraproducentes baixas repitniidade e resolucdo, além do fato da
excessiva manipulagdo da amostra implicar em pelssixidacdo de componentes poli-

insaturados (KIM e SALEM, 1990; SKOO& al, 2002; PETERSON e CUMMINGS, 2006;
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ROBERTSet al, 2008). Apesar de suas limitacbes, procedimensamdo CCD tém sido
empregados frequientemente para separacao de dipitio sistema com suporte em silica gel
empregando uma fase mével de hexano, dietil-ébetp &6rmico (80:20:2) v/v, produz um
padrdo de separacdo onde o colesterol éster magrfaente, seguidos por triglicerideos,
acidos graxos livres, colesterol, diglicerideosnoglicerideos e fosfolipidios (CHRISTIE,
1989).

A CG é um método de separacdo que utiliza umadstseionaria solida ou liquida
(coluna cromatografica) e uma fase movel no estgdwso (gas de arraste), em geral gas
hélio ou hidrogénio. A amostra sendo analisadajad deve ser volatilizada para que entao
possa ser carreado pelo gas de arraste, o quetédrmeetodo especifico para separacdo de
substancias volateis, € separada em seus compsiieméate o seu transito dentro da coluna,
0S quais sao registrados por detectores especifimsdo a sua natureza, em geral nao-
volatil, os lipidios ndo sdo, em sua plenitude dmmostos, possiveis de analise direta por
CG, requerendo para isto procedimentos prelimindeeshidrélise ou derivatizagdo. Tais
impedimentos levaram tal técnica a um quase regnitprego em analises de acidos graxos e

esterois (GRAY e YARDLEY, 1975 OLSSON e SALEM, 19€HRISTIE, 1998).

2.6.2.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (_LAE)

A CLAE é um método de separacdo que utiliza uma éssacionaria solida (coluna
cromatografica) e uma fase mével no estado ligudogeral solventes puros ou misturas de
solventes com diferentes polaridades. O sistemaistenbasicamente de um dispositivo de
bombeamento de solventes, um injetor, uma coluoanatografica, um detector e um

registrador. Ela oferece uma combinacdo de veldeideeprodutibilidade e sensibilidade,
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sendo usada em operacdes de pesquisa e produd@ndposer utilizada em amostras nao
derivatizadas, sendo uma grande ferramenta paesiag@® de amostras complexas com um
minimo de preparacdo (McMASTER, 2007). O uso daitécde CLAE, onde sdo usadas
temperaturas mais brandas, permite o trabalho adret&ncias ndo volateis e um menor
manuseio das amostras, ndo necessitando dos pnerd#ds de hidrolise e derivatizacao,
alcancando uma razoavel separacdo dos lipidiosoddatsuas classes (WOJTUSEK al,
1989; EMRARI, 2004; PETERSON e CUMMINGS, 2006).

Nos anos 70 véarios trabalhos foram divulgados i@@ando o emprego da CLAE para
separacao e identificacdo de lipidios, vindo arfasta técnica despontar como a principal a
ser empregada para tais substancias, geralmetitmandb-se, a época, de detectores de
ultravioleta e fluorescéncia (AITZETMULLER, 1975UNGALWALA et al, 1977,
ULLMAN e McCLUER, 1977; FAGERet al, 1977; PATTONet al, 1982).

Os diversos sistemas de eluicdo empregados podégn ga simples e isocrético, ou
seja, uma solugdo e uma concentracdo, ao complgxadéente, varios solventes e varias
concentragdes. Contudo, quando se deseja realizaranalise completa cobrindo desde os
lipidios ndo-polares aqueles mais polares, exiditmitacdes em realizar tais separacdes em
uma corrida simples e isocratica, principalmente retacdo a otimizacdo dos parametros
tempo de retencdo e fator de retencdo, sendo garsdmecessario aplicar, para tal intento,
eluicdo gradiente com sistema complexo de fase IM®@VING, 1995; ABIDI, 1998;

ROW e LEE, 2000; SNYDER, 2000; PETERSON e CUMMIN@G06).

2.6.3 Espectrometria de massas em lipidios

2.6.3.1Espectrometria de massas (EM)



54
Batista, W.R. (2012). Utilizacao de glicerofosfétips sintéticos analogos do PAF como agentes anti-

incrustantes na composicao de tintas maritimagqgsta, sintese, caracterizacdo quimica e avalidedo
performance.

No final do século XIX, o fisico Joseph John Thoni8o

(x:1856; 11940), prémio Nobel de 1906, com base em seus trabal
sobre a analise da natureza da deflexdo de rdaiédioas sob campos
elétricos e magnéticos, abriu as portas para 0 naugo de pesquisg
quimica, iniciando um inimaginavel futuro para angiga analitica,

que atualmente chamamos de espectrometria de n{@$$as/1SON,

J. J. Thomson

1897).

Apesar do enorme potencial de emprego na area cpimiprojecdo do estudo em tal
equipamento de pesquisa continuou sendo exploraia,a década de 40, quase que
exclusivamente, por fisicos, tornando-se a prindgraamenta usada na descoberta de novos
isétopos, tendo sido de grande aplicacdo no debememto dos trabalhos do Projeto
Manhattam desenvolvido pelo Estados Unidos da AraébBASS, 2007).

Ainda nos anos 40, os quimicos finalmente recomhate potencial da espectrometria
de massas como ferramenta analitica, aplicando-amanitoramento da producédo de
refinarias de petréleo, que culminou, em 1943, egonoducdo do primeiro espectrémetro de
massa comercial. Naquela época, a questdo maisditimpe ao rapido avanco da
espectrometria de massas estava centrada em careo da introducdo da amostra,
convertendo-a em sua fase gasosa sob uma atmaosfdpaixa pressao (vacuo) sem que
ocorresse a perda ou sua desnaturacdo. Porémcomelialos anos 50, o desenvolvimento de
uma sonda que fazia a insercédo direta da amostcimara de vacuo trouxe um grande
avanco a técnica. Ainda neste periodo, excelesggscedmetros, usados para determinagéo
de espectros de massa de moléculas organicas c@wplga estavam disponiveis

comercialmente, 0s quais, apesar de possuirem maortgso de fonte ibnica, por impacto de

% Retrato disponivel em: http://www.britannica.cBBthecked/topic/593074/Sir-JJ-Thomson. Acesso @ém: 1
out. 2011.
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elétrons, podiam dispor de um dos trés tipos distide analisadores de massasimples
foco com deflexdo magnética) duplo foco com deflexdo magnéticajiig tempo de voo
(BIEMANN, 1963).

Em 1953, Wolfgang Patfl (::1913; 11993) introduziu um novo

conceito de analisadores de massa. Sua patenisabrigE 944.900 -
US 2.939.952, relata a invencédo de um aparatoaaeli@ separacao d
particulas carregadas de diferentes cargas eg@aciinformando que
tal equipamento poderia ser empregado, entre ofit@glades, como
uma ferramenta para espectroscopia de massasmésub de isdtopos

(PAUL e STEINWEDEL, 1953). Este invento consistasicamente de

Wolfgang Paul

um conjunto com trés (iontrap) ou quatro (quadrapeletrodos solidos,
apresentando formas cilindricas ou hiperbdlicastrieamente conectados em um arranjo
especifico, permitindo criar um campo elétrico ¢imé em seu eixo longitudinal (Figura

19).

Za der Pateotochritt 944 900
KL 42| Gr.3oe
Internat KLEMe —

FIGURA 16. llustracéo dos modelos de quadrupol@&los por Wolfgang Paul.
(Adaptado da Fonte: PAUL e STEINWEDEL, 1953

2" Retrato disponivel em: http://www.nobelprize.oaflel_prizes/physics/laureates/1989/paul-autobid. ht
Acesso em: 10 out. 2011.
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Os ions passando na direcdo deste eixo sao eni&mmgdos (iontrap) ou separados
(quadrupolo) de acordo com sua estabilidade no catgirico gerado, de modo que os ions
mais estaveis, que conseguem atravessar, sao dodlef@or um detector. Devido ao
reconhecimento de sua inventividade, Wolfgang Raal agraciado com o Prémio Nobel de
fisica em 1989. Desde entdo, a espectrometria deamaem, ano apos ano, se tornando uma
técnica versatil e largamente usada na identifcags elementos presentes em uma amostra
e na determinacdo de suas concentracfes, envohetagas de introducdo da amostra,

ionizacdo, separacao de ions e contagem dos ionados.

2.6.3.2 Espectrometria de massas sequencial (EM

A espectrometria de massas sequencial € um proesttimanalitico no qual se
realiza, no minimo, dois estagios de analise desad®ara este tipo de analise, os dois mais
utilizados tipos de analisadores de massa saoecteSmetro de massa triplo quadrupolo e o
de trapeamento de ions (iontrap).

A aplicacao da espectrometria de massas conveh¢iExa apesar de adequada para,
de modo exploratério, identificar o lipidio com ba@mm seu peso molecular, ndo permite que
se obtenha informacdes suficientes para que skeraweia estrutura. Mesmo se conhecendo a
classe, a multiplicidade de possiveis substanciasatendem ao peso molecular final, obtido
a partir da relacdo massa/carga, invalida uma sespmivoca (PETERSON e CUMMINGS,
2006).

Para uma fidedigna caracterizagdo de uma substantiformacédo estrutural torna-
se objetivamente necessaria e, deste modo, a aéommhecida por espectrometria de massas

sequencial, ou em tandem, se tornar um procedimamaditico imperativo. Esta técnica
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permite que os ions criados possam ser manipulaglE®ndo novos fragmentos que

possibilitam direcionar a identificacdo da substacuma resposta singular.

2.6.3.3 O analisador de massas tipo iontrap

O iontrap € um aparelho que funciona basicament@mocama camara de
confinamento onde o0s ions gasosos podem ser aratiEepor um periodo de tempo e,
também, como um analisador de massas. Ele, omgamae, consiste de trés eletrodos com
superficies hiperbdlicas, dois eletrodos de fecmhone um eletrodo central anelar, arranjados
especificamente formando uma camara que € manbtla vacuo, onde 0s ions sao
aprisionados e trabalhados pela aplicacdo de lsagpropriadas aos eletrodos, fazendo
com gue os ions sejam mantidos ou evacuados ddRiqgra 1. Furos de passagem no
centro dos eletrodos de fechamento permitem adengasaida dos ions. Uma alta voltagem
na forma de radiofreqiiéncia é aplicada ao eletrogiatral, enquanto os eletrodos de
fechamento sdo mantidos aterrados. A diferencaotEngial oscilante estabelecida entre os
eletrodos forma um campo quadrupolar tridimensioealdependendo do nivel da
radiofrequiéncia, aplicada ao campo, torna-se pelssigpear ions de um faixa de massa
especifica (MARCH e TODD 2005; DASS, 2007).

Além da geometria original apresentada acima, sutrodelos geométricos de iontrap
tém sido propostos e utilizados, como por exemglmdrico, linear e retilinear, apesar de
tecnicamente todos servirem a realizagdo dos metipussde experimentos, modificacdes na
forma geométrica podem melhorar significativameat@erformance quando aplicados a
realizacdo de certos procedimentos analiticos (MARE000; HAO e MARCH, 2001;

OUYANG et al., 2004; MARCH, 2009; KOIZUMI et al.pR9).
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O iontrap tem como principal caracteristica pemdtirealizacdo de experimentos do
tipo EM", usualmente ERJ EM® ou EM', sendo que alguns equipamentos podem trabalhar até
maiores sequéncias. Tal peculiaridade permite atralp uma maior aplicabilidade com
relacdo a elucidacdo estrutural de substanciasowlescidas, tornando-se uma 6tima

ferramenta a analise de lipidios.

Eletrodos
- de
fechamento

/? T e, nuvem de ions no
|.* \

centro do trap

entrada dos ions saida dos lons para o

—= deteclor

Eletrodo central anelar

Aterramento = m

Aplicagio de RF

FIGURA 17. llustracéo e imagem de um analisadar igmtrap.
(Adaptado da Fonte: MARCH e TODD, 2005

Experimentos tipo EMsao conseguidos por meio de uma sequéncia degépsrgue
se inicia pela funcdo SCAN, onde pode ser seledmoaon de interesse ejetando-se todos 0s
outros ions presentes no trap. Entdo, aplica-sevoitegem suplementar ao trap que excita o
ion e o faz colidir com o gas hélio presente np tesultando em ions produtos que séo
finalmente detectados.

Apesar do analisador de massas tipo iontrap tantkadalhar sob vacuo, se pode dizer
gue a presséao de trabalho é alta quando compavadautios tipos de analisadores de massa,

pois a atmosfera de gas hélio, usada como artfii€icn para se evitar a colisdo entre os ions



59
Batista, W.R. (2012). Utilizacao de glicerofosfétips sintéticos analogos do PAF como agentes anti-

incrustantes na composicao de tintas maritimagqgsta, sintese, caracterizacdo quimica e avalidedo
performance.

e diminuir sua energia cinética dentro do trappyiter que a pressao de trabalho possa ser da
ordem de 10a 10’ psi, ao invés de 0a 10" psi necessaria em outros tipos de analisadores

(MARCH e TODD 2005; DASS, 2007).

2.6.3.4 EM em lipidios. Transpondo a barreira da volatilidade

O efetivo emprego da espectrometria de massas alseade lipidios esbarrava na
dificuldade de se introduzir a amostra no analisaldomassa de modo que ela pudesse ser
efetivamente analisada. Em relacéo a técnica deatomrafia gasosa, o principal problema
era a baixa volatilidade, tornando impossivel undéermcdo de ions para poderem ser
analisados sem que a amostra fosse desnaturadsstouida e, tratando-se de cromatografia
liguida, o problema era se obter uma efetiva tmansicdo dos compostos, presentes como
solutos na solucao, em ions na fase gasosa, paméaipoder introduzi-los em um analisador
de massa sob véacuo.

Inicialmente, pode se dizer que a espectrometrimagsas acoplada a cromatografia
gasosa permitiu um avanco na analise de algumaseslade lipidios, possibilitando,
principalmente, a identificacdo individual de &a&dgraxos derivatizados. Contudo, a
inexpressiva volatilidade dos lipidios mais compkxéo pbéde ainda ser superada por tal
técnica, necessitando-se ainda de laboriosos proestbs de preparacdo da amostra e
derivatizacdo. Subsequientemente, com a técnigandma¢ao quimica utilizando gas reagente
amonia ou isobutano e com o emprego de sondasifesgede introducdo de amostra, se
pode dar um avanco a andlise de lipidios, podsibidb a identificacdo de certos
componentes menos volateis e mais polares (POLONEK#l, 1980; CRAWFORD e

PLATTNER, 1984; THOMASet al, 1986).
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Na técnica de ionizacdo quimica, a substancia senaltsada, depois de introduzida,
apresenta-se como uma pequena fracdo da fase gAsesn, o feixe de elétrons passando
pela mistura de gas reagente e amostra, devida eaior interacdo com o gas presente em
maior concentracdo, produz ions que por sua vederol com a amostra, efetuando a
transferéncia de cargas para o analito de intergsgeem geral gera o ion molecular com
pouco excesso de energia interna que rende poragmdntos, possibilitando um espectro
bem limpo, quase que somente com a presenca destendlecular (HERBERT e
JOHNSTONE, 2003; DASS, 2007).

Apés o desenvolvimento da técnica de ionizacdo mmbardeamento por atomos
rapidos (FAB) a ampliacdo das analises de lipighos,espectrometria de massas, comecgou a
avancar, podendo agora superar a questao da idaldél sem a utilizacdo de demorados
processos de derivatizacdo (HAROLDSEM al, 1987; BENFENATTI et al. 1989;
SATSANGI et al, 1989). O FAB € uma fonte de dessorcdo, aplicawelamostras nédo-
volateis ou termicamente instaveis, que permitecaygdo de ions positivos e negativos
empregando atomos de xendnio ou argdnio com a#Ey@nque se chocam com a amostra
em seu estado condensado, a qual se encontras@isparuma matriz de solucao de glicerol
(SKOOGet al, 2002). O processo de ionizacdo desta técnica pede
considerado brando, geralmente realizado a temyparde 25-35°C e
sem a necessidade de energia adicional para vapéoizla amostra, o 11‘5"*%
que permite a ionizacdo, sem degradacdo, de matteitmicamente ::ﬂl
labeis (HERBERT e JOHNSTONE, 2003; DASS, 2007). y 40

Em 1968, Malcolm Dof® (:1903; +1990) e colaboradores i‘\ ll'l .!' 1

.

apresentaram um trabalho que mostrava um modo rdeag@o de
Malcolm Dole

%8 Retrato disponivel em: http://masspec.scripps.eshistory/greatnames/dole.php. Acesso em: 10 o@ifl.20
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moléculas ndo volateis, as quais denominaram deori@igs, que poderiam ser produzidas
em um estado gasoso e serem concentradas em usueiconico por meio da aplicacdo de
técnica de electrospray. Tais macro-ions ainda rodeser posteriormente detectados em
uma camara de Faraday apos os ions de menoresrpekxsilares serem repelidos com a
aplicacao de voltagens especificamente definid&d (et al, 1968).

Apesar da grandiosa descoberta de Dole, somente984) apds

passados 15 anos, John Bennet Eefiri917; 12010) e colaboradores

puderam demonstrar a aplicabilidade do electrospoaiyo uma fonte *‘i‘_‘_"_"__\ /)

de ions eficaz na ionizacdo branda de biomolécidagmento de

pesquisa que lhe conferiu o prémio Nobel de Quimna002.

J.B. Feni

O processo de ionizagdo por electrospray ou elgindizacéo
consiste em se bombear uma solucdo contendo doadalinteresse através de uma agulha
capilar, produzindo-se um spray, o qual € submetidma diferenca de potencial elétrico de
milhares de volts, que faz com que as finas gaécudletricamente carregadas sejam
transladadas para o interior do analisador de madSAMASHITA e FENN, 1984 a,b;
WHITEHOUSEEet al,1985).

Uma visdo apurada de tal sistema é apresentadesnmo da patente depositada por

John Fenn, Michael Labowsky, e Masamichi Yamasital 983:

Uma fonte ibnica por electrospray, para um espe@tid de massa, capaz de gerar
fons a partir de uma amostra dissolvida em umac&ojucompreende um tubo

capilar através do qual a solucao é bombeada pasiacGmara primaria, mantida a
pressdo atmosférica, onde um gas inerte escoa etnaamrrente ao fluxo da

solucado, e a um pequeno orificio na parede op@stéithara. Uma alta diferenca de
potencial elétrico é aplicada entre o capilar eagege oposta da camara de modo
que a solugdo é nebulizada eletricamente dentc@di@ra e ions caracteristicos da
amostra séo entdo formados. Estes ions séo ddssimgasob controlada extensao
pela acdo do gas inerte, o qual pode ser aqueaid® rpelhorar a eficiéncia do

processo e aumentar taxa maxima permissivel do fliaxsolugédo. Os ions, entdo
formados, passam através do pequeno orificio pai@ segunda camara, mantida
sob pressao reduzida e, entdo, para o espectrodeetnassa. Alternativamente, um

29 Retrato disponivel em: http://www.nobelprize.ordlab prizes/chemistry/laureates/2002/index.html.s&ceem: 10 out. 2011.
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estagio de reducdo de pressdo pode ser incluidmode que os ions passem para
uma terceira camara mantida a uma presséo aindarnrenqual o espectrémetro
esta localizado, por meio de um arranjo de conesardestragem (nozzles) e
escumadeiras (skimmers). A fonte de ions é paatiménte efetiva para a producéo
de ions ndo fragmentados e ndo solvatados a pkrtiamostras termicamente
instaveis ou ndo volateis, e pode ser usada consinterface no acoplamento de
um cromatégrafo liquido e um espectrémetro de mgss®BOWSKY et al, 1985,
traducdo nossa)

Esta técnica mostrou-se de grande importancia depridcipalmente ao fato de prover
um sistema que acopla diretamente um cromatogrdiqualo com um espectrémetro de
massa por um mecanismo que, além de remover onselearreador, mantém uma eficiente
transmissao dos ions positivos e negativos formddodendo-se dizer que, a partir de tal
invento, revelou-se um novo horizonte na analiskpddios.

Nos anos subsequentes, possibilitado pelo adveestasl técnicas de elucidacao
empregando espectrometria de massas e procedimemgosionizacdo eficientes,
especificamente o electrospray, obteve-se um gravate;o na analise de lipidios, permitindo
se analisar desde mais triviais acidos graxos aténais complexos lipidios existentes

(MURPHY et al.,2001).

2.6.4 Andlise de glicerofosfolipidios

2.6.4.1 Lipidomics

Como ja mencionado anteriormente (item 2.3.4pidomicsé um campo emergente
de pesquisa que tem por finalidade a caracterizdedoespécies moleculares de lipidios
constituintes de matrizes biolégicas. O cresciméde&ie segmento de pesquisa é resultado do
avanco tecnoldgico relacionado a espectrometriaatsas, tendo como principal responsavel

0 acoplamento desta técnica com a ionizacdo potreépray e a cromatografia liquida de
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alta eficiéncia, o que possibilitou, deste modopléan exponencialmente o numero de classes
de lipidios analisados (MILNEt al, 2006; WATSON, 2006; ZEHETHOFER e PINTO,
2008; WOLF e QUINN, 2008; ROBERT& al, 2008; NAVAS-IGLESIASet al, 2009;
KHALIL et al, 2010).

Mais recentemente, o advento de instrumentos capbzeealizar espectrometria de
massas sequencial possibilitou, adicionalmentegtallthmento da estrutura da molécula
permitindo a caracterizacdo e determinacdo indalidada de lipidios em misturas
complexas, vindo a suplantar as laboriosas tarééapreparo de amostras e acelerar os
processos analiticos. Dentro desta perspectivaosvgrotocolos que ndo necessitam de
qualquer prévia separacdo cromatografica de lipigresentes em misturas complexas vém
sendo divulgados e, em sua maioria, consistem &nr ds extratos brutos em solventes e
realizar a infusédo direta no analisador de massd €CTHOMAS, 2009; YANGet al, 2009;

HU et al, 2009; SIMASet al,, 2010).

Em geral, os métodos de infusdo direta, sem qualgeparacdo cromatografica
prévia, podem ser divididos em dois grup8siotgun lipidomics e Target lipidomicé
primeira técnica usa a separacdo pelo proprio sathlr de massas, sendo os lipidios
separados devido as suas cargas inerentes, usanumdss positivo ou negativo de varredura
(scan), permitindo fazer um mapeamento das fragdsslipidios constituintes da mistura
complexa. A segunda técnica baseia-se na selecamatdgorias especificas de lipidios,
usando experimentos de ions precursor e perdaagménto neutro a partir de seus grupos
funcionais caracteristicos. Apesar destas técniamfusao direta de extratos brutos, estarem
encontrando diversas aplicacfes préticas, ensaiomatograficos ainda sdo muito
empregados na separacao prévia de misturas cormplexigpidios, principalmente pelo fato

da supresséao i6nica de alguns lipidios ndo podetosdmente eliminada, o que se deve a
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presenca de moléculas ionizaveis de diversas slgs®sentes nos extratos brutos, que atuam
como contra-ions e diminuem a ionizacdo das maéaike interesse. Devido a esta possivel
limitacdo, dependendo dos lipidios de interessegmalmente sao utilizados meétodos
cromatograficos preliminares, acoplados ou nao, eqserimentos de espectrometria de
massas (HAN e GROSS, 2005; SOMMERal, 2006; SHUlet al, 2007; XINGet al, 2007;

RETRAet al, 2008; CHRISTIE, 2009; Hit al, 2009).

2.6.4.2 Separando glicerofosfolipidios

Glicerofosfolipidios vém sendo separados por CLAfnglo dois tipos de colunas
cromatograficas, a de fase normal ou a de fasers&v@AITZETMULLER, 1975;
JUNGALWALA et al, 1975,1976,1977; HAMILTON e COMAI, 1984; ; KALUZN¥t al,
1985; CHRISTIE, 1992; HOVING, 1995; MYHER e KUKSI®95).

CLAE em fase normal é usualmente empregada paxempeoseparacdo dos lipidios
com base em suas polaridades, sendo a silica &$tsgonaria normalmente utilizada nas
colunas cromatograficas. Utilizando-se eluentes@pdos, os lipidios podem ser separados
em espécies nao-polares, por exemplo: colesteodbsterol ésteres, tri-, di- e mono-
acilglicer6is e acidos graxos; e polares, por exemfosfolipidios, esfingolipidios e
glicolipidios. Tal separagdo tem sua acdo ocorrgguitomecanismos de adsorcdo, de modo
que a diferenca de polaridades dos lipidios presem amostra € o maior fator contribuindo
para o sucesso da separacdo (ELLINGSON e ZIMMERMA®87; ABIDI e MOUNTS,
1995; LESNEFSKYet al, 2000; YOON e KIM, 2002; ZHANGt al, 2005).

CLAE em fase reversa utiliza colunas contendo uase festacionaria néo-polar,

geralmente um hidrocarboneto de cadeia C18 (ndecil) ou C8 (n-octil) quimicamente
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ligado a silica, que serve como suporte de fixag@omome fase reversa € usado para
descrever que a fase estacionaria € menos polauala fase movel utilizada nas eluicdes. A
amostra é separada com base no mecanismo de @adig@a eluir dependendo da
lipofilicidade de cada componente (CIMPAN, 2004;K&TA, L. et al, 2010). A fase movel
em geral consiste de agua, ou solu¢cbes aquosasprgunto com varios solventes misciveis
em agua, por exemplo: metanol, etanol, iso-propaudtonitrila, tetrahidrofurano, dioxano,
etc. (PATTONet al, 1982 ; JACKSONet al, 1984; ROBINS e PATTON, 1986 ; KIM e
SALEM, 1990;BROUWERSt al, 1998 ; LINet al, 1998).

Apesar da separacdo de glicerofosfolipidios preseetn matrizes biologicas ser
relativamente morosa e né&o trivial, métodos analti usando CLAE acoplado a
espectrometria de massas tém permitido uma esgedéterminacao e uma fiel avaliacdo das
diferentes espécies moleculares presentes. Ertee ggtodos, a técnica de cromatografia
liguida usando ionizagdo por electrospray acopkldspectrometria de massas sequencial
(CLAE-IES-EMN), principalmente devido a sua altamsskilidade e facil procedimento de
introducdo da amostra, tem se tornado uma escalteagavaliacdo de lipidios em geral e
vem se desenvolvendo para andlise de diferenteseslasubclasses e espécies individuais
presentes nos mais variados extratos biologicosnipledo ampliar a exploragdo de
estruturas e processos de fragmentacdo (BYRDWEQQ12PULFER e MURPHY, 2003;
GRIFFITHS, 2003; MILNEet al, 2006; PETERSON e CUMMINGS, 2006; HSU e TURK,

2009; XIA e JAMAL, 2009; GUAM, 2009; NAKANISHet al, 2009, 2010).

2.6.4.3 ldentificando glicerofosfolipidios
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Apos os glicerofosfolipidios serem separados dokE; eles devem ser identificados
por espectrometria de massas com base em suas raadsa-carga. Neste ponto, a técnica
usando IES-EMn, permite, sem fragmentacfes esp@iasdesejaveis, a identificacao
presuntiva inicial dos glicerofosfolipidios baseadn seus pesos moleculares. A partir deste
ponto, se podem iniciar as avaliacbes subsequeisi@sdo obter informacgdes estruturais da
molécula e, desta forma, montando uma espécie debrapcabecas, identificar
inequivocamente os glicerofosfolipidios em questéao.

Apesar da aparente simplicidade da idéia acimacadh, a diversidade de radicais
acil, alquil e dos grupos funcionais, que podem mamum glicerofosfolipidio, requer que
seja realizada uma apurada investigacao dos fragmebtidos, de modo a encontrar pistas
gue possam indicar, principalmente, a classe adisatizacées dos glicerofosfolipidios sob
andlise. Nesta investigacdo podemos usar, a nowaor, fpara obter os fragmentos
caracteristicos necessarios as comparacoes, padedesferéncia, bibliotecas de lipidios,
programas e softwares, estando disponivel na redeial de computadores alguns bancos de
dados, tais como: Lipidmaps (www.lipidmaps.org); pidBank (www.lipidbank.jp);
Lipidomic Expertise Platform - LEP (www.lipidomies«pertise.de), que facilitam tal tarefa,
confirmando ions e fragmentos caracteristicos den@nos glicerofosfolipidios (HAIMIgt

al., 2006; HUBNERgt al, 2008; SONGet al, 2009; FAHYet al, 2011).

2.6.4 lonizacao e fragmentacédo de glicerofosfolipidios

Em geral, glicerofosfolipidios sdo prontamenteizéweis quando submetidos a

ionizacao por electrospray. Entretanto, a formalgespécies moleculares é governada pelo

grupo funcional polar que distingue as varias @spéx pela propenséo elétrica (QUADRD 4
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da molécula em perder ou ganhar uma carga quaihoesida a um campo elétrico (HAN e

GROSS, 2005; HSU e TURK, 2009).

QUADRO 4. Classificacdo de glicerofosfolipidios cofmase em suas tendéncias elétricas.

Grupo Tendéncia elétrica Principais Classes

Anibnicos Possuem carga negativa em pH neutro GPg, GPA, GPG
Fracamente anibnicos  Possuem carga negativa ertaliha  GPE, LPE
Neutros Neutros em pH alcalino GPC, LPC, SM

2.6.5.1 Glicerofosfolipidios neutros

a) Glicerofosfocolinas (GPC).E a espécie mais abundante de fosfolipidio neutro
encontrada em células eucariontes, caracterizandpeta presenca de um &tomo de
nitrogénio quaternario com uma carga positiva queldralizada por uma carga negativa do
grupo fosfato, sendo sempre ionizado prontamentiependentemente do pH da solucao,
formando abundantes adutos positivos (H$@l, 1998; PULFER e MURPHY, 2003; HAN
e GROSS, 2005).

O nitrogénio quaternario € o responsavel pela fogmabundante de ions {M]", pois
a protonacao ocorre diretamente no anion fosfabbenesmo modo, formacgdes de adutos
com metais alcalinos podem ser verificadas, prajoignte com o sddio [MNa]" e litio
[M+Li] " ou [M-H+2Li]" (HSUet al.,1998; HSU e TURK, 2003; 2007; 2008; 2009).

A espectrometria de massas sequenciaf B¥ion [M+H] produz o fragmento m/z
184 caracteristico_(Figura J18orém em relacdo a elucidagcdo estrutural, acespeetria
sequencial de ions adutos protonados [M+t#o permite uma facil identificacdo dos grupos

acil radicais existentes (HAN e GROSS, 1995; H8LUAal., 1998; MURPHYet al., 2001,
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PULFER e MURPHY, 2003; HSU e TURK, 2009).
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FIGURA 18. Fragmentacao proposta para formacdonion/z 184.
(Adaptado da Fonte: HSU e TURK, 2009

Um procedimento sequencial tipo EMtilizando adutos formados com &cido tri-
fluoro-acético (TFA) e sais de potassio torna passdlentificar grupos acil radicais presentes
nas posicdes sn-1 e sn-2 com base na abundancifragmsentos resultantes. Sendo o
fragmento [M+K+TFA-RCOOHTJ, que preserva o acil radical da posicdo sn-2, & ma

abundante (Figurd9) (HO e HUANG, 2002; PULFER e MURPHY, 2003).
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FIGURA 19. Mecanismo proposto de formacéo e fragagéio de adutos de & TFA.
(Fonte: PULFER e MURPHY, 2093

A formacdo de adutos com Litio fMi]" ou [M—H+2Li]*, usando uma solugdo de

LiOH, rendem boa abundéncia em modo positivo e penm) por espectrometria sequencial
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EM? (Figura 20, identificar os acil-radicais substituintes (H8thal., 1998).
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FIGURA 20. Espectros mostrando fragmentos obsesagara EM de adutos
[M+H] *(superior) e [M+Li] (inferior). Neste Gltimo pode ser observada
a marcacao do ion acilio m/z 239 derivado do patmit
(Fonte: HSUet al, 1999.

Apesar da presenca do nitrogénio quaternario, iasgoao em modo negativo também
pode ser alcancada pela formacdo de adutos conmsafdomiato [M+HCOO], acetato
[M+CH3COO]_ e cloreto [M+CI]_, rendendo apos subsequiente fragmentacéo o iorﬁlM—l

resultante de uma de-metilacdo do grupo colina WHR et al., 1994; MURPHYet al.,

2001; PULFER e MURPHY, 2003; HSU e TURK, 2009)

b) Lyso-glicerofosfocolinas (LPC) S&o importantes intermediarios na sintese e
metabolismo das glicerofosfocolinas, possuem unuiokila na posicdo sn-1 ou snh-2.
Quando a hidroxila esta na posicdo sn-2, a posgab é normalmente ocupada por um

radical acil (éster) ou alquil éter (plasmanil) woinil éter (plasmalégeno ou plasmenil).
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Estando a hidroxila na posicéo sn-1, a posicdo émarmalmente ocupada por um radical
acil. LPC séo responsaveis por alterar a funcaandanbrana plasmatica impedindo a

formacdo das estruturas de bicamadas, mesmo gpaegkntes em pequenas quantidades.
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FIGURA 21. Proposta de mecanismo para a perdawkedgLPC acil radicais
(Adaptado da Fonte: KHASELEV e MURPHY, 2000)

A ionizag&o do LPC por electrospray também formae@sitipo [M+H] e [M+Na]’, em
modo positivo, e [M-15]e [M-OAc], em modo negativo. A espectrometria de massas
sequencial fornece relevantes ions produtos coarnnaicdes estruturais relevantes quando
aplicada a adutos [M+H] onde se verifica a perda de agua [M+H-H2@lgura 2), e aos
adutos com Sodio [M+N3&] permitindo identificar a relagéo entre os ionsdptos m/z 104,
mais intenso para os sn-1 acil radicais, e m/z tdais intenso para 0s sn-2 substituintes
(Figura 23. A hidroxila na posicdo sn-1 facilita a perdatdeetilamina, gerando um ion
[M+Na-59]" que prontamente se decompde para formar o ion 474 Higura 23 (HAN e

GROSS, 1996; KHASELEV e MURPHY, 2000; MURPHY al.,2001).
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FIGURA 22. Proposta de formacédo de adutos de sbdimmentos preferenciais m/z 104 e
m/z 147 para LPC sn-1 e sn-2 acil radicais respautignte.
(Adaptado da Fonte: MURPHY et al., 2001)
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FIGURA 23. Espectro de massas de LPC regioisémeros
A) sn-1 acil radical e B) sn-2 acil radical.
(Adaptado da Fonte: HAN e GROSS, 1996)
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c) Esfingomielinas (SM).Diferentemente dos glicerofosfolipidios que possuiis
acidos graxos unidos a uma molécula de glicerol,esfingofosfolipidios contém uma
ceramida, que é uma molécula formada pela uni&doeacidos graxos com uma serina. A
unido de uma serina com um dos acidos graxos foraminoalcool chamado esfingosina ou
esfingol. A serina se forma da agregacdo de umoagixo com a esfingosina. O
esfingofosfolipidio existente nas células € a gsimielina, originada da unido da ceramida
com a fosfocolina. Devido ao radical fosfocolinade também um fragmento caracteristico

m/z 184.

2.6.5.2Glicerofosfolipidios aniénicos e fracamente anionas

Glicerofosfolipidios aniénicos, tais como glicersfminositol (GPI), glicerofosfoserina
(GPS), glicerofosfoglicerol (GPG), acido glicerdfosco (GPA), contém uma ou mais cargas
negativas em meio com pH neutro, gerando intermmsw@smoleculares em modo negativo.

Em modo negativo, GPI pode se identificado pelanémdo de um ion diagndstico
(m/z 241), correspondendo ao fragmento fosfoinhstoGPS pode se identificado pela
formacéo do ion (M-87)devido a perda de um fragmento neutro; o GP&®eA podem ser
diagnosticados pela formacgéo do ion m/z 153, qooregente ao fragmento glicerofosfato.

Ja os glicerofosfolipidios fracamente aniénicosegbfosfoetanolamina (GPE) e lyso-
glicerofosfoetanolamina (LPE), somente possuem garga negativa quando induzidos a
formar a sua base conjugada em pH alcalino. Engemem ions negativos em pH neutro, sua
ionizagdo, nesta condicdo, € substancialmente mes®r comparada aos dos

glicerofosfolipidios aniénicos. Contudo, sua iog&a em modo positivo (M+H)permite
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gerar o fragmento (M+H-141) devido a perda do fragmento neutro fosfoetanalami
(PULFER E MURPHY, 2003).

A adicdo de LIOH em metanol gera a deprotonacaangdaa quartenaria em GPE e
LPE, aumentando significativamente a intensidade @ms moleculares formados e
conseqiientemente uma boa visualizagio do fragroardoteristico (M+Li-43)resultante da
perda do fragmento neutro CH2CH2NH (azeridina),recmlo também a formacdo dos
fragmentos (M+Li-123)+ e (M+Li-141), corresponderalperda de parte ou de todo o grupo

polar (HOet al.,, 2003).
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 Validagéo da proposicao

Conforme descrito na Introducdo deste trabalho,-gencomo proposta utilizar
glicerofosfolipidios sintéticos como agentes biasidna composicdo de tintas anti-
incrustantes produzidas pelo setor industrial destmentos e tintas subaquaticas.

Para validacdo da presente proposicao, glicerdip&fms sintéticos, obtidos por
sintese quimica a partir de lecitinas de soja, ieemgifosfolipidios naturais, extraidos de
esponjas marinhas, foram avaliados quanto a scacefianti-incrustante por meio de ensaios
laboratoriais e de campo.

Nos ensaios laboratoriais, realizados no Laborattei Biofilme do IEAPM — Marinha
do Brasil, foi avaliada a acao biocida dos glicesfdlipidios sobre o desenvolvimento de
micro-organismos marinhos (microalgas e bactépasjursores e presentes na formacéo do
biofilme marinho.

Nos testes de campo, placas metdlicas revestidasdiferentes esquemas de pintura
(corpos de prova), preparados pela empresa IniemahtTintas — Akzo Nobel, foram
mantidas submersas na Baia da Guanabara — RJ, re¢inddas em diferentes intervalos de
tempo, variando de dias a meses, e entdo avalemaeeclacdo as diferentes espécies de
macro-organismos marinhos aderidos e seus percendeacobertura. Esclarece-se que,
devido as diferengas entre as quantidades dispsréveecessarias para os testes de campo,
nao foi possivel trabalhar com os extratos dasrgapanarinhas, sendo empregado somente

glicerofosfolipidios sintetizados, os quais foramearporados em matrizes de tinta base e,
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entdo, avaliados quanto a acdo anti-incrustantepamtivamente a outros esquemas de

pintura.

3.2  Materiais empregados

3.2.1 Reagentes, solventes, padrdes e outros pramhit

Alumina neutra (Merck); Acetato de etila LC (Tegidcido acético P.A (Fluka.);
Acido formico ACS (Sigma Aldrich); Agua Milli-Q; ©Foférmio Absolv (Tedia);
Diclorometano GC (Tedia); Gas Hélio 5.0 (White Nt@s}; Isopropanol Absolv (Tedia);
Lecitinas de soja (Akros Organics); Metanol LC-M®dia); Meio de Cultura Conway; Silica
(Merck); Sédio metélico (Vetec); Sulfato de cobré Pvetec);-acetyly-O-hexadecyl-La-
phosphotidylcholine (Sigma Aldrich - P4904); 1-Amayl-sn-glycero-3-phosphocholine
(Sigma Aldrich - L5016); 1-2-dipalmitoyl-sn-glyceBphosphocholine (Sigma Aldrich -
P0763); 1-2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin®igma Aldrich - P2663); 1-2-

dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (Sighidrich - P1348).

3.2.2 Equipamentos

Agitador eletro-mecanico tipo haste e hélice; Adpramagnético; Agitador tipo vortex;
Banho refrigerante; Bomba de vacuo; Bomba de iofusdcro-vazao (Kd Scientific);
Camaras de Neubauer para microscopia; Cromatogaafbquido LC 20AD UFLC
Prominence (Shimadzu); Espectrometro de massa ltipmap ESQUIRE 6000 (Bruker

Daltonics) equipado com nebulizador tipo electragpEstufa de secagem; Estufa incubadora
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tipo foto-periodo; Lampada de ultra violeta 100Wigidcentrifuga Biofuge Fresco (Heraus);
Microplacas em poliestireno com 96 pocos; Microszople epifluorescéncia BX51

(Olympus); Reator de vidro; Roto-evaporador.

3.3 Métodos empregados

3.3.1 Sintese quimica dos Glicerofosfolipidios PA&nalogos.

Cabe ressaltar que, neste trabalho, maiores qadesde glicerofosfolipidios analogos
do PAF foram necessarias para preparacdo das tegtmlas; quantidades estas que nao
seriam viaveis obter por extracdo dos organismosnhas. Deste modo, para dispor de
maiores quantidades, foi desenvolvido em nossooghdegesquisa, no Laboratério de Sintese
e Analise de Produtos Estratégicos — LASAPE, ustide Quimica (UFRJ), uma rota de
sintese a partir da metandlise de lecitinas de sigando a obtencéo de lyso-GPC do tipo 1-
hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina e/ou 1-#2#-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina, as
quais, em uma segunda etapa, foram submetidag&@orda alquilacdo, sendo entdo obtidas
substancias com estruturas quimicas semelhantes camgpostos Lyso-PAF-analogos

(BATISTA et al, 2010 a,b; 2011).

3.3.1.1 Reacgdo de metandlise (12 sintese)

A 12 sintese envolveu o tratamento da lecitinaajie ®om uma solu¢do de metoxido

de sodio em metanol (reagdo representada pelo reaqueostrado na figura P4sendo

realizada sob agitacdo mecéanica, sem aquecimentajrereator de vidro de 2000mL (cinco
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juntas 24x40mm) equipado com um condensador dexeeftom agua fria e um agitador
mecanico tipo haste e hélice. Foram utilizados &00de metanol, 3g de sodio metalico e
409 de lecitina de soja. A mistura reacional fakdéda sob forte agitacdo durante 72 horas a
temperatura ambiente (~ 25°C). Para retirada ddupoofinal de reacéo, transferiu-se a
mistura reacional para um béquer e efetuou-se iltregdio por gravidade em papel de filtro,

sendo obtido um produto solido e um residuo oleoso.

8
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FIGURA 24. Esquema representando possiveis prediztaeacdo de metandlise a partir da lecitinaje s
Produto principal [lyso-glicerofosfocolinas]. Pradisecundario {metil-ésteres}.
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FIGURA 25. Aspecto fisico do produto principal alatina
12 sintese. (Reacdo de metandlise).

b

O sdlido filtrado foi submetido a remocao de sulsts volateis utilizando um

dessecador de vidro sob vacuo. O produto sélidal fiontinha 33,4g tendo um aspecto
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levemente amarelado, consisténcia macia e odomkewvie rancoso_(Figura P50 residuo

oleoso resultante, apos completa evaporacao domatetarneceu 6g de material.

3.3.1.2 Reacao de alquilacéo (22 sintese)

A 22 sintese foi realizada em um baldo sob agitag@gnética, onde foram

adicionados uma fracdo do solido produto da read@ometandlise (12 sintese), 1,2-

dicloroetano, 1-bromo-hexadecano e solugcéo aquobkadixido de sbdio.

FIGURA 26. Aspecto fisico de uma amostra do produt
principal obtido na 22 sintese (Reagdo de
alquilacao).

A reacédo foi mantida sob forte agitacdo por 2 hofgmds este tempo, efetuou-se a
remocao do dicloroetano, usando um evaporadororaiate se adicionou uma mistura de
metanol e hidroxido de aménio em excesso a reddanteve-se a reacdo sob agitacdo por

mais 2 horas, e, em seguida, evaporou-se o mefatelhdo-se um produto pastoso de cor
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amarela com leve tonalidade marron (Figurg. Z8m seguida, extraiu-se a reacao com
diclorometano e lavou-se com agua destilada. Adaziese a fase organica obtida sulfato de
sédio anidro, o solvente organico foi evaporadodeeobtido os produtos alquilados com
rendimento de 60% . O esquema da figurail@3tra a reacdo de alquilacdo usando o 1-

bromo-hexadecano.

Q — 0
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Lyso-glicerofosfocolinas Glicerofosfolipidios PAF-analogos

FIGURA 27. Esquema representando possiveis preddto tipo PAF-anédlogos obtidos por reacdo de
alquilacdo a partir de ly-glicerofosfocolinas

3.3.2 Extracao de glicerofosfolipidios de esponjasarinhas

3.3.2.1Espécies ensaiadas e pré-condicionamento

Cinco espécies de esponjas marinhas (FiguraAZ8phimedon viridisAplysina fulva

Arenosclera brasiliensjs Darwinella sp. e Geodia corticostylifera foram coletadas

manualmente na regido de Arraial do Cabo (23°S #28¥vido identificadas pela Divisdo de
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Bioincrustacao do Instituto de Estudos do Mar Aimie Paulo Moreira (IEAPM) — Marinha

do Brasil.

FIGURA 28. Espécies de esponjas marinhas usadasegiacdo de
glicerofosfolipidios. aparwinella sp.; b) Amphimedon
v.; ¢) Aresnosclera b.; d) Geodiac.; e -Aplysinaf.
(Adaptado da Fonte: www.poriferabrasil.mn.ufr).br

Para o processo de extragdo com solventes, cadaiegie esponja foi separada em
dois grupos. O primeiro grupo de cada espécie n&ews nenhum pré-condicionamento e
teve iniciado imediatamente 0 seu processo de géxtreservindo e sendo designado como
grupo de referéncia. O segundo grupo foi submedidon processo de indugdo ao estresse,
sendo transferido para recipientes contendo aguanalofiltrada e mantido sob aeragéo
forcada, permanecendo sob inanicdo por cerca dbBo8#s, sendo designado por grupo

estressado.

3.3.2.2Processos de extragao e de fracionamento dos extst
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Os organismos foram submetidos a extracdo tendo gamametro o método de Folchs
(FOLCHS et al. 1951, 1957), o qual permite que todas as subsiaigoides,.e tri, di, e
monoacilglicerdis, esterois, acidos graxos e fgsflos sejam extraidas, sendo efetuado a
substituicdo do cloroférmio, originalmente utilizadoor diclorometano (CHRISTIE, 1993;
HALL e MURPHY, 1998; DROUILLARDet al, 2004).

No processo de extracdo, os organismos foram leventgturados (liquidificador) e
transferidos para béqueres, sendo adicionados desaloncdo de diclorometano-metanol (2:1)
v/v, na proporcao de 5ml de solucdo para cada goenmaaterial tmido, e entdo, posto sob
agitacdo mecanica por 2 horas para extrair osidipidderidos aos tecidos (FOLCld8al,
1957; DREYFUSet al, 1997; AMETAJet al, 2003). Terminado a agitacédo, todo o material

foi transferido para um funil de Buchner e filtragtab vacuo (Figura 39

FIGURA 29. Procedimentos de agitacdo mecanicdragdo sob vacuo.

Uma parte do residuo sélido foi seca em estufa®?QQ®r 24 horas, e pesada para
futuras comparacdes sobre teores de umidade (TABELA
Os filtratos foram concentrados em roto-evaporagldy vacuo, T<50°C, sendo o0s

extratos brutos transferidos para vials e armazensob refrigeracéo T<-20°C.
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TABELA 1. Teor de umidade encontrado nas difereaggmnjas ensaiadas.

Esponja peso umido (g) peso seco (g) Umidade (%)
Amphimedon v. (referéncia) 1,649 0,190 88,47
Amphimedon v. (estressada) 2,625 0,400 84,76
Aplysinaf. (referéncia) 3,263 0,444 86,39
Aplysinaf. (estressada 6,355 0,678 89,33
Arenosclera b. (referéncia) 4,597 0,740 83,90
Arenosclera b. (estressada) 0,958 0,135 85,90
Darwinella sp. (referéncia) 3,546 0,378 89,34
Darwinella sp. (estressada) 2,013 0,244 87,87
Geodia c. (referéncia) 2,139 0,532 75,12
Geodia c. (estressada) 3,949 0,878 77,76

Visando o isolamento da fracdo polar, a qual cont&snglicerofosfolipidios de
interesse, cada um dos extratos foi fracionadodessama coluna cromatografica de vidro
(250ml) com diametro de 1 cm, preparada com 10 gsade alumina em hexano (parte
inferior do leito) recobertas, apds empacotamertda) 1 grama de silica (parte superior do
leito) para reter compostos extremamente polanedesejaveis.

Para realizagéo do fracionamento, 1ml de cadatextrato (Figura 3pfoi transferido
para um tubo de ensaio tipo Eppendorf com capaeigada 2ml, adicionado de 1ml de uma
solucdo de metanol, cloroformio e agua (2:1:1 Wemogeneizado em agitador tipo vortex e
centrifugado a 13000rpm por 10 minutos.

Uma aliquota de 1ml do extrato centrifugado foidentransferido para a coluna

cromatografica para inicio do seguinte procesdvat#gonamento com solventes:

a) Primeira fracdo (F1). Eluida com 100ml de uma solucdo de hexano e ditietano

(4:1) vlv, visando a eluicdo de possiveis acidasag livres e lipidios neutros;
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b) Segunda fracao (F2)Eluida com 100ml| de uma solucado de diclorometaametona
na propor¢cdao de 1:2 (v/v), visando a eluicdo deédilye neutros (pigmentos,
triglicerideos, esterdis) e glicolipidios presentes

c) Terceira fracao (F3).Eluida com 100ml de uma solucdo de acetona e oietam

proporcao de 2:7 (v/v), visando eluir os glicesffiipidios de interesse.

FrPEwwww

FIGURA 30. Extratos brutos das esponjas marinhaatesd? (referéncia e
estressada). na sequéncia a partir da esquetkodia
Corticostylifera; Darwinella sp; Arenosclera braghsis e
Aplysina fulva. Extratos da esponjaAmphimedon viridisndo
apresentado.

As fracOes eluidas foram coletadas em frascos @ml2& imediatamente concentradas

em roto-evaporador sob vacuo (T < 50°C) até ummelde aproximadamente 2ml, sendo

posteriormente transferidas para vials e guardsalasefrigeracao (T < -20°C) para posterior

analise quimica.

3.3.3 Avaliacao de performance

3.3.3.1Ensaios laboratoriais com bactérias marinhas
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Foi efetuado um teste para avaliar a acdo baatarc@ntra cinco espécies de bactérias
marinhas: Shewanella putrefaciensVibrio estuarians Pseudoalteromonas elyakaqvii
Polibacter irgensie Pseudomonas fluorescer®ara isto os produtos das sinteses obtidos das
reacdes de metanolise e de alquilacdo, os extrafeséncia e estressado das esponjas
marinhasGeodia corticostyliferae Arenosclera brasiliensjse uma solugdo de sulfato de
cobre (controle) foram avaliados comparativamensntp a inibicdo imposta ao crescimento
bacteriano.

Nesta avaliacdo foram preparadas solu¢cdes em nhelasi@xtratos, dos produtos de
sintese e do controle em concentracdes de 0,055;,01®; 50 e 100 (mg/L), e dos meios de
cultura de cada espécie de bactéria (0,5% peptana agua do mar) contendo
aproximadamente 2xi€el/ml. Para cada concentracdo foram utilizadosi@oplacas em
poliestireno com 96 pocos (12 x 8), fundo arreddogdgperfazendo 6x6 pogos para cada
produto ensaiado, sendo utilizado um total geral9@emicroplacas (3 microplacas 6

concentracdes5 espécies de bactérias) (QUADRD 5

QUADRO 5. Esquema da disposicéo das solugfes rmaepticas

26(6 replicatas e 8 produtos testados por microblaca

SUBSTANCIAS \ POGOS

N
w
~
3}
o
—~
©
©
2
N

Controle
Branco

Produto da 12 Sintese
Produto da 22 Sintese
Esponja Arenosclera referencia
Esponja Arenosclera estressada
Esponja Geodia referencia

Esponja Geodia estressada
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(ONONONONONONOJO)
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Para cada poco, foram transferidos univocamentel 5fg cada solucao.

Posteriormente as microplacas foram tratadas sohlttavioleta direta (100 watts) visando
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sua esterilizacdo e a evaporacao total do metdfigurg 3). Apos a esterilizacdo, as
microplacas foram inoculadas, individualmente, amsymeios de cultura de cada espécie de
bactéria (50 ul para cada poco).

Apos a inoculacao, as microplacas foram colocadasiea camara incubadora a uma
temperatura de 30°C, na auséncia de luz. Apos & has microplacas foram retiradas e
avaliadas quanto a inibicdo do crescimento bacterisendo o produto ensaiado considerado
ativo quando verificado uma inibicdo de crescimenioimo em 4 pocos em cada 6 replicatas

(AMSTERDAM, 1996; HELLIOet al, 2002).

FIGURA 31. Esterilizacdo das microplacas e
evaporacao do solvente sob luz

3.3.3.2 Ensaios laboratoriais com microalgas marirds

Estes ensaios visam testar a atividade biocidarddup da 22 sintese contra o
crescimento de trés espécies de microalgas repagisas dos maiores grupos de organismos

presentes na formacéo de biofilmes marinhos; urpéces de Prasinofic&h a Tetraselmis

% Microalga verde flagelada, podendo existir isotadate ou na forma de colénias.
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striata; uma espécie de Cloroficéaa Dunaliella tertiolectae uma espécie de Diatoméatea

a Skeletonema costatur atividade biocida do produto de sintese foi parada com aquela
apresentada pelo sulfato de cobre (CuSi®0), aqui usado devido a sua melhor solubilidade
em agua em comparacao ao 6xido cuproso normalmsati® em tintas anti-incrustantes.

O experimento foi realizado com 6 replicatas, oh8Bl de meio de cultura Conway
(LOURENCO, 2006, p.204) foram colocados em tubos edsaio e inoculados com
5x1CPcel/ml das espécies de microalgas supracitadasfra®sos contendo as microalgas
foram colocados em uma incubadora a 18°C com deelb2h luz /12h escuro sendo avaliadas
guanto ao seu desenvolvimento.

Tubos sem qualquer produto de sintese ou compastidd, contendo somente os
solventes usados no preparo das amostras — methclokometano e agua, na proporcéo
2:1:1(v/v) — foram usados como controle negattyg@roduto de sintese foi testado em uma
concentracdo de 300 pg/mL.

A série de tubos contendo CuS@Oug/mL) foi utilizada como padrdo algicida
(controle positivo). O crescimento celular foi p&do diariamente, durante cinco dias, por

contagem direta das células empregando-se uma &almateubaudt.

3.3.3.3Testes de campo

3.3.3.3.a Tintas a base de cobre

%! Classe de algas verdes distintas em sua morfodsgiatural contendo de um & centenas de flagelos.

%2 Organismos unicelulares tendo como caracteristita carapacga ou parede silicosa chamada fristula.

* Tipo especifico de laminas usadas em microscopigendo ranhuras, onde, apds a colocagéo daukmin
permitem o seu preenchimento com um volume préqa@tado de liquido, possibilitando quantificar e
avaliar a concentracao das células em suspenséo.
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Na realizacdo dos testes de campo usando o prathutd® sintese (Reacao de
metandlise) como agente anti-incrustante, foiaado um procedimento comparativo entre
guatro diferentes revestimentos a base de cobme tié@s réplicas cada, aplicados em placas

de aco carbono (corpos-de-prova) medindo (15x3bjEigura 33.

FIGURA 32. Exemplos de corpos-de-prova utilizados n
testes de campo com o produto da 12 sintese
Face sem tinta (esquerda) e com tinta anti-
incrustante (direita).

b

Corpos de prova preparados pela empresa Interahtion
Tintas — Akzo Nobel.

Os corpos-de-prova foram mantidos submersos diggtiama baia da Guanabara-RJ,
usando-se balsas flutuantes, sendo avaliados sknearte, por um periodo consecutivo de 3
meses, quanto a presenca de organismos macrotardess e por 8 meses quanto a
estabilidade do processo de sucessao da bioingcéosta

Todos os corpos-de-prova foram aprontados pelaegapnternational Tintas — Akzo
Nobel, empregando a tinta base normalmente utdizad producdo de uma tinta anti-
incrustante, a base de 6xido cuproso e aditivosidas (boosters), de sua linha comercial,

tendo sido preparados 0s seguintes revestimentos:
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a)

b)

d)

Revestimento 1- Tinta base tendo o produto de sintese como l@qmichcipal,
nao havendo a presenca de 0xido cuproso ou nenhnioocida;
Revestimento 2 — Controle positivo. Tinta anti-incrustante comalci
(International Tintas — Akzo Nobel) com o6xido cupwo(biocida principal) e
aditivos biocidas (boosters);

Revestimento 3 Tinta base contendo 0xido cuproso como biocidzcypal e o
produto de sintese utilizado como biocida acesssuiostituindo os aditivos

biocidas (boosters), e

Revestimento 4 Controle negativo Tinta base sem nenhum biocida.

O registro dos macro-organismos, realizado na Bivide Biotecnologia Marinha do

IEAPM, foi feito no menor nivel taxondmico possivieinto para as macroalgas quanto para

os invertebrados (QUADRO) 6

QUADRO 6: Sinopse taxondmica, tipos morfo-funcionia e grupos das espécies registradas

Reino Diviséo/Filo Classe Ordem Familia Tipo / Grupo
Chlorophyta | Chlorophyceae Ulvales Ulvaceae Folidcea
| Filamentosa
Plantae Phaeophyta Phaeophyceae Ectocarpales Ectocarpaceclepar da
Rhodophyta - Ceramiales Ceramiaceae Filamentosa
Vermelhas
Obelia
Cnidaria Hydrozoa Hydroida Campanulariidae dlghotoma
(Linnaeus,
1758)
Anthozoa Actiniaria Actiniidae Anémonas
Animalia © Annelida Polychaeta Canalipalpata Serpulidae Sdgrds
Arthropoda Cirripedia Thoracica Balanidae Balanae
Ectoprocta Gymnolemata.  Cheilostomata Bugulidae Buggla
neritina
Chordata Ascidiacea Stolidobranchia  Styelidae [atpéicata
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A analise da cobertura da comunidade incrustargalizado no Laboratério de
Bioincrustacdo do IEAPM, foi efetuada durante tr&sses por meio detografia digital, dos
dois lados de cada corpo-de-prova. As fotografiaanfi analisadas no programa Coral Point
Count, sendo subdivididas em uma grade de 100 p¢ad)cni (KOHLER e GILL, 2006).
Apols a selecdo da imagem fez-se a contagem esiroedos macro-organismos incrustantes

referente aos pontos de intersecdo marcados (RB8ura

controle DHN 20-05-08. jpg. Codefile: C:WARQUIY -~ 1ACPCeASHALLO-1. TXT

42604 controle DHN 16-10-08.jpg Codefile: C:MROUIV-1\CPCeASHALLO-1. TXT

FIGURA 33. Programa Coral Point Count. Imagem sopenostrando
aplicacdo de uma grade de 100 pontos. Imagem anferi
mostrando uma placa sendo avaliada.
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3.3.3.3.b Tintas isentas de cobre

Os testes de campo usando o produto da 22 sifbeas realizados pela empresa
International Tintas — Akzo Nobel, sendo utilizadm procedimento comparativo entre
quatro diferentes revestimentos anti-incrustantame controle, com duas réplicas cada,
aplicados em placas de aco carbono (corpos-deynoedindo (15cm x 30cm). Os corpos-
de-prova foram mantidos submersos diretamente l@adeaGuanabara-RJ, usando-se balsas
flutuantes, sendo avaliados, quanto a presengendeelcracas, depois de passado um periodo
de trés semanas e, complementarmente, apos oitmasrde imersao.

Todos os corpos-de-prova foram aprontados pelaesapnternational Tintas — Akzo
Nobel, empregando uma tinta base isenta de codi@ieos biocidas (boosters), de sua linha

comercial, tendo sido preparados 0s seguintestre\agos:

a) Revestimento A- Tinta anti-incrustante comercislicron premiur* (isenta de
cobre) tendo o produto da 22 sintese (5% p/p) mai®cidaEconed” de linha
comercial (2% p/p) como biocidas coadjuvantes;

b) Revestimento B— Tinta anti-incrustante comercidflicron Premiumtendo
somente o produto da 22 sintese (5% p/p) comodai@madjuvante;

C) Revestimento C- Tinta anti-incrustante comercidflicron Premium tendo
somente o biocidBconea(2% p/p) como biocida coadjuvante;

d) Revestimento D- Tinta anti-incrustante comercidicron Premiumtendo o
produto da 22 sintese (10% p/p) mais o bio&idaneade linha comercial (2%

p/p) como biocidas coadjuvantes; e

% \www.akzonobel.com/br/marcas_e_produtos/produdlefindetail.aspx?id=7590. Acesso em: jan2012.
% www.janssenpmp.com/bgdisplay.jhtml?itemname=ecomeaut. Acesso em: jan2012.
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e) Controle sem antiincrustante — Tinta maritima anticorrosiviatertuf Vinyf®

3.3.4 Andlise quimica. Avaliacbes preliminares dasomposi¢des

3.3.4.1 Escolha da fase movel para uso na CLAE.

As condi¢cdes operacionais do sistema de cromatadigfiida foram configuradas apés
a realizacdo de testes preliminares para escollfasgamovel. Estes testes tiveram como
diretiva inicial o emprego de composicOes de sdab@emormalmente usados para corridas
com lipidios, 6leos, fosfolipidios, etc., tendocsekcolhido para formarem a composicao da
fase moével, devido a suas caracteristicas de nilidaite e forca de eluicdo, os solventes:
Tetrahidrofurano (THF); Metanol; e Agua, que tevemo modificador o &cido
trifluoroacético (TFA) 0,5% (v/v), usado para dimigio de possiveis efeitos de supressdo
inica (SADEK, 2002; MEYER, 2004).

Apoés a realizacdo de algumas avaliagcdes exploagtooptou-se pela configuracéo
utilizada na corrida VII, assinalada no triangule seletividade (Figura 34com uma
composicao percentual inicial (15/30/55), trabatftaem modo gradiente com uma vazéo
inicial de 0.2 mL/min, mantida por 3 minutos, alcando uma composicdo final de
(00/12/88) aos 15 minutos e uma vazao de 0,1mLA0s 20 minutos, sendo mantido tais
parametros até um tempo final de corrida de 30 to&l\pds o fim da corrida, verificou-se a

necessidade de 10 minutos para a estabilizacdohdaldase do sistema.

% www.akzonobel.com/br/marcas_e_produtos/produdefindetail.aspx?id=7574. Acesso em: jan2012
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o=43 (00/10/90)
v VI
: r = 4,2 (00/12/88)

(20/05/75) = 4,1 (05/20/75)

=33
(25/00/75) \
z\
o =3.3 (15/30/55)

6=22 p & XX : a
50/00/50) /-~ IIT Ro=29
( y - \ (25/25/50)

\\
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o =25 (25/50/25)"

\- 4gua; B- metanol; C-THF

o

FIGURA 34. Triangulo de seletividade apresentansigp@ncipais corridas exploratorias usando
mistura de solventes (agua / metanol / THF) a elifiezs composi¢cdes percentuais e
Forca de eluicdoa). Corrida VII foi escolhida por apresentar uma moelrelacio
entre a separacao das amostras ensaiadas verpostteah corrida.

3.3.4.2Varredura dos ions moleculares de interesse

Visando identificar seus principais componenteseasstempos de retencdo, as
amostras sob andlise — padrdes de glicerofosfagidnatéria-prima (lecitina de soja);
produtos de sintese e cada uma das fracOes dagosexttas esponjas marinhas — foram
previamente dissolvidas e diluidas em misturasgie,anetanol e tetrahidrofurano (THF) e
aciduladas com acido férmico, sendo injetadas nmarare no cromatégrafo a liquido

(injetor Rheodyne alca de 2(l), o qual foi configurado sob as seguintes corebc¢o
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operacionais: coluna cromatogréfica tipo C18 mditwarmo (um), 250x2 mm; fase movel:
(Agua[TFA 0.5% viv]/ MeOH / THF), modo gradiente conforme descritdtam 3.3.4.1.

A linha de efluentes foi direcionada para um espesttro de massas do tipo iontrap
(Figura 33, equipado com um eletronebulizador ortogonabaifzando sob as seguintes
condicbes operacionais: modo positivo, varredura (h50-950); agulha capilar a -4.0KV;
fluxo de géas nitrogénio 10 I/min; temperatura deagem 300°C; nebulizador 30psi; gas Hélio
usado como gas de amortecimento do trap; alto vdeuox10Pmbar; trap drive 59.1; lente 1
a -5V, lente 2 a -60V; saida do capilar a 132,3kimsner 40V; octopolo 1 DC a 12V;
octopolo 2 DC a 1,7V e octopolo RF a 194.5V.

Visando uma indicagao preliminar, os ions mole@danicialmente obtidos em modo
positivo (M+H)" foram comparados aos padrdes disponibilizados arcd de dados de

glicerofosfolipidios da organizacéo LIPIDMAPSver ANEXO B), o que foi considerado

essencial para realizacdo dos processos de salegdossiveis estruturas, interpretacdo dos

espectros e proposi¢cdo de mecanismos de fragmentaca

3.3.4.3 Avaliacao dos ions produtos

Na identificagdo dos principais ions produtos peidios a partir dos ions moleculares
escolhidos na varredura inicial, aliquotas de cadastra foram previamente dissolvidas e
tratadas independentemente com acido férmico, sanek@adas no iontrap, com auxilio de
uma bomba de micro-vazéao, por infusdo direta awemao de 6ul/min. Para estas avaliagbes
0 espectrémetro de massas foi operado em modavpogibtendo-se ions moleculares tipo

(M+H)*, que foram submetidos ao isolamento e a fragméesageqiienciais tipo E\é EM.

37 Disponivel em: www.lipidmaps.org.
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Para cada espectro obtido, os ions mais intensesnfisolados e avaliados para
confirmacdo, quando possivel, do fragmento caratimr m/z 184 especifico para
fosfocolinas.

Cabe neste ponto esclarecer que, devido a limitdgé&equipamento de espectrometria
de massas usado neste trabalho - do tipo iontoagegistro de ions produtos com razdes de
massa/carga menores que 1/3 daquela registrada pataion precursor nem sempre se torna
possivel, 0 que, via de regra, aconteceu para mipri84 oriundo das glicerofosfocolinas, o
gual nem sempre foi possivel ser observado com mitansidades, principalmente para ions

moleculares com altas raz6es massa/carga.

FIGURA 35. Sistema CLAE-IES-EM (tipo iontrap) empregado nas andlises de
espectrometria de mass
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4 Resultados e Discussao

4.1  Caracterizacdo quimica. Matéria-prima e produts

A lecitina de soja, empregada como matéria-primas @rodutos obtidos por sintese
foram analisados por meio de espectrometria deasasgjuencial (analisador tipo iontrap) e
tiveram suas estruturas e composicdes proposté&sromapresentado a sequir.

Apos a realizacao da separacéo cromatograficaypnali por CLAE-ESI-MS, realizada
conforme descrito no item 3.3.4, onde se obtivetemmatogramas de ions totais (CIT), com
0S quais se pode avaliar a separacdo dos princqmagonentes com base em suas
lipofilicidades, efetuaram-se diversas corridas mgando-se injecdo por infusdo direta, onde
0os ions moleculares, pré-escolhidos com base nasisidades observadas dentro de
intervalos de tempo de retencdo e de agrupametamfisolados e fragmentados usando
espectrometria de massas sequencial do tipp EEM’, sendo estes ions moleculares e seus
ions produtos analisados a luz de dados dispa@diis pelo LIPIDMAPS e por trabalhos
sobre o assunto (PULFER e MURPHY, 2003; PETERSOBUMMINGS, 2006; HSU e
TURK, 2009; KHALIL et al, 2010).

Cabe ressaltar que a utilizacdo do espectrometmmabsas do tipo iontrap se mostrou
especialmente Gtil na analise das substanciaseatuiadas (glicerofosfolipidios). Apesar da
conhecida limitacdo deste tipo de equipamento dacde ao corte de leitura dos ions
produtos com razdes massa/carga menores que lieladaqegistradas para os seus ions
precursores, tal ébice ndo impediu uma excelentiésig§o dos ions e suas fragmentacdes
sequenciais, realizadas aqui até 32 ordem, o queofssiderado essencial para uma boa

elucidacao estrutural dos compostos eluidos doatdigrafo a liquido.
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4.1.1Matéria-prima para sintese. Lecitina de soja

Esclarece-se que a escolha da lecitina como ragigma para a sintese se deveu a trés
principais fatores: disponibilidade comercial; assintrinsecos para uma futura producédo em
escala industrial (multitoneladas) e estrutura duande partida. No Brasil, tendo em vista a
intensiva producéo de soja e de refino de seu élpoy ser a lecitina de soja um sub-produto
deste refino, a sua disponibilidade pode ser cermith abundante e com improvavel
escassez. Referente aos custos, a lecitina coinérataalmente negociada a 1/10 do preco
dos Oxidos de cobre normalmente usados em tintdsnarustantes; adicionalmente, a
estrutura quimica da lecitina permite uma rota iese, visando a obtencdo de PAF-
analogos, relativamente facil e mais direta, nézes de somente duas etapas, uma
metandlise e uma alquilagdo, as quais por sua arebédm empregam materiais de baixo
custo, como metanol, hidréxidos e haletos de aquil

O CIT obtido para lecitina de soja (Figurg &tdica haver dois grandes agrupamentos

de ions moleculares eluindo entre os tempos daga@e7,5 — 9,5 min e 10 —13 min. Este

Intens
x108

%]
h

0 3 ST T 0 T T T s T T T T T T 25 T Time [min]

FIGURA 36. Cromatograma de ions totais (CIT) daitires de soja
usada para sintese
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cromatograma, quando comparado aquele obtido pamadroes de glicerofosfolipidios e

PAF- analogos_(Figura 37indica haver componentes com lipofilicidadesxpr@as, porém

nao necessariamente iguais, as dos glicerofoslapiGPC(16:0/16:0) e GPC(14:0/14:0), e

ainda diferentes daquelas observadas para osajbséolipidios PAF e Lyso-PAF.

Intens. |
x1084
3.0 GPC(16:0/16:0) ~
2.5 |
b Intens. +MS, Profile, 5.0-15.0min #(475-1446), 100%=2240049)
L 7346
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FIGURA 37. Cromatograma de

15 R S Time [min]
jons totais (CIT) dosdrpes: B-acetyly-O-hexadecyl-La-
phosphotidylcholine (PAF); 1-O-Palmityl-sn-glyce3ephosphocholine (Lyso-PAF); 1-2-
Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine GPC(16:00)6 1-2-Dimyristoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine GPC(14:0/14:0). No detalhe: Espedeé massas apresentando ions
moleculares dos padrdes utilizados.

Visando uma identificagdo mais pormenorizada, nfoefetuados os somatorios dos

ions eluindo nos intervalos de tempo de retencée erquinto e décimo minuto (Figura)3s3

entre o décimo e décimo-terceiro minuto (Figurpa 89complementarmente, foram efetuados

0s somatorios dos ions e a ampliacdo dos princiggigoamentos (Figura ¥luindo durante

o intervalo de tempo onde se observou variacaintia base, ou seja, do quinto ao décimo-

guinto minuto.
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FIGURA 38. Espectros de massas da Lecitina deamjasentando os somatérios dos ions eluindo
nos intervalos de retencéo de (5,0 a 7.3) e (®.8)arin.
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FIGURA 39. Espectro de massas da Lecitina de go@santando os somatdrios dos ions eluindo no
intervalo de retencdo de (9.7 a 13.5) r
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FIGURA 40. Espectro de massas Lecitina de sojaa8mo dos ions eluindo entre 5 e 15
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Da analise preliminar, foram escolhidos para agabaos ions moleculares m/z 814,6;
782,6; 780,6; 758,6; 716,5 e 520,4 os quais prodozipor EM e EM os fons produtos
apresentados nas figuras 4ld45a

Para esta avaliacdo, as amostras foram tratadascdm férmico, visando a inibicao
da formacdo de adutos indesejaveis pela protondgéagrupo fosfato, e introduzidas
diretamente no espectrometro de massas por intliséa.

Apos a verificacdo dos principais ions produtogrfopropostas as possiveis estruturas
moleculares, para seus principais ions produtos mecanismos de fragmentacao (Figuras
41ba 45h.

Para 0 fon molecular m/z 814,6 a espectrometriaieseipl EM forneceu como
principais fons produtos m/z 755,5 e m/z 796,6. W>Epara estes Ultimos forneceu,
adicionalmente, os ions m/z 737,4; 631,4 e 613guf& 413 Com base nestes resultados foi
proposto o esquema de fragmentacdo apresentadgurea41h onde se relaciona aquele ion

molecular a presenca do glicerofosfolipidio GPC{1®:2).
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FIGURA 41a. EMdos ions moleculares m/z 814,5 (superior) e m/z67@&ntro) da Lecitina de
soja. EM (inferior) apresenta fons produtos obtidos para#86;6.
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FIGURA 41b. Proposta de esquema de fragmentacaoi@amoleculam/z 814,6da Lecitina de soja.
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Para 0 fon molecular m/z 782,6 a espectrometriaieseipl EM forneceu como
principal fon produto o m/z 520,4; do qual se obtesr EM o fon m/z 502,3 (Figura 4Pa

O ion molecular m/z 780,6 forneceu como ions pasluws ions m/z 597,5 e m/z
721,4e. A EMpara este Gltimo forneceu, exclusivamente, o ian587,5 (Figura 43a0 que

indica claramente existir uma sequéncia de fragagéwot 780,6—~ 721,5— 597,5.

|ﬂtEl134_ lecitina de soja MS3n1.d: +MS2(782.9), Profile, 0.8min #33, 100%=25319
x10
3 # m'z I
4 1 3495 20861 5204
4 2 5023 6228
1 3 5204 23319 M35
21 4 5905 1797
4 5 6015 7081
1 6 72353 1340
1' 7 7363 1833
| 8 7304 1668 6015
| ] 7365
200 300 400 500 600 700 800 miz
Intens - leciting de soja MSan1.d. +MS2(520.2), Profile, 7.0min %286, 100%=16339)
x1047
204 _
- # mi'z I
4 5023 1 1840 39230
1.54 2 1891 209
8 3 2wo 3219
] 4 2770 120%
1 C': 5 4433 Q80
T 6 4773 1276
] 7 3015 1580
e 8 5023 16335
057 1840 0 7493 209
1 \ l 27170 4433
G-E L] 1 L] L] L] l' L) L] L] L] L] L] L] 'I T l' L] * L] L] L] L} T L] L] L] 1 L] L] L] L] 1 L] LN
200 300 400 500 600 700 800 miz

FIGURA 42a. EMdos ions moleculares m/z 782,9 (superior) e m/z&@6ferior) da Lecitina de
soja.
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Com base nestes resultados foi proposto o esquenfieaginentacdo apresentado na

figura 42b/43b onde séo relacionados, respectivamente, os img 82,6 e m/z 780,6 aos

glicerofosfolipidios GPC (18:2/18:2) e GPC( 18:32)8

Neste ponto cabe relembrar a deteccdo do ion mateocuz 520,4, eluindo entre o
sétimo e o décimo minutos, primeiro grande agrupaméver figura 36), o qual credita-se
possivelmente a de-acetilacdo natural das estmuttwaforme apresentadas para os ions

moleculares m/z 780,6 e m/z 782,6, as quais ggrasoadlicerofosfocolinas LPC (18:2).

IntenSE. lecitina fragmentatac MSn0.d: +MS32(780.7), Profile, 8.8min #464, 100%=72925
*10
0.6- * m'z I
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5 639.5 37649
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. 7 7214 51228
04 8 7375 33768
] 498.1
G-Ellllllllllllllllllllll'Illlll lll.ll'llll'lllll
200 300 400 500 600 700 800 500 1000 miz
Intens. Jecting de soja MS3n2.d +MS3(780 0-=7215), Profile, 12.0min #5265, 100%=15621]
2000
1 597 4
15004
10004
500
200 300 400 500 600 700 80D 500 1000 miz

FIGURA 43a. EMdo fon molecular m/z 780,9 (superior) e Hitferior) de seu fon produto m/z
721,5 di Lecitina de soj:
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miz780,6 GPC(18:3/18:2) 0 0 m/z782,6 PC(18:3/18:2) o]
"
= — = P- Q - - /P\
0T O Oy e /X\ 5 O
WMO H 1> \ HOGG O~ WM
N
0 CsH15NO4P 0
CaatroNOGP* Exact Mass: 184,1 CaaHgNOGP*
Exact Mass: 780,6 OH\'R} Exact Mass: 782,6
Mol. Wt.: 781,1 \WOH-R Mol. Wt.: 783,1
\/ mle: 780,6 (10010%)) 781,6 (49,2%), 782,6 (13,5%), 783,6 (217%) mle: 782,6 (100,0%), 783,6 (49,2%), 784,6 (13,5%), 785,6 (2,7%)
k/
\/\/\/\/\/\)l\ O (’I;I)
O/P\O HO' e \O\/\ -
/X\ T /Bg\oho W] canop
= Exact Mass: 520,3
CatHrNOGP 0 \ / 0 Mol. Wt.: 520,7
Exact Mass: 737,5 mle: 520,3 (100,0%), 5213 (29,3%), 522,3 (5,6%
Mol. Wt.: 738 B i e iy \/
mle: 737,5 (100,0%), 738,5 (45,8%), 739,5 (11,9%), 740,5 (2,2%) Ly \
[o] 0 O\P”o Ny
0. N
~ ok — L
() (0]
= o H - CagHagNOGP* 0 i
Exact Mass: 502,3 /N
C41H7oOaP Mol. Wt.: 502,6 9
Exact Mass: 721,5 mle: 502,3 (100,0%), 503,3 (29,3%), 5043 (5,4%) /\/\/=\/=\/\/\/\)\0 _7
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\—r Exact Mass: 723,5
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A0 e
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Mol. Wt.: 597,7 oﬁ(\o/ \0_7
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CasHeoOgP” 0
Exact Mass: 639,4
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FIGURA 42b/43b. Proposta de esquema de fragmemfzayé@ ions moleculares/’z 782,6 , 780,@& 520,4da Lecitina de soja.
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Para 0 fon molecular m/z 758,6 a espectrometriaieseipl EM forneceu como
principais ions produtos o ions m/z 502,3; 72243& 2, do qual, deste ultimo, se obteve por
EM? o fon m/z 419,3 (Figura 4%andicando existir uma sequéncia de fragmenta&@p6—
478,2 — 419,3. Com base nesta sequéncia de fragmentagis ®utros ions produtos
apresentados foi proposto o esquema de fragmensgeésentado na figura 44énde o ion

m/z 758,6 é relacionado ao glicerofosfolipidio GR8:2/16:0).

Imensﬁ- lecitina fragmentatao MSn0.d: +MS2(758.7), Profile, 6.1min #353, 100%=32707
x10%]
47 T P
. # m'z I
. 1 4782 6951 502.3
3 2 3023 32707
| 3 6161 749
] 4 7223 T136
2 5 7228 2621
1_
1 7223
04 Gml L
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 m/z
Intens. lecitina fragmentatao MSn0.d: +MS3(758.7-=478.2), Profile, 6.1min #356, 100%=933|
12004
1000 4193
800+
600+
400+
200+
.
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 m/z

FIGURA 44a. EM do fon molecular m/z 758,6 da Lecitina de sojapésior) e EM de seu ion
produto mz 478,2 (inferior)
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FIGURA 44b. Proposta de esquema de fragmentacaoi@amoleculam/z 758,6da Lecitina de soja.
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Para 0 fon molecular m/z 716,4 a espectrometriaiesgipl EM forneceu como
principais fons produtos o fons m/z 657,4 e 57dg6qual, deste Ultimo, se obteve por EM
os ions m/z 501,5; 245,1; 391,5 e 297,2. (Figue). 45

Com base nestes resultados, apesar de ndo senwrguoao descortinar os ions
produtos m/z 501,5 e m/z 245,1, foi proposto o esgude fragmentacdo apresentado na
figura 45h onde é relacionado o ion m/z 716,5 ao glicerofgEtliio PAF-analogo GPC

(18:2/0-14:0).

Intens4j lecitina fragmentatac MSn0.d: +MS2(716.4), Profile, 5.4min #324, 100%=37826
x107
5_
] # miz I
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1: 657 4
] 5335 l
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Imen%—i lecitina fragmentatao MSn0.d: +MS3(716.9-=575.5), Profile, 5.6min £330, 100%=7814|
x1047
1.0+
0.84 501.5
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064 1 163.1 3477
' 2 2451 6748
3 2972 3606
0.4+ 2972 391.5 4 3915 3631
5 501.5 7814
0.2
D.Ollllllll""\""""'I'"'I""I""I""I“
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FIGURA 45a. EMdo ion molecular m/z 716,4 da Lecitina de sojapésior) e EM de
seu ion produto m/z 575,5 (inferior).
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FIGURA 45b Proposta de esquema de fragmentacéo para iooutasle/z 716,6da Lecitina de soja.
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Em resumo, a espectrometria de massas da maténa-pusada (lecitina de soja)
indicou principalmente a presenca dos ions moleesilan/z 814,6; 780,6; 782,6; e 758,6 que
foram relacionados respectivamente aos (glicerdipsiims GPC(16:0/22:2), GPC
(18:3/18:2), GPC (18:2/18:2) e GPC (18:2/16:0); posicdo que coaduna com trabalhos e
composicoes de lecitinas normalmente descritagaratura (GUSTONEet al, 2007; AKHO
e MIN, 2008). Contudo, inesperadamente, também identificado, apesar de estar
proporcionalmente em menor concentracao, o gliosfolipidio PAF-analogo GPC(18:2/0-

14:0) relacionado ao ion molecular m/z 716,5 (&stauproposta na figura 45b).

4.1.2 Produtos de sintese

4.1.2.1 Reacao de metandlise. 12 Sintese

A analise realizada por espectrometria de massaerdante eluindo do cromatografo a
liqguido produziu o CIT (Figura 46 aqui apresentado em comparacédo ao CIT obtick g@
padrdes de GPC e PAF (ver item 4.1.1) - a partiqaal foi realizada a avaliacdo dos ions
moleculares registrados durante o intervalo de teemp que se observou variagcdo na linha
base, ou seja, do quinto ao décimo-primeiro minuto.

A Figura 47apresenta o espectro de massas dos ions eluitrdmeayuinto e o décimo-
primeiro minuto. Nele se pode observar que o cormpiEnmais intenso € o ion m/z 696,5, o
que pode indicar uma deficiéncia na conversao dgare realizada, pois 0S compostos
hidroxilados esperados desta reacao (ver item.3)3.tenderiam a ter razbes massa carga

menores, variando entre m/z 350 a 550.
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FIGURA 46. Cromatograma de ions totais (CIT) dodpto da reacdo de metandlise - 12 Sintese
(em azul), obtido do efluente do cromatografo aitlg, comparado aos CIT dos
Padrées de glicerofosfolipidios GPC (16:0/16:0)Q03R4:0/14:0); PAF e Lyso-PAF
(em vermelho),.

Intenss_: Produto sintese metanclise M30.d: +M3, Profile, 5.0-11.1min #{562-1248), 100%=362836
x10
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FIGURA 47. Espectro de massas da 12 Sintese apaade ions eluindo entre 5 e 11 minutos.
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A Figura 48 apresenta 0s espectros relacionados aos picafo®lnios tempos de
retencdo de 6.3 e 6.8 minutos, 0os quais apresenthpafilicidades mais proximas dos
compostos PAF e Lyso-PAF, podendo, deste modo, lesjusompostos apresentarem

estruturas condizentes com compostos PAF-analogos.

Intens.o Produto sintese metanolise MS0.d: +M3, Profile, 6.3min #383, 100%=2051275

- 4394

1.0 3243

11728 7184 7674

200 300 400 500 600 700 800 900 miz

Intens. Produto sintese metanolise MS0.d: +M3, Profile, 6.8min #420, 100%=851379

7 3282

0.4+ 300.3 4752

_ 6784
| 561.5
1970 2609 3543 4372 | 5084

0.2 7636 81135475 9072

200 300 400 BENS 800 700 800 900 miz

FIGURA 48. Espectros de massas da 12 sinteses Bla@os nos tempos de retencdo de 6.3 e 6.8
minutos
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Entre o quinto e o sétimo minutos foram observaavaliados os ions moleculares,

ordenados por tempo de retencédo: m/z 439,5 e 328,&iguras 49a e S50apresentam 0s

espectros de massas do tipo Epara estes fons moleculares e as Figuras 49b e 50b

apresentam as respectivas propostas para os fmhgqs e seus caminhos de fragmentacao.

InteITJSS._ Produto sintese metanclise M30.d: +MS2(435.7), Profile, 6.3min #384, 100%=51634
.
1.2+
- # m'z I
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4 | 2 1631 44747
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5 2809 TE32
067 6 3063 01634
i 7 3301 15939
0.4+ 8 384.9 23380
7 3849 9 4211 o753
0.21 2779 | 3361 10 4214 9864
| 236.0 | | 4214
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FIGURA 49a. EMdo fon molecular m/z 439,7 do produto da 12 Sintese

|I'ITE‘|734-_ Produto sintese metanclise MS0.d: +MS2({327.9), Prcfile, 6.9min #421, 100%=26647)
x10%
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FIGURA 50a. EMdo fon molecular m/z 328,5. Produto da 12 Sintese.
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Cabe ainda observar, que as amostras sob an&isdpdo sistema de solventes usado
na fase movel, ficaram submetidas a possivel pagém e, deste modo, em referéncia ao que
dita a Regra do Nitrogénio, os fons do tipo (M*djspondo de razdes massa/carga com
valores impares ficaram sobre suspeita de possieémao apresentarem nitrogénio em sua
estrutura. Deste modo, inicialmente, o ion molecol&z 439,4 foi considerado como néo
apresentando nitrogénio em sua molécula e, acoesdidto de seu baixo tempo de retencéo,
ele foi vislumbrado e tratado como sendo um pokgiieerofosfato acido (GPA), tendo sido
sua estrutura proposta como sendo Lyso-GPA (18gb)figura 49b.

Para o ion molecular m/z 328,5 foi facilmente obséo o ion produto m/z 184,
indicando tratar-se de um GPC. Apos avaliacdo de smaqiéncia de fragmentacao foi
considerado tratar-se do Lyso-GPC (4:0) (ver fick®8), o qual se acredita ser produto de

reacOes paralelas da metandlise.
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FIGURA 49h Proposta de esquema de fragmentacéo para i@cutenim/z 439,4 do produto da 12 Sintese.
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FIGURA 50b Proposta de esquema de fragmentacao para iooutaolie/z 328,4do produto da 12 Sintese.
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No intervalo de eluicdo entre 7.0 e 8.5 minutosomatorio dos ions moleculares

(Figura 53 forneceu como principais componentes 0s ion®®z5 e 714,5.

# m/z
1 3974
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(=R =T R R R S
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200 300 400 500 600 T00 800 900 m/z

Figura 51. Espectros de massas relacionadosraippis ions da 12 Sintese eluidos no intervalo
de tempos de retencdo de 7.0 a 7,7 e 7,8 a 8L8amin

Para os ions moleculares m/z 714,5 e 696,5, apdaleacdo de seus ions produtos

(Figuras 52a e 53a da proposicdo da sequéncia de fragmentacasjdeoou-se que 0sS

mesmos estdo relacionados entre si e tratam-secalopostos apresentados na (Figura

52b/530).
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Figura 52a. ENIdo ion molecular m/z 714,5 e EMe seus ions produto m/z 696,4 e m/z 534,4
obtidos para o produto da 12 Sint
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Figura53a. EMdo ion molecular m/z 696,5 e EMe seus fons produto m/z 516,4 e m/z 262.1

obtidos para o produto da 12 Sint
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FIGURA 52b/53b Proposta de esquema de fragmentacéo para iooutasle/z 714,5do produto da 12 sintese. Reagdo de metandlise.
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Entende-se aqui que as condi¢cdes experimentaiasisadanalise proporcionaram uma
aceitavel distribuicdo e separacao dos lipidiomdi@s, sete minutos iniciais, dagueles mais
ramificados e/ou n&o reagidos, como € o caso @ gfosfocolina m/z 780,6; 816,6 e 844,7

observadas na faixa dos 10 minutos (Figuna 54

IntenaE_- Produto sintese metanclise MS0.d: +MS, Profile, 8.4-10.0min #941-1130), 100%=166187]
%1024
2.0+
] B16.6
1.5
] 6546 st
1.0+
T -~ 4494
0.5+ 2572 765 7806
4 411.3
1 omp | 285232433622 9317
0.0
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Figura 54. Espectro de massas relacionado aosgaisdons do produto da 12 Sintese eluidos
no intervalo de tempos de retencéo de 8.4 a 10tas
A espectrometria de massas permitiu avaliar queagdo de metandlise alcancou uma
boa conversdo da matéria-prima lecitina de sojaeresalmente glicerofosfolipidios
diacilados, em produtos com menores lipofilicidageeduzindo uma mistura de compostos
PAF-andlogos e de acidos lyso-fosfatidicos, tendt btido como principais ions
moleculares os ions m/z 328,5; 439,5 e 714,5 pagsdoram, respectivamente, relacionados
estruturalmente ao compostos 1-OH-2-butil-sn-gli€®ifosfocolina; acido 1-OH-2-octadecil-
sn-glicerofosforico e ao composto PAF-analogo GB@G(D-14:0), este Ultimo
possivelmente um artefato com uma ligagdo duplei@ul, possivelmente n&o gerado pela
reacdo de metandlise, do composto GPC(18:2/O-ptdd)amente identificado na matéria-

prima.
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4.1.2.2 Reacao de alquilacéo. 22 Sintese

A analise realizada por espectrometria de massaserdante eluindo do cromatografo
a liquido produziu o CIT_(Figura 55 apresentado em comparacdo ao CIT obtido para os
padroes de GPC e PAF (ver item 4.1.1) - a partiqulal foi realizada a avaliacdo dos ions
moleculares registrados durante o intervalo de teemp que se observou variacdo na linha

base, ou seja, do quinto ao vigésimo minuto.

Intens
x1097]

1.04

0.8

0.6 4

0.4

22 Sintese (Reacédo de alquilacéo)

0.24

0.0 -r T T T T T T
0 5 10 15 20 25 Time [min]
[*Smtese Final akzo WRB Tese 20110.d: TIC +AllMS ——PADROES WRB Tese 20110.d: TIC +All MS

FIGURA 55. Cromatograma de ions totais (CIT) dodpito da reacao de alquilacao - 22 Sintese (em
azul), obtido do efluente do cromatégrafo a liquictimparado aos CIT dos Padrbes de
glicerofosfolipidios GPC (16:0/16:0); GPC (14:0@4: PAF e Lyso-PAF (em
vermelho).
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A Figura 56apresenta o espectro de massas dos ions eluitrdaeayuinto e o vigésimo
minuto. Nele se pode observar que 0s principaispooentes possuem razd80 massa carga
variando entre m/z 480 e 620, tendo como ions rat@exs mais intensos, os ions m/z 510,6 e

592,6.

Ir1t|3[nnzj +MS3, Profile, 5.1-20.0min #{596-2342), 100%=3064600

5106

1004

801

60

5926

401

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 miz

FIGURA 56. Espectro de massas dos ions da 22 8if@ematorio dos tempos de 5 a 20 minutos.

A Figura 57apresenta, em aspecto geral, os espectros de malssasnados aos picos
eluidos nos tempos de retencdo entre 5 e 11 mjnogoguais apresentam lipofilicidade de
mesma ordem dos padrées de GPC utilizados. A FigBiapresenta, também em aspecto
geral, os espectros de massas relacionados acs qooo lipofilicidade superior aos GPC
padrdes, sendo possivel observar apés 15 minuegjita-se devido a alta concentracdo da

amostra injetada no CLAE, ions moleculares comc¢éelamassa carga correspondentes
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aquelas normalmente relacionados a glicerolipidiostipo diacilglicerol e triacilglicerol,

neste caso, originarios da matéria-prima usada.

Intens ] Sintese Final akzo WRB Tese 20110.d: +MS, Profile, 5.4min #630, 100%=10524334
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FIGURA 57. Espectros de massas relacionados aos eiaidos nos tempos de retencéo entre 5
e 11 minutos. Aspecto gel
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FIGURA 58. Espectros de massas relacionados aos elaidos nos tempos de retencdo maiores

que 11 minutos. Aspecto geral.
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Dos principais ions moleculares observados, forsenlkidos e analisados os seguintes
ions mais intensos obtidos na faixa do nono mindigura 59: m/z 510,6 e 592,6,

considerados os principais componentes do prodcitdmpela reacdo de alquilagéo.

|I1IEI1S§- Sintese Final akzo WREB Tese 20110.d: +MS, Profile, 9. 1min #1061, 100%=75692864)
%10
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8 592.6 36155712 0.2+
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FIGURA 59. Espectro de massas da 22 Sintese redaaerpico eluido em 9.1 minutos

Para realizacdo das fragmentagfes, uma amostrd simt8se foi tratada com é&cido
férmico e introduzida por infusdo direta no espoitro de massas, sendo obtido os

espectros, em modo positivo, dos fons produto$ EEM (Figuras 60a e 6)aara os fons

moleculares m/z 510,6 e 592,6. Os principais fomslyios obtidos por EfMe EM, as
propostas para os ions moleculares m/z 510,6 & 592eus respectivos caminhos de

fragmentagao sao apresentadas nas figuras 60b e 61b

Cabe observar que o resultado obtido para o ion54z6 ensejou duvidas quanta a
presenca do radical formil, o qual ndo era espepadla os produtos de sintese. As anélises
complementares por espectroscopia de ressonandiamgénio (RMN-H) (apéndice B) e
por espectrofotometria de infravermelho (IV) (apéadC) ndo confirmaram a presenca de
bandas caracteristica para aldeidos, ou seja,cdesdmto quimico entre 9-10 e banda de forte

intensidade na freqiiéncia de 1725'indicando, deste modo, que o produto referenferao
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molecular m/z 510,6 trata-se, na verdade, da subiatdl-hexadecil-2-OH-sn-glicero-3-
fosfocolina que sofreu uma substituicdo nucledilm carbono (sn-2) pela acdo do radical

formato disponibilizado pelo tratamento prévio daatra com acido formico.
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FIGURA 60a. EM do fon molecular m/z 510,6 e EMe seus fons produtos m/z 492,6 e m/z
286.4 obtidos para o produto da 22 Sintese. Refxatmuilacac
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4.2 Avaliacéo dos extratos das esponjas

Esponjas marinhas sdo reconhecidas como um dos pmawstivos organismos
multicelulares do sub-reinBarazod®, existindo a mais de 940 milhdes de anos (NIK&H,
al. 1997; DEMBITSKY et al, 2003; BELARBI et al 2003; ERPENBECK e WORHEIDE,
2007). Embora os extratos organicos de esponjamimagrpossuam uma alta proporcdo de
lipidios que podem contribuir na bioatividade dgasismo, poucos trabalhos registrando o
isolamento e a elucidacao estrutural de compostdgpd PAF-analogos tém sido divulgados
(IVANISEVIC et al, 2011).

Neste trabalho, as fracdes, 32 e F3dos extratos (referéncia e estressado) obtidos
das cinco espécies de esponjas marinhas (ver ie®) ram analisados por espectrometria
de massas para verificacdo da presenca de posBikEisnalogos em suas composicoes,
sendo avaliado mais especificamente os ions malesueluidos ha mesma faixa de tempo de

retencao registrado para os padroes de PAF (mjzeSRyso-PAF (m/z 482).

4.2.1 Esponja marinhaAmphimedon viridis

A figura 62apresenta a comparacéao entre os CIT relativaga$racdes (FIF2e F3
obtidas do extrato de referéncia, nela se podervdrsque o procedimento empregado no
fracionamento (item 3.3.2.2) alcancou uma boa sgfardos componentes polares e apolares

do extrato bruto. Nela se podem observar a presdactiacilgliceréis eluindo apos 20

% Sub-reino que compreende os organismos multarelsy usualmente existindo como coldnias séssaidot
células menos especializadas e compreende o UilicoPBrifera, estando organizado em trés classes
distintas: aHexactinellida(esponjas vitreas), @emospongiaeo mais diverso de todos, reunindo 90% de
toda espécie, e@alcarea(esponja calcarias). http://www.poriferabrasil.nfrj.r
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minutos de corrida CIT em azul (fracéo F1) e aefpriesenca dos glicerofosfolipidios eluindo

entre o quinto e o décimo-quinto minutos CIT endegfracéo F3).

J
;o\
0.5+ Jr \
M»;&AL ) G T \.‘ NN

Pt e, TN i

e} 5 10 15 20 25 Time [min]

FIGURA 62. CIT das frac6es Hhzul), F2(amarelo) e F3rerde daEsponja marinha
Amphimedon viridis (Referéncia) Comparacao dos CIT indica uma boa
separacdo alcancada para o fracionamento utilizzalra de retencao entre
20 e 25 minutos indica presenca de triacilglicerdis

Os CIT obtidos para as fragcbes+&acdo mais polar - (Figura 68presentaram uma
leve elevacéo da linha base na faixa de tempotéeg&o correspondente aos compostos PAF
e Lyso-PAF, acredita-se devido a esperada baixeeotracdo natural de tais componentes
nos extratos brutos; no entanto, como mostra oscesg de massas relacionados aos ions
moleculares obtidos entre 0 sexto e oitavo minbtmve a deteccdo dos ions m/z 524,4 e
482,4 para ambos os extratos, confirmando a prasg@dais compostos neste organismo.
Apesar do pequeno aumento verificado, ndo se jpdgasivel validar que a submissdo ao
estresse fez o organismo aumentar a producdo siedaipostos para esta espécie. Como
principal componente das fracdes polares obteve-$en molecular m/z 510,4, o qual,

conforme detalhado em 4.1.2.2, (ver figura )6@ata-se do composto 1-O-hexadecil-2-

formato-sn-glicero-3-fosfocolina.
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CIT (superior) e EM (inferior) faixa d®/z 400 a 600, obtidos pafssponja
marinha Amphimedon viridis. Fracdes polares dos extratos referéncia (AF3) (em
azul) e estressado (AiF3) (em verde) obtidos deeafe do cromatdgrafo a liquido
comparado aos CIT (em vermelho) e EM dos Padrdgtictrofosfolipidios, GPC
(16:0/16:0); GPC (14:0/14:0); PAF e Lyso-PAF.
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4.2.2 Esponja marinhaGeodia corticostylifera

Além da confirmacéo da presenca dos ions m/z 52824 e 510,4, foi verificado ser
o ion molecular m/z 496,4 o principal componentefrdgdo F3em ambos o0s extratos
(referéncia e estressado) desta espécie, o quazuocomo principal ion produto o ion m/z
270,3. A figura 64apresenta o esquema de fragmentacdo e a propdosiggirutura para o
ion molecular m/z 496,4 como sendo aquela seme@la@mntomposto 1-hexadecil-2-O-metil-

glicerofosfocolina.

CysHssNOGP* =
Exact Mass: 496,4
Mol. Wt.: 496,7
mle: 496,4 (100,0%), 4974 (28,3%), 498,4 (5,1%)

(0]
I

~ — P~
o 3 o= / o
\\\S OH \/\N*/
/o H |
CoH2iNOgP"
Exact Mass: 270,1
Mol. Wt.: 270,2

mle: 270,1 (100,0%), 271,1 (10,6%), 272,1 (1,7%)

FIGURA 64 Proposta de fragmentacédo e de estrutura para itacular m/z 496,4.

Os CIT obtidos para as fragbes fRBgura 69 apresentaram acentuada elevacdo da

linha base na faixa de tempo de retengao corresppmdos compostos PAF e Lyso-PAF.
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CIT (superior) e EM (inferior) faixa de/z 400 a 600, obtidos paEsponja marinha
Geodia c. FragBes polares dos extratos referéncia (AF3)gzml) e estressado (AiF3)
(em verde), comparado aos CIT (em vermelho) e EMs deadrbes de
glicerofosfolipidios GPC (16:0/16:0); GPC (14:0)4:PAF e Lyso-PAF.
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4.2.3 Esponja marinhaDarwinella sp.

Os CIT obtidos para as fracdes [Fsgura 66 apresentam uma elevacgao da linha base
na faixa de tempo de retencédo ligeiramente ant@goiela correspondente aos compostos
PAF e Lyso-PAF. Houve a confirmacdo da presencai@us m/z 482,4 e do m/z 496,4 e,
adicionalmente, dos ions moleculares m/z 520,48e4540s quais apresentaram uma elevacao
percentual para o organismo estressado, indicariddugédo de sua producdo pelo estresse
fisico infligido ao organismo.

A ligeira antecipacao do tempo de retencéo e dicagao da existéncia do ion m/z
520,4 em substituicdo ao ion m/z 524,4 indica ureaanlipofilicidade daquele primeiro, ou
seja, que ele apresenta uma maior insaturacdo anestrutura, e permite inferir que tal
diferenca trata-se apenas da presenca de duas tigptgdes.

Do mesmo modo, devido ao fato do ion m/z 548,ésstar uma ligeiramente maior
faixa de tempo de retencdo em comparacdo ao PABRA/4), tal componente foi entendido

como se tratando da substancia 1-octadet;il22)-2-O-acetil-glicerofosfocolina.
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CIT (superior) e EM (inferior) faixa da/z 400 a 600, obtidos paEsponja marinha
Darwinella sp. FragBes polares dos extratos referéncia (AF3) deut) e estressado
(AiF3) (em verde), comparado aos CIT (em vermeleo)EM dos Padrbes de
glicerofosfolipidios GPC (16:0/16:0); GPC (14:004:PAF e Lyso-PAF.
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4.2.4 Esponja marinha Aenosclera brasiliensis

Os CIT obtidos para as fracbes &fresentaram um perfil muitissimo interessante
(Figura 67. Apesar da confirmacdo da presenca do ion m/Z452# ambos os extratos, a
elevacdo da linha base na faixa do tempo de raiecm@iespondente aos compostos PAF e
Lyso-PAF foi muito diminuta, indicando tal composistar em muito baixa concentracado nos
extratos ensaiados, ndo sendo verificado a preselacaion molecular m/z 482,4.
Adicionalmente, uma acentuada elevacdo da linha batre o quinto e o sexto minuto,
apresentada pelos CIT obtidos para as fragbesnBRam a presenca de compostos com
baixa lipofilicidade, sendo os ions moleculares #4%Z,5 e m/z 483,4, como apresentado pela
figura 68 os principais responsaveis por tal elevacao.

Cabe ainda ressaltar que esta espécie de esponphaaentre as espécies aqui
ensaiadas, foi a que produziu os menores teoresaiopostos PAF e Lyso-PAF. Contudo,
pode ser observado visualmente, quando comparaddlTfogara os extratos referencia e
estressado, que a razao entre os glicerofosfaipitienos lipofilicos, eluidos no intervalo de
tempo de retencdo 5-8 minutos, e aqueles maisiligos (eluidos entre 8 -15 minutos)
tornou-se bem maior, 0 que pode indicar uma pdsginaelucdo daqueles primeiros em

detrimento, ou a partir, desses ultimos.
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FIGURA 67. CIT (superior) e EM (inferior) faixa da/z 400 a 600, obtidos paEsponja marinha
Arenosclera brasiliensis. Fracdes polares dos extratos referéncia (AF3) dedl) e
estressado (AiF3) (em verde), comparado aos ClTveamelho), e EM dos Padrdes de
glicerofosfolipidios GPC (16:0/16:0); GPC (14:004:PAF e Lyso-PAF.
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Figura 68. Sequéncia temporal dos espectros dsamastidos entre 0 quinto e 0 sexto minuto da
eluicdo (faixa de m/z 400 a 600). lons moleculam@g 483 e 467,5 presentes como
principais componentes da fracdo F3 do extrato eferéncia. Destaca-se a menor
lipofilicidade verificada para o ion m/z 483,4,idlb mais rapidamente.
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4.2.5 Esponja marinhaAplysina fulva.

Os CIT obtidos para as fracdes [FEsgura 69 apresentam uma elevacgao da linha base
na faixa de tempo de retencédo ligeiramente ant@dgoiela correspondente aos compostos
PAF e Lyso-PAF. Apesar da confirmacao da presenc@mn m/z 482,4 (lyso-PAF), nao foi
verificada a presenca do ion molecular m/z 524AF}Pcontudo foi verificada a eluicdo do
ion molecular m/z 522,4 (PAF-analogo), acreditaedado a presenca de uma insaturacdo em
R1. Também foram detectados os ions m/z 496,445%852,4 eluindo na mesma faixa de
tempo de retencao, indicando tratarem-se de pas$ié--analogos.

Como componente principal da fracdo F3, foi veaifio a eluicdo em 9,5 minutos do
ion molecular m/z 732,6 (espectro de massa naseaerlo) tendo uma lipofilicidade menor
que o GPC (16:0/16:0) usado como padrdo. O quednulder tratar-se, entre 0s possiveis
candidatos designados no Anexo E, do GPC (2B)(6:0) o qual possui uma insaturacao
em R1. Adicionalmente, tendo como parametro o ioleaular m/z 732,6 como componente
principal da fracdo F3, verifica-se diferentememte esperado, uma diminuicdo da
concentracdo do PAF-analogo m/z 522,4, passand® @8 %, no extrato referencia, para

9,57 %, no extrato estressado (calculos nao apisekes).
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FIGURA 69. CIT e EM (faixa de m/z 400 a 600) ob8dparaEsponja marinha Aplysina fulva.
FragOes polares dos extratos referéncia (AF3) i) a estressado (AiF3) (em verde),
comparado aos CIT (em vermelho) e EM dos Padrbegliderofosfolipidios GPC
(16:0/16:0); GPC (14:0/14:0); PAF e Lyso-PAF.
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Trabalhos realizados pelo Departamento de Quimacbmversidade de New Castle,
Australia, isolaram e identificaram as substancia®-hexadecil-2-acetil-sn-glicero-3-
fosfocolina e 1-O-hexadecil-2-OH-sn-glicero-3-fagibna presentes no extrato da esponja
marinhaCrella incrustans(BUTLER et al, 1996). Também foi identificado no extrato da
esponja marinh&pirastrella abatauma mistura de glicerofosfolipidios PAF analogssii(N
et al, 1999; ALANet al, 2001). Além dos trabalhos de Butétral. (1996), Shiret al.(1999)

e Alamet al. (2001), se podem enumerar os trabalhos de Bhab (2003), que identifica
dois novos lyso-glicerofosfolipidios no extrato esponja marinh&telletta spcoletada na
Coréia; de Mulleret al. (2004), que preconiza que a esponja marhlerites domuncula,
coletada na Croécia, produz, submetida a estredgeil-lipidios derivados, tendo sido
identificados dois Lyso-PAF compostos em seus drae de Geninet al. (2008), que
apresenta uma investigacdo dos principais lipidiistentes em 22 diferentes espécies de
esponjas marinhas coletadas nos oceanos Atlantieacdico, nos mares Mediterraneo e
Vermelho e no Golfo Pérsico.

No presente trabalho, os resultados obtidos poectéspnetria de massas também
comprovaram a presenca das substancias PAF e/atHAB nos extratos de todas as
esponjas marinhas ensaiadas. Contudo, apesarbdéhtra anteriores, Thompson e Hanahan,
1963; Sugiureet al., 1991 e Mulleret al. 2004, afirmarem que o PAF ocorre em uma ampla
variedade de organismos e a sua producdo posskesamcadeada por diferentes estimulos
estressantep,ex.danos fisicos, substancias toxicas, ambiente itwdsp nocivo, etc., nao foi
julgado possivel validar, com a metodologia aqupmmada (aplicacdo de estresse por
inanicdo), que houve a inducdo do aumento da péedule PAF ou PAF-analogos nas

espécies de esponjas marinhas ensaiadas.
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Além dos ions moleculares especificos m/z 524,4FP& m/z 482,4 (Lyso-PAF),
também foram observados os ions moleculares m/54483,5; 496,4; 508,4; 510,4; 538,4,
e 522,4. Cabe ressaltar que a"Efld ion molecular m/z 496,4, identificado na esponj
marinha Geodia Corticostylifera possibilitou propor a estrutura do PAF-analog®-1-
hexadecil-2-O-metil-sn-glicero-3-fosfocolina, umcgrofosfolipidio homoélogo da substancia
chamada EDELFOSINE reconhecida como um potentetagerticancer. Adicionalmente,
para a esponja marin#aenosclera brasiliensifoi observado um padrao diferenciado, onde
foram verificados os ions moleculares m/z 467,5/2 483,5 que acredita-se tratarem, com

base em suas lipofilicidades, de acidos lysofatitais.

4.3 Ensaios com bactérias marinhas

Quanto aos processos de crescimento das bacté&ashasShewanella putrefaciens
(Sp); Vibrio estuarians(Ve); Pseudoalteromonas elyakoyiPe); Polibacter irgensi(Pi) e
Pseudomonas fluoresce(Rf), a avaliagcdo quantitativa dos pocos inibidas thicroplacas
confirmou o controle positivo do sulfato de colrentrole) e a 6tima inibicdo para o produto
da alquilacdo (22 Sintese), demonstrando aindafatatias inibicbes para os extratos das
esponjadArenosclera brasiliensie Geodia cortiscotylifera

Os graficos de percentuais de efeito de inibicdigufd 70, tendo por base de
comparacao 100% de efeito de inibicdo obtido pehdrole (CuSQ@.5H,0), demonstram que
a bactériaPseudoalteromonas elyako\iPe) apresentou uma maior resisténcia ao efeito
biocida proporcionado pelos extratos e pelo prodiad?? sintese; contudo em relacdo ao

produto de sintese, pode ser verificado um o6tindepde inibicdo para uma concentracao de
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100 pg/l, o que indica que mesmo em baixas coragigs 0 produto de sintese mostra- se

como promissor anti-incrustante com efeito inibidorcrescimento de bactérias marinhas.

Geodia corticostylifera estressada
l& 100% - > X 3K
:n . .\/.\/.
E 90% —e—S.p.
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Figura 70. Graficos de Percentuais do efeito d@g#o obtido pelos extratos das
esponjas marinha&renosclera be Geodia ¢ (ambas estressadas), e do
produto da 2% sintese comparado aquele obtido pelotrole
CuSQ.5H,0, contra o crescimento das bactérias marirgtaswvanella
putrefaciens(Sp); Vibrio estuariangVe); Pseudoalteromonas elyakovii
(Pe); Polibacter irgensiPi) e Pseudomonafuorescens (Pf). Contagem
realizada 48 horas apds inoculacdo. Efeito inibidercrescimento do
CuSQ.5H,0 considerado como 100% para todas as bactérias.
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A avaliacdo estatistica dos dados obtidos nestaigensisando a verificacdo das
diferencas entre os tratamentos realizados, fouada tendo por hipétese nula, vinculada a
ANOVA, o questionamento se os efeitos de inibicds latamentos podem ser considerados
iguais a um nivel de significancia de 5%, teve wsultado negativo (ZAR, 1996). A
avaliacdo pos-hoc usando o teste de comparacadplaidie Dunnet, questionando se os
valores de inibicdo dos extratos e do produto daiX®se séo iguais aquele obtido pelo
tratamento usando o controle, deu resultados wegapiara todos os tratamentos (Apéndice
D).

4.4 Ensaios com microalgas marinhas

Com relacao a inibicdo do crescimento celular ficexi-se, conforme apresentado pela
figura 71 que a solucdo contendo o produto de sinteseempoesuma inibicdo superior
aquela produzida pela do Cu§@os seguintes percentuais: 63 % sobre o crestnuzn
Diatomacedkeletonema costatum 38 % sobre a PrasinoficBatraselmis striatae 0,46 %
sobre a CloroficeBunaliella tertiolecta demonstrando assim, que o produto de sintese exib
bom nivel de atividade algicida. Outro aspecto tamlobservado refere-se a tolerancia ao
CuSQ, concordando com o obtido por Helgbal (2002), pelé&Skeletonema costatym que
ratifica que métodos usuais do controle da biostagio, com o emprego de tintas anti-
incrustante contendo cobre, ndo é de todo efetolweso biofiime formado por algas

diatomaceas.
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Efeitos inibidores dos tratamentos
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‘I:I1°2°|:|3°|:|4°5°dia‘

FIGURA 71. Gréafico dos efeitos inibidores das sdks: CuSQ- Padrdo de controle (P); Produto da 22
sintese (S) e Branco de reagentes (B), sobre oimi@sto celular das microalgas marinhas
Tetraselmis striatgTs); Dunaliella tertiolecta(Dt) e Skeletonema costatuf8qg. Contagem
realizada diariamente, apds inoculacdo das solug@@sum periodo total de cinco dias.
Concentracdo celular inicial para todos os trataogefioi de 5x1fcel/ml. Branco de
reagentes contendo 150 pL da solucdo de metarottticetano/agua (2:1:1 viv).

Os gréficos dos efeitos inibidores usando os dagagpados quanto ao numero total de
células (ver Apéndice D), demonstram que o prodat@? sintese exibe alto nivel de inibicdo
contra o crescimento da DiatomacBhkeletonema costatum parece ser ativo contra o
crescimento da Prasinoficdatraselmis striatae pouco ativo contra o desenvolvimento da
CloroficeaDunaliella tertiolecta(Figuras 72-7%

Torna-se importante ressaltar a observacédo dalatiei anti-incrustante do produto de
sintese, especialmente contra o crescimento deiespde Diatomaceas, pois esse grupo
micro-organismos representa um dos componentescipaia da biomassa da
microincrustacao.

No presente trabalho admitiu-se por suposicao,aaps ndo testada a hipotese, que
glicerofosfolipidios andlogos ao PAF ao alcancaresninvolucros celulares de micro-

organismos, larvas ou ovos, sejam adsorvidos palaadas de peptidoglicanos,
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polissacarideos, lipo-polissacarideos ou fosfalysid constituintes destes invélucros,

ocasionandoi) danos a membrana plasmatica da célula atingmlagyxemplo, deformacéo

Efeito do branco de reagentes
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140 -
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FIGURA 72. Gréfico do efeito inibidor da solucacaBco de reagentes (B) sobre o
crescimento das microalgas apdés cinco dias de agéudb Ts —
Tetraselmis striata, Dt — Dunaliella tertiolecta,,Sc — Skeletonema
costatumDados agrupados quanto ao n° total de células.

Efeito do padrdo de CuSO 4,
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FIGURA 73. Gréfico do efeito inibidor da solugdo @aSQ Padrédo de controle (P)
sobre o crescimento das microalgas ap0s cincod@iascubacéo. Ts —
Tetraselmis striata,Dt — Dunaliella tertiolecta, Sc — Skeletonema
costatumDados agrupados quanto ao n° total de células.
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Efeito do produto da 22 sintese
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FIGURA 74. Grafico do efeito inibidor da solugdo plmduto da 22 sintese (S) sobre o
crescimento das microalgas apés cinco dias de agéad Ts -
Tetraselmis striata,Dt — Dunaliella tertiolecta, Sc — Skeletonema
costatumDados agrupados quanto ao n° total de células.

e/ou rompimento; @) desencadeamento de efeitos biologicos a acaastagpor exemplo,
inflamacéo, inibicdo de sintese ou apoptoselular, levando este conjunto de acdes a
repulsdo ou morte destes organismos marinhos redpeis pela iniciacdo do processo de
formacdo da bioincrustacdo e, consequentementesarm® ou mitigando seu
desenvolvimento.

Conforme descrito por Mairet al (2000), a desestabilizacdo de uma membrana celula
ocasionada pela acdo de um composto detergente @rortrés estagios sequenciais, onde:
o detergente invade uma regido da bicamada delifiigfos; ii) os fosfolipidios daquela
regido da membrana tornam-se saturados com o detergcorporado e passa a coexistir em
um equilibrio termodinamico com as micelas que gamea se formar; @) os fosfolipidios
sdo entdo totalmente solubilizados pelas micelamddas, ocorrendo uma desintegracéo

daquela regido da membrana celular. Compostosgeeitess, com base em suas estruturas

39 Mecanismo fisiolégico celular pelo qual as céluasnecessarias, deficitarias ou que comprometam a
integridade do organismo se autodestréem.
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moleculares, podem ser distribuidos em quatro etaskstintas:i) i6Gnicos com cadeias
lineares, podendo ser catiénico ou anidnitpionicos derivados de sais de acidos biliares;
iii) ndo idnicos; dv) zwitteribnicos, onde nesta Ultima, também podemiscluidos os
glicerofosfolipidios contendo cadeias apolares cseis ou mais atomos de carbono
(HAUSER, 2000; SEDDONt al, 2004).

Adicional e complementarmente, entende-se queadizagao celular € um mecanismo
complexo e seletivo, onde proteinas transmembrast® envolvidas no recebimento do
sinal externo, quando do contato do composto canembrana plasmatica e, na resposta a
este sinal, com o desencadeamento de varios mewmistracelulares, sendo que, nestes
processos, concentracdes efetivamente baixas,demode nanomolar, ja sdo capazes de
deflagrar as reacdes de ativacdo celular (ALBERT &L 2002; BRADSHAW e DENNIS,
2003).

Heringdorf e Jakobs (2007) e Murakami (2011) relaaram diversos lipidios
mediadores que atuam como agonistas para rece@dP€XR, entre os quais se destacam os
lyso-glicerofosfolipidios e o acido lyso-fosfatidjcque regulam, em células de mamiferos,
uma ampla gama de funcdes celulares, como, porm&eproliferacdo, migracdo, contato
célula-célula, adeséao, etc. Receptores G-PCR dispscao PAF e seus analogos, também
denominados PAF-receptores (PAFR), sinalizam coiteotemente a ativacdo das
fosfolipases tipo A (PLA e o inicio da hidrélise do fosfatidil-inositol54bisfosfato (PIB),
levando, respectivamente, a hidrolise de glicefofmdinas presentes na membrana celular e
a producéo do inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3) aadilglicerdis, associada a uma elevacao do
afluxo de ions calcio ao citoplasma, que por sua atera as fosfolipases tipo C calcio-
dependentes levando a uma liberacdo de acido dahewn e lyso-fosfatidios (Figura 86), os

quais servirdo, respectivamente, como substrat raducéo de eicosanoides - precursores
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da inflamacéo - e replicacdo, pela acdo das fesieéis tipo D, de PAF e &acido lyso-
fosfatidico, os quais, por sua vez, reiniciam doc{XIE e MEIER, 2004; BROCK, 2011).
Adicionalmente, o afluxo de fons célcio extra-caiukxistindo na ordem de 3@nolar, para

o interior da célula - onde deve ser mantido tdrdbguanto 1d molar - pode ocasionar um
efeito deletério em importantes mecanismos celsileéécio dependentes e até mesmo iniciar

0 processo de apoptose celular (JOSEPH e HAJINOC2KRQ7; MIKOSHIBA, 2007).

4.5 Testes de campo

Os testes de campo foram realizados, em parqgegia, Divisdo de Biotecnologia

Marinha do IEAPM e pelo laboratério da empresarir@Bonal Tintas, em atendimento ao

termo de confidencialidade firmado entre o Institde Estudos do Mar Almirante Paulo

Moreira - IEAPM e pela International Tintas - Akkimbel.

4.5.1 Produto da 12 sintese. Utilizando tinta bas®ntendo cobre

Em todos os tratamentos utilizados (ver item 3Bf8i observada a presenca inicial de

biofilme e posterior recrutamento de organismosroiawrustantes.

No revestimento 1, contendo o produto da 12 sinteseo biocida principal, foi
observada a presenca de biofiime nas duas primseamnas_(Figura Y5e de Obelia
dichotoma, Bugula neritina e Balanidenas semanas seguintes. A presenca de espaco vazio
(sem organismos incrustantes) foi observado em twdorocesso sucessional, desde a

primeira semana, variando de 10-50% de cobertura.
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Revestimento 1 - Matriz com Biocida Hatural
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FIGURA 75. Variacdo do percentual de cobertura glagos, espécies incrustante
espacos vazios. Fotajias mostram o desenvolvimento da comunida
0 aspecto de um dos corpossteva tratado com o Revestimento 1. (a
semana, (b) 42 semana e (c) 8% semana. Nao forastatamlas &
presencas de Filamentosas pardas $tylela plicata Fotos realizadgsela
Diviséo de Biotecnologia Marinha — IEAPM.

No revestimento 2, usando somente a tinta come(Eigura 79, foi observada a
presenca de espaco vazio na maior parte do es@amdudo, verificou-se a presenca de

organismos formadores de biofilmes e organismoga¥riacrustantes entre a terceira e oitava
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semana. Tendo sido constatado somente a presemhgafitiee, poucos balanideos (larvas de

cracas) e tubos mucosos.

Revestimento 2 - Matriz Comercial

100%

20%
e
3
|
o 0% 4
m
o
g 0% 4 =
] .
= —
& 20w

Fomord
0% T T T T T
1a 2a 2a da fa Ga 2a 12a
Sernanas
Biatilme - Ctelia dichoto fa . Balani deos
. Filamentosas Pardas D Bupula weriting Styela plicata
Serpulideos Tubos mucosos I:I Espago vazio
L]

Figura 76. Variacdo do percentual de coberturagiopos, espécies de incrustantes e
espacos vazios. Fotografias mostram o desenvoltinmda comunidade e o
aspecto de um dos corpos-de-prova tratado com esimento 2. (a) 12
semana, (b) 42 semana e (c) 82 semana. Constatadaste as presencas de
biofilme, balanideos e tubos mucosos. Fotos rafdizapela Divisdo de
Biotecnologia Marinha — IEAPM
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Os resultados do revestimento 3, tendo cobre caomda principal e o produto de

sintese como biocida aditivo (booster), foram sbargks aos observados no tratamento 2, s

gue em maior cobertura (Figura)77

o0 Rewvastimento 3 - Matriz com Biocida Natural de Acessario
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FIGURA 77. Variacdo do percentual de coberturagtapos, espécies de incrustantes e
espacos vazios. Fotografias mostram o desenvolwintencomunidade e o
aspecto de um dos corpos-de-prova tratado com esRmento 3. (a) 12
semana, (b) 4% semana e (c) 82 semana. Constatataste as presencas
de biofilme, balanideos e tubos mucosos. Fotoszeskls pela Divisdo de
Biotecnologia Marinha — IEAPM
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FIGURA 78. Variacdo do percentual de coberturagtapos, espécies de incrustantes e espacos vazios.
Fotografias mostram o desenvolvimento da comunigaml@specto de um dos corpos-de-
prova tratado com Revestimento 4. (a) 12 semahd?2@@emana e (c) 82 semana.

No tratamento do revestimento 4, tinta sem biocfdastrole negativo), foi observado

uma grande presenca de organismos incrustantes@eampara com 0s outros tratamentos

(Figura 78.
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A (Figura 79 mostra a sucesséo da incrustacéo no decorrendeeriodo de 8 meses.
Podemos observar que o padrdo de cobertura e pc@réas incrustacdes entre 0s

revestimentos permaneceu semelhante ao longo gmies diferencas observadas estiveram

2
£
=
&

FIGURA 79. Aspecto geral dos corpos-de-prova deramttranscorrer dos ensaios de
campo. A — Tinta usando como biocida somente oytoode sintese; B —
Tinta comercial sem modificacdes; C — Tinta conarasando o produto de
sintese em substituicdo aos biocidas acessoriesCbntrole negativo. Fotos
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mais relacionadas com as mudancas na composicdespasies nas placas do que
propriamente entre os tratamentos.

Em resumo, observamos que embora o revestimergabkt{tuicdo do 6xido cuproso
pelo biocida produto de sintese), ndo tenha alcdangamesma eficiéncia do revestimento 2
(tinta comercial), observamos uma significativa ugb da cobertura dos organismos
incrustantes quando comparado com o controle (secidb). Por outro lado, o revestimento
3 (substituicdo dos biocidas acessorios com o dmoproduto de sintese) apresentou uma

eficiéncia ainda melhor do que o tratamento 1 dag&o dos organismos incrustantes.

4.5.2 Produto da 22 sintese. Utilizando tinta bassenta de cobre

Em todos os tratamentos utilizados (ver item 32B.3com excec¢do daquele sem

produto biocida (controle), foi observado uma mubtwa inibicdo do desenvolvimento de
limo e da fixacdo de cracas. As figuras 80 a 8ésmntam as condicdes observadas apés uma
imerséo continua de 3 semanas no campo de testesplasa International tintas, localizado
na Baia da Guanabara.

Cabe esclarecer aqui, que este segundo teste deo clinconduzido pela equipe
técnica da empresa acima citada, sendo o biocidmahae propriedade do grupo formado
pelo LASAPE-UFRJ e pelo IEAPM-MB.

No painel sem biocida (controle negativo), pintagtimente com a tinta primer
anticorrosiva, foi observado uma massiva preseadand e de cracas (Figura 80), mostrando
a condicado extrema do ambiente marinho da baiaudmdbara com relacdo a incrustacéo
marinha, sendo verificado uma forte adesdo dosnmg®s fixados e constatado a

dificuldade da retirada manual.



157
Batista, W.R. (2012). Utilizacao de glicerofosfaliips sintéticos analogos do PAF como agentes anti-
incrustantes na composicdo de tintas maritimagqgsta, sintese, caracterizacdo quimica e avalidedo
performance.

Figura 80. Corpo-de-prova (controle negativo}amio somente com a tinta
anticorrosiva. Inspecdo apoés trés semanas de iln@squerda)
e apos oito semanas de imersao (direita). Fottidaz pela
empresa International Tintas — Akzo Nobel.

Nos painéis pintados com o revestimento A (tintseddicron Premium+ 5% biocida
22 sintese + 2% biocida comercial ECONEA), verifis@ somente uma pequena formacao
de limo e a total auséncia de cracas até a 32 sers@amdo observado uma intensificacdo da
presenca de limo na oitava semana, porém com ainda boa acdo contra o assentamento
de cracas (Figura 81). Cabendo ressaltar a fraesdade facil remocdo manual dos

organismos fixados.
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FRONT BACK

Figura 81. Corpos-de-prova pintados com 0 revestimeA.
Inspecao apos trés semanas de imersao (superior) e
ap0s a oitava semana de imersdo (inferior). Fotos
cedidas pela empresa International Tintas — Akzo

Nobel
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Nos painéis pintados com o revestimento B (tintselddicron Premium+ 5% biocida 22
sintese), verificou-se também a total ausénciaaleas até a 32 semana e uma leve presenca
de cracas na oitava semana (Figura 82). Contuddadbi constatado, em geral, a fraca

adesdo e facil remo¢ao manual dos organismos fxado

FROMNT BACK

Figura 82. Corpos-de-prova pintados com o revestim B.
Inspecdo apos trés semanas de imersao (supeapose
a oitava semana de imerséo (inferior). Fotos cedidda
empresa International Tintas — Akzo Nobel.
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Nos painéis pintados com o revestimento C (tintebéicron Premium+ 2% biocida
comercial ECONEA), verificou-se também somente ymguena formacédo de limo e a
auséncia de cracas até a terceira semana de imgosém, apos a oitava semana verificou-se

a presenca de limo, de muito pouca cracas e deiata@o consolidado (Figura 83).

Figura 83. Corpos-de-prova pintados com o revesttolC. Inspecédo
apos trés semanas de imerséo (superior) e aptava oi
semana de imerséo (inferior). Fotos cedidas pefaesa
International Tintas — Akzo Nobel.
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Nos painéis pintados com o revestimento D (tinteebicron Premium+ 10% biocida
22 sintese 2% biocida comercial ECONEA), verificou-se umapena formacao de limo e a
auséncia de cracas até a terceira semana e muita pormacao de limo e cracas apos a

oitava semana (Figura 84).

FRONT BACK

Figura 84. Corpos-de-prova pintados com o revestim D
Inspecdo apds trés semanas de imersao (supeapise
a oitava semana de imerséo (inferior). Fotos cedidda
empresa International Tintas — Akzo Nobel.
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Entende-se aqui, que embora o desempenho antstanota do produto da reacdo de
metanolise (12 sintese) ndo tenha alcancado adoelevestimento comercial convencional
contendo cobre e aditivos biocidas, foi observadmifgcativa reducdo do processo
sucessional e do crescimento da bioincrustacdoetnao ao controle, indicando que o seu
uso substituindo os aditivos biocidas convenciodasstintas a base de cobre se mostra muito
promissor, principalmente pela possibilidade deicéd dos custos de fabricacdo, por ser um
composto produzivel a partir de matéria-prima powrwrosa e adicionalmente, pela
possibilidade da reducéo da carga de metais raa tint

O produto da reacéo de alquilacdo (22 sintese)ostranmuito eficiente como biocida
coadjuvante em tintas anti-incrustante isentas al@e¢ sendo importante ressaltar a sua
atividade anti-incrustante contra o crescimento elpécies de diatomaceas, grupo
representativo dos principais micro-organismos &mtanes do biofilme, os quais ndo se
conseguem conter satisfatoriamente pelo uso dodufm® anti-incrustante comerciais
atualmente disponiveis. Entende-se aqui que o seupossa ser de fato relevante ao
considerar-se uma possivel substituicdo de adithogsidas hoje utilizados em tintas
maritimas anti-incrustantes, principalmente nasasdintas isentas de cobre, pois ele trata-se
de um composto biocida isento de metais e com ag@loal, uma vez que estas substancias

sdo analogas aos compostos naturais do tipo PydoePIAF.
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5 CONCLUSAO

As presencas de PAF e PAF-analogos em extratosspenjas marinhas foram
confirmadas pela espectrometria de massas. Contédddpi julgado possivel validar, com a
metodologia aqui empregada (aplicacdo de estremsagnicao), que houve a inducédo do
aumento da producao de PAF ou PAF-analogos nasiesie esponjas marinhas ensaiadas.

Compostos PAF-analogos podem ser satisfatoriansamtigtizados a partir de lecitinas
de soja, sendo este produto de sintese ativo Inalbgnte e de possivel incorporacdo na
producao de tintas maritimas anti-incrustantes.

O produto de sintese exibiu muito boa atividadéiaotustante contra o crescimento
da Diatomace&keletonema costatuenboa atividade contra o crescimento da outrascessp
de microalgas e também contra bactérias marinhas

Os testes de campo demonstraram que os produteintdse, em substituicdo aos
biocidas organometalicos acessorios (booster), sapte&ram uma melhor eficiéncia na
reducdo dos organismos incrustantes e apresentaremuito boa atividade em ambos os
testes de campo com significativa reducdo da aataedos macro-organismos incrustantes
guando comparados com 0s controles negativos (&xriald).

Com base nos resultados obtidos e no acima expastojui-se que a proposicao de
uso das substancias aqui avaliadas como aditivoidaioanti-incrutante parece ser uma
alternativa viavel para a producao de tintas antitistantes, apresentando-se como uma nova
e efetiva perspectiva, considerando a exequibididageracional da sintese - por utilizar
lecitinas de soja, um residuo da producdo de &éesofh comestivel e de biodiesel, como
matéria—prima do processo — e seu bom desempegiuidal e bactericida, comparada ao

CuSQ e a outros aditivos biocidas convencionais.
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6 RECOMENDACOES

Pode-se observar que as sinteses realizadas gam@cdo dos compostos do tipo
Lyso-GPC e PAF-analogos para uso como biocidas\ostram possiveis e promissoras para
uma producdo em larga escala - requerida pelodgmdustria envolvida na producédo de
tintas maritimas - sendo elas de baixa complexidpdgadas de simples industrializacao
(aumento de escala) e baixo custo. Propbe-se, destdo, a realizacdo de um
desenvolvimento em escala piloto do processo dessirrealizado neste trabalho, para a
obtencéo das estruturas quimicas analogas do LABofBalizando-se concomitantemente os
estudos das cinéticas das reacdes envolvidas abiidade econémica, buscando otimizar
as etapas de sintese desenvolvidas no laboratdneaores industriais.

Apesar do apelo natural dos compostos aqui siathig, torna-se também
recomendavel uma avaliacdo ecotoxicologica efateste material quando exposto ao meio
ambiente aquatico, bem como a avaliagcdo de suawitkize de seus possiveis metabolitos,
Ou seja, sua persisténcia no ambiente marinhofatarge ndo foi possivel realizar neste
trabalho.

Também, devido a caracteristica semi-estatica gpsrienentos desenvolvidos neste
trabalho, julga-se necessério a realizacédo de iexpetos complementares nos quais devem
ser efetuados ensaios dinamicos considerando ocdesénto da agua do mar sobre as placas
tratadas ou testes de campo usando-se painéiandéete pintados no casco de uma

embarcacdao.
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APENDICE A

Principais aditivos biocidas utilizados em tintas ati-incrustantes

Estrutura Dados Funcionalidade
S—
¥ . IRGAROL .1051./ Cybrqune . Algicida
. =\N N’-terc-butil-N-ciclopropil-6-(metil-1,3,5- Herbicida
‘hN / triazina-2,4-diamina)
(/ CAS 28159-98-0
- HMN
- | N DIURON . o Herbicida
| ok 3-(3,4-Diclorofenil)-1,1-dimetilurea
G s R CAS 330-54-1
o]
2 .N-Jl _cl | DCOIT/SEANINE Microbiocida
# = 4,5-Dicloro-2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona
" o CAS 64359-81-5
< CLOROTALONIL Funaicida
N ¥ S ol 2,4,5,6 Tetracloroisoftalonitrila 9
N CAS 1897-45-6
ol
re B DICLOFLUANIDA Fungicida
~g N,N-Dimetil-N-fenil-N- Inseticida
.:.F rlu (diclorofluorometiltio)-sulfamida
b : CAS 1085-98-9
T . |
N’ THIRAM Fungicida
r!J g | Tetrametil-thiuram-dissulfida
I “87 g CAS 137-26-8
=
B Microbiocida
Ne=—8 5—{ | TCMTB / BUSAN _ Fungicida
W - 2-(tiocianometiltio)-benzotiazol
CAS 21564-17-0
cl cl
0
N hd— DOWICIL S-13 S
—( & 2,3,5,6-tetracloro-4-(metilsulfonil) piridina | Microbiocida
a o CAS 13108-52-6
S | I . TF.)BP./ BOROCI.D.E. Microbiocida
Sl Trifenilborano Piridina Fungicida
Ay CAS 971-66-4
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Continuacéo, Apéndice A.

5
o o
N N |

b

Cobre Piritiona / CP/ OMADINE
Cobre,bis(1,hidroxi-2(1H)-piridinationato
(©.S)

CAS 14915-37-8

Zinco Piritiona / ZP/ Zinc OMADINE
(Zinco, bis-(hidroxi-2(1H)-piridinationato-
0,S)

CAS 13463-41-7

Microbiocida

Microbiocida

N. & 'S__5 ZIRAM / ZIRAME / Fungicida
[ oz | VANCIDE Microbiocida
s AN (Zinco dimetilditiocarbamato)
CAS 137-30-4
=
W S [ Fungicida
I 57 TNH
Q : N MANEBE / MANEX// MANZIN
Manganés-etileno-bis (ditiocarbamato)
polimérico
CAS 12427-38-2
2- ..
2 Oxido cuproso Fungicida
*Cu o Cur CAS 1317-39-1 Inseticida
Cur
ST=N Tiocianato de cobre . -
CAS 1111-67-7 Microbiocida
o
r'"o- i Naftenato de cobre Fungicida
Gt Ot CAS 1338-02-9 Inseticida
0
N\ N&o especificado!
\ Br ECONEA™ Contudo, conforme
2-(p-chlorophenyl)-3-cyano-4-bromo-5- informado pelo
cl I\ F trifluoro-methyl-pyrrole). fabricante, néo
H E CAS 122454-29-9 apresenta
F propriedade algicida
CAPSAICIN RED/ CAPSYN Inseticida
8-metil-n-vanilil-6-nonamida
CAS 404-86-4
_N MEDETOMIDINE Anestésico e
Nr / 4 -[1-(2,3-dimetilfenil)etil]-3-H-imidazole analgésico
CAS 86347-14-0
Fontes: (YEBRA, 2004; READMAN, 2006; THOMAS e BR®S, 2009; CASTRO, 2011)

www.pesticideinfo.orge www.chemnet.com
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APENDICE B - Produto da 22 sintese. Andlise espeascopica por ressonancia de hidrogénio RMN-H

LABRMN IQ/UFRJ - Ag: Luciana
1HICDCI3  125ulho-2011 (DPX200)
PAF12711 Maicon-121/Rosangela

—T.27
5
5
5

Produto da 22 sintese
(Reacéo de alquilacéc

_F-""-._ — — —
= | S ok o | T T T T T T T T T T T T 1
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%Transmittance

APENDICE C - Produto da 22 sintese. Anélise espesfotométrica por infravermelho IV
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APENDICE D -Andlise estatistica dos dados

D.1 Bactérias marinhas

Como avaliacdo estatistica, para verificagdo ddsreficas entre os tratamentos
realizados, foi efetuada uma andlise da variar@AADRO 8 dos dados obtidos do teste
laboratorial com bactérias (TABELA) .2Firmou-se por hipétese nula o questionamentusse
efeitos de inibicdo dos tratamentos podem ser derelos iguais a um nivel de significancia
de 5%, tendo como fatores testados, os tipos datestou produtos (Fator A) e as diferentes
concentracgdes utilizadas (Fator B); e por vari&eél consideracéo, a inibicdo do crescimento
bacteriano, sendo avaliada a inibicdo sob as difecentes espécies de bactérias, tratando-as
isoladamente e também as assumindo como um conjii@o somatério dos pogos

inibidos) (ZAR, 1996. p.252).

QUADRO 8. ANOVA (Two-factor).

Fonte de Variacéo Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio
(SS) (DF) (MS)
a b
Total z z ab-1
i=1 j=1
a b 2 SS
Fator A z inj a-1 DF
i=1\_j=1
-C
a b 2
i} SS
Fator B ; Z:lxu b-1 ==
AN ) s DF
a
_ - SS
Residuo SS Total — SS fator A (a-1) (b-1)
SS fator B DE

t2)]

,ondeC =
ab

. (Fonte: ZAR, 1996)
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TABELA 2. Quantificagdo do numero de pocos inilsidiurante crescimento bacteriano.

Geodiac. Geodiac. Arenosclerab. Arenosclerab.

Bactérias* referéncia estressada referéncia estressada la Sintese 2a Sintese Controle
Concentracao de 0,05 ( ug/ml)
S.p. 33 36 34 36 34 36 36
V.e. 36 36 36 36 35 36 36
P.e 21 29 31 27 36 31 36
P.i. 36 30 36 36 28 36 36
p.f. 36 36 33 36 34 36 36
Bloco 1 162 167 170 171 167 175 180
0,5(ug/ml)
S.p. 33 33 36 36 35 36 36
V.e. 36 36 36 36 34 36 36
P.e 28 27 24 30 36 31 36
P.i. 36 25 36 36 29 36 36
p.f. 36 36 36 36 34 36 36
Bloco 2 169 157 168 174 168 175 180
5,0(png/ml)
S.p. 32 36 36 36 35 36 36
V.e. 36 36 36 36 33 36 36
P.e 22 22 27 27 36 32 36
P.i. 36 24 36 36 29 36 36
p.f. 36 36 36 36 34 36 36
Bloco 3 162 154 171 171 167 176 180
10(pg/ml)
S.p. 34 34 36 34 35 36 36
V.e. 36 36 36 36 34 36 36
P.e 21 16 22 25 34 31 36
P.i. 36 23 36 36 27 36 36
p.f. 35 36 36 36 34 35 36
Bloco 4 162 145 166 167 164 174 180
50(pg/ml)
S.p. 32 36 36 36 32 36 36
V.e. 36 36 35 36 34 35 36
P.e 30 20 28 22 33 33 36
P.i. 36 28 36 36 36 36 36
p.f. 30 36 31 28 33 35 36
Bloco 5 164 156 166 158 168 175 180
100(pg/ml)
S.p. 28 36 36 36 33 35 36
V.e. 36 36 36 36 30 34 36
P.e 31 36 36 36 31 36 36
P.i. 36 36 36 36 22 36 36
p.f. 26 36 34 24 35 33 36
Bloco 6 157 180 178 168 151 174 180

* Shewanella putrefaciens (S.p.); vibrio estuariaf\ée.); Pseudoalteromonas elyakovii
(P.e.); Polibacter irgensi (P.i.), e Pseudomona®mfescens (P.f.).
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D.1.a Avaliagéo do efeito de inibi¢ao por bloco

A hipétese nulaHo), vinculada a ANOVA (two-factor) (TABELA B considerando o
efeito inibidor sob o conjunto de todas as badé(i@oco), apés a comparagdo do fator
calculado de ff ao valor critico unilateral da Distribuicd®)((Anexo Q, produziu um
resultado negativo, ou seja, os efeitos de inibagiorescimento bacteriano, produzidos pelos
tratamentos ensaiados, ndo podem ser consideas,itendo em vista que aquela hipétese

s6 poderia ser aceita se o valor calculdjifoése menor que o valor critico tabelaBh (

TABELA 3. ANOVA (two-factor) do efeito inibidor erbloco

(Ho)p: o efeito de inibicdo do crescimento bacteriamongesmo para todos os extratos?

a a
Gc. Gec. Ab. Ab. _ 1 2z
Gru po 7 referencia estressada  referencia estressada Sihtese.  Sintese  Controle
Bloco 6 2B,
0,05 162 167 170 171 167 175 180 1192
0,5 169 157 168 174 168 175 180 1191
5 162 154 171 171 167 176 180 1181
10 162 145 166 167 164 174 180 1158
50 164 156 166 158 168 175 180 1167
100 157 180 178 168 151 174 180 1188
2G; 976 959 1019 1009 985 1049 1080 22 Xij 7077
Ranking 6° 7° 3° 40 50 20 1° 2G3 7165725

22 X% 1195575
2B? 8348303

C 1192475
Analise da Variancia
SS DF MS f F(0,05:6:30)
total 3100,50 41
G 1813,00 6 302,16 7,90 - (Ho)y rejeitado
B; 140,21 5 28,04
residuo 1147,28 30 38,24

Uma avaliacdo pos-hoc, usando o Teste de Dunnestignando se os valores de

inibicdo dos extratos e produtos de sintese sausiguele obtido pelo tratamento usando o
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controle (sulfato de cobre), deu resultados negatpara todos os tratamentos (TABELA 4
Nesta avaliacdo, a hipotese nula)d{hguestiona se os valores de inibicdo de cada item
ensaiado € igual aquele obtido para o controle(mie significancia de 5%), sendo o fator

calculado de d) comparado ao valor day’( critico unilateral de Dunnett com grau de

. . . . e s ZG| Controle'ZGitratamento .
liberdade dos residuos igual a infinito (Anexp bnde:q = Y ; Gi =

, sendod) o n° de grupos

ranking dentro do grupo (i-ésimo), e erro pad&io,= ba(2+1)

e (b) o n° de blocos (ZAR, 1996. p.271).

TABELA 4. Comparac¢des dos tratamentos com o Caatrol

Ranking :Gi- IGi' SE q q0,05:=7)  (ho)y
10 vs 20 31 7,48  4,142549 2,29
10 vs 3° 61 7,48 8151468 2,29
10 vs 4° 71 7,48 9487774 2,29
1° vs 5° 95 7,48  12,69491 2,29
1° vs 6° 101 7,48  13,49669 2,29
10 vs 7° 121 7,48 16,16931 2,29

D.1.b Avaliacdo do efeito de inibicao individual

Objetivando uma melhor visualizacdo dos efeitosirdeicdo inferidos por cada
tratamento a cada espécie de bactéria, admitiorse percentual maximo de efeito inibidor
(100%) aquele causado pelo tratamento controléafsutle cobre). A partir desta assuncéo,
para cada tratamento, os totais de pocos inibigms, espécie de bactéria, foram
transformados em percentagem de inibicdo e tratatkiematicamente, resultando nos

graficos mostrados abaixo:
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Geodia corticostylifera referéncia
Q 100%
On
£ 90%
& ’ ——Sp.
80% —s—V.e.
70% P.e.
——P.i.
60%
—x—P.f
50%
40%
0,05 0,5 5 10 50 100 g/l
Geodia corticostylifera estressada
Q 100%
O
:é 90%
£ ° ——Sp.
80% —m—\Ve.
70% P.e.
——P..
60%
—%—Pf
50%
40%
0,05 0,5 5 10 50 100 g/l
Arenosclera brasiliensis referéncia
Q 100%
On
=
E 90% —e—Sp.
80% —s—V.e.
70% P.e.
—»—P..
60%
—x—P.f
50%
40%
0,05 0,5 5 10 50 100 pg/l
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Arenosclera brasiliensis estressada
8 100%
o
‘T 90%
80%
70%
60%
50%
40%
0,05 0,5 5 10 50 100 g/l
12 Sintese
8 100%
o
£ 90% —e—Sp.
80% —a—\Ve.
70% P.e.
——P.i.
60%
—x—P.f
50%
40%
0,05 0,5 5 10 50 100 g/l
22 Sintese
& 100%
o
i<}
< 0,
90% ——S.p.
80% —=—V.e.
70% P.e.
——P.i.
0,
60% —x—P.f.
50%
40%
0,05 0,5 5 10 50 100 pg/l




200
Batista, W.R. (2012). Utilizacdo de glicerofosfdfifps sintéticos analogos do PAF como agentes anti-

incrustantes na composicéo de tintas maritimagqgsta, sintese, caracterizacdo quimica e avalidgao
performance

D.2 Microalgas marinhas

A TABELA 5 apresenta os resultados obtidos do teste lab@alatmm microalgas

marinhas, onde a contagem das células esteveomdals & acdo algicida alcancada por cada

tratamento.

TABELA 5. Contagem das células Pl€el/ml) apés acdo dos tratamentos.
Acdo 1° dia 2° dia 3° dia 4° dia 5° dia

Branco —T1 11 10 18 13 17 7 7 12 8 10
Branco —T2 8 10 12 8 8 6 4 5 6 7
Branco —T3 11 8 4 4 7 4 6 12 4 10
22 Sint.—T1 7 4 13 9 3 2 3 3 1 1

22 Sint.—T2 5 16 8 1 3 3 0 1 0 0
22 Sint.—T3 5 7 12 29 8 6 3 6 2 4
Padrao—T1 6 6 2 3 7 5 12 1 8 9
Padrao—T2 6 0 7 4 3 9 7 9 5 6
Padrao—T3 5 7 24 18 6 3 24 18 20 15

Branco—D1 25 27 18 28 5

Branco—D2 21 21 32 18 8 9

Branco—D3 28 32 8 17 5 10 12 10 11 9
7 1

2% Sint.—D1 4 4 4 5 4 2 1 1

2% Sint.—»D2 10 15 15 17 22 25 32 35 20 15
2% Sint.—D3 4 1 4 5 2 2 1 1 1 1

Padrao—D1 9 7 5 5 2 3 12 12 8 9
Padrao—D2 6 8 12 16 2 2 8 6 7 4
Padrao—D3 2 3 18 19 12 10 12 14 10 9

Branco—S1 22 35 26 15 18 20 18 12 16 10
Branco—S2 36 38 22 18 32 18 35 18 22 12
Branco—S3 33 45 13 28 8 18 10 5 9 3
22 Sint.—S1 42 25 30 32 0 0 0 0 0 0
22 Sint.—S2 13 35 12 4 0 8 6 0 0 0
22 Sint.—S3 38 25 13 28 0 0 0 0 0 0
Padrao—S1 15 12 32 25 45 38 35 38 34 22
Padrao—S2 28 25 28 33 28 32 25 28 19 16
Padrao—S3 16 28 35 32 38 35 32 30 22 15
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Para avaliagdo da inibicdo do crescimento celubarcélculado o percentual de
inibicdo (% 1) a partir dos valores médios de @dutontabilizadas para cada um dos
tratamentos em relacdo aqueles obtidos para cotepadrao, sendo usado a férmula,

% I (i) = 100*[1-(média tratamento / média controle)]

, tendo sido obtido como resultado:
microalgaSkeletonema constatui(Sqg = 63,02 % superior aquela obtida para o CSO
microalgaDunaliella Tertiolectal (Dt) = 3,57 % inferior aquela obtida para o0 CuS®©
microalgaDTetraselmis striatal (Ts) = 37,73 % superior aquela obtida para o CSO

Para visualizagao das diferengas entre os tratasegalizados, foi efetuada uma
andlise da variancia tendo como hipétese ndig),( vinculada a ANOVA (two-factor)p
guestionamento se os tratamentos podem ser caadideiguais usando os somatorios das

células contabilizadas para cada tratamento (bjquees TABELA 6).

TABELA 6. ANOVA TWO FACTOR (RANKING)
Ho : o efeito de inibicdo do crescimento microalgal € o mesmo para todos os tratamentos.

grupos 9 B—-Ts B—»Dt B—»Sc S—Ts S—»Dt §-5Sc¢ P—>Ts P—Dt P—Sc

blocks 5 2B;j
10 58 154 209 44 35 178 30 38 124
20 60 121 122 72 75 119 58 50 185 870
30 49 47 114 25 31 8 33 62 216 862
40 46 66 98 16 64 6 81 72 188 585
50 dia 45 56 72 8 47 0 63 39 128 637
458
SGi 258 444 615 165 252 311 265 261 841 3412
Ranking 5Gi  3°  7° g8 10 20 g B0 4o 90 3412
ST Xij 3412
22
Analise da Variancia X3j 1675002
Ss DF  MS e SBY 2457702
total 135604,6 44 C 2587054
Gi 7629498 8 953787 678 |G Ho rejeitado
Bj 1437258 4 359314 SYXij 3412

residuo 45027,02 32 1407,09
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Nesta avaliacdo foi avaliado a acdo de cada tra@nsebre cada espécie de microalga
(Tratamento— espécie); sendo os tratamentos B (branco de reagentes); S (produto da 22
sintese) e P (padrdo de CyS@ as espécies de microalgas Duraliella tertiolectg, Sc
(Skeletonma constatyre Ts(Tetraselmis striata

Uma avaliagcédo pos-hoc, usando o Teste de Tukegtignando se acgdes inibidoras de
crescimento entre o produto da 22 sintese e aqbétia pelo tratamento usando o controle
(sulfato de cobre), deu resultados negativos paraatamentos agindo sobre as microalgas
Skeletonma constatuen Tetraselmis striatacontudo verificou-se um resultado positivo para
acdo dos tratamentos em relacdo a micro&lgaaliella tertiolecta(TABELA 7). Nesta
avaliacdo, a hipétese nulagfhquestiona se os valores de inibicdo de cada itesaiado &
igual aquele obtido para o controle (nivel de i§igincia de 5%), sendo o fator calculado de

(q) comparado ao valor critico da distribuicap)(com grau de liberdade dos residuos

z GI controle = z GI tratamento; GI
SE

MS (residuo)
n

(Anexo B); onde:q = = ranking dentro do grupo (i-ésimo), e

erro padrdo,SE = , sendo (no n° de dados para cada grupo (ZAR, 1996.

p.214).

TABELA 7. Comparagdes entre os tratamentos.

Ranking 2Gi- ZGi' SE q q'(0,05;32;9)

1°vys 2° 87 16,77 5,19 4,72

1°vys 3° 93 16,77 5,54 4,72

1°vs 4° 96 16,77 5,72 4,72

20 ys 49 9 16,77 0,54 4,72 aceito

6° vs 9° 530 16,77 31,59 4,72
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Pelo exposto verificou-se aqui que o produto obhd®? sintese apresentou, quando
comparado ao padrdo de CuS0Om alto nivel de atividade algicida contra o cieento da
diatomaceaSkeletonema constatusn uma boa inibicdo contra a PrasinofiGestraselmis
striata, contudo, ndo apresentou diferencas quanto sgaaantra a clorofice@unaliella
tertiolecta.Os graficos abaixo apresentam as acdes de cadménato sobre cada espécie de

microalga ao longo do experimento.

Efeito do branco de reagentes

220
200 N L T e
180 -
160 -

140 L - 7-7\: 777777777777777777777
——Ts
120 '

100 1 —s—Dt
80 - Sc
60

40 - L > —

20

(10° ceélulas / ml)

1° 2° 3° 40 5° dia

Efeito do produto da 22 sintese

220
200 [ T T
180 -
160 -
140 S T
120 -

100 |
80 Sc

60
40
20 A

1° 20 3° 40 5° dia

—— Ts

—a—Dt

(10° ceélulas / ml)

Efeito do padrdo de CuSO 4

220
200 -
180 | L T R
160 | T L T S
140 -
120 SR T L ——Ts
100 (S T T

—a—Dt
Sc

(10° ceélulas / ml)
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ANEXO A

Encomendas de navios no mundo. Extrato do shiphgiktatistics (2011).

W 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Country Mo | 'TO0DGT [sharel%) Mo | 'DODGT [sharel%) Mo O00DGT |shars) Mo, | 'DO0GT |sharei®) Mo 000G T I:_h:ar:lil Mo. | D00GT |share(s) Mo, | DODGT |shars(s)
| Japan 1065) 49 704 J4.0)1.168] 51871 J1.6)1.313] 568933 27.3) 1.495| GIEI4 19.4) 1607 G364 173] 1.286]) 51966 17.5) 1.105] 42474 16.3
5. Korea |0ia| 54.3ba Jr2] 1. 040] 50 2EZ LR G ] ] J1.0) 2.24F) 126531 GE4] 2A03] 137,586 di4) 1.675] 104252 J4.7] 1.357] BY9.595 J4.3
China T90( 20466 14.0] 1.027] 25940 15.8) 1.650) 44 778 21.4) 3.138] 87761 2006) 3989 1239461 A7) 323 110148 J70) 2867 103051 39.5
| Bl murm 0 ] 0. ] o 0.0 4 12 (] £ 1] 0.0 | 3 oo o o MR o o 0.0
Dienmark Li] 1487 1.0 16 1.5E4 1.0 11 1.424 0.7 23 1462 0.4 21 1.148 03 12 fufala] 0.2 o} B :] 0.0
France i 454 0.3 I 6/ 0.4 15 Bol 0.4 20 ik 0.2 13 123 0z 8 438 01 g 283 0.1
Germany 117 2,700 1.8 187 4 0E5 2h 159 4,151 2.0 200 4165 1.3 181 3,568 1.0 BB 1,988 07 ils] 1458 0.6
Gresce | Z 0.1 | 16 0.0 2 17 ] d i) 0.0 4 ! oo 4 3 [0 4 a 0.0
[taly 18 1.B15 1.2 g1 2,239 1.4 b 2175 1.0 118 2570 0.8 98 1,147 05 B3 1,965 07 47 1.293 L
Hetherlands 171 457 03] 233 G614 Da] 232 G622 0.3 263 41 0.2 100 b ] 0 Ba 452 02 10 331 0.1
LK B o oo 5 4 0.0 4 2 00 ) 2 0.0 E | 0o i 1 0.0 o} 1 0.0
Finland ) 412 0.3 13 gay ] 11 Bol 0.4 1] B2G 0.3 ! 282 0z Li] 335 01 o] 31 0.1
Norway 19 a7 oo 33 1 6 0.1 El J47 0.2 G4 264 a1 Ji 132 0o 42 ol 0.0 40 130 0.0
Sweden 0 ] 0. ] o 0.0 4 27 (] £ il 0.0 3 37 oo 2 24 MR o o 0.0
| Spain 130 2N 0.2 115 | 0.3 143 144 0.4 165 BiiD L 148 184 02 120 56 0.2 83 448 0.1
Fortugal B 24 0.1 12 al 0.0 g Gl ] ] L] 0.0 156 b4 oo d 11 [0 2 g 0.0
Europe tota o7 1664 a2 T 1nrz2 G.a] a1l 11,283 5.4 Bas| 11.767 J.6 G326 8,302 2b] 447 6,520 22 315 4106 1.6
Brazil al 261 0.2 a0 | 64 ol 31 1 B4 0l gl 1 854 0.6 104 2,054 oy 18 2118 o G 2449 0.9
Paoland 127 2. B44 1.9 126 2 5ES 1.6 NI 2322 1.1 123 2031 0.8 140 1.414 04 B2 J27 1N} 10 J05 0.1
Singapore G0 284 0.2 o8 440 0.2 I 209 01 95 263 o 115 451 0 107 207 0l ] 264 0.1
Taiwan a1 2.045 1.4 52 2534 1.4 a8 2378 1.1 67 2 B3E 0.9 62 2,647 07 47 2232 0F 42 1.947 0.7
WE5A 44 i} 0.4 a2 502 0.4 |26 124 0.3 132 693 0.2 132 il 02 be 928 02 12 212 0.1
Croatia 83 2,380 1.6 5 2 360 1.4 gl 1.879 0.9 69 1.897 0.8 64 1,665 05 46 432 0.3 4 542 0.2
Imdia i 229 0.2 a7 5b4 0.3 148 1B 0.4 24 2615 0.8 287 3,038 1.0) 261 3,424 1.1 By Pt il U.g
Fhilippinas] Jo 11 0.5 30 187 0.5 &0 1,886 0.8 116 5,160 1.6 17 2918 (] 114 6,680 2.2 108 1064 2.1
Rumania g7 baG 0.7 101 1,522 0.8 127 1,681 0B 14 3043 0.4 164 3,802 LR 1] 1,944 .G B0 1116 0.4
Tuwrkey 138 Gal 0.4 192 1,222 0.7] 247 1615 0.8 337 2348 0.7 Ji2 2,650 07] 2i5 1,118 0.4 162 204 k.
Viatnam 34 641 0.4 I 182 0.h 122 ) ] 1.0 204 J204 1.0 J21 4,286 1.2) 287 3,084 1) 252 ahE 0.9
Othars 407 2. 262 1.5] 537 3,070 1.9] 548 2170 1.3 618 J.714 [N 452 4,125 1.3] aog 4 038 1.3] BOS 2430 0.5
Sub total LA a0zl ) 14701 1e207 B8]0, 0E] 18,616 g.8) 2.Eh4| 29.EbE 9.1) &786| 335469 0] 2890 26626 g8 2078l 21EN B.4
Wordd T u:-:a_l 4647 146,213 1000) 5522 164,022 10000) 6.908] 208875 ] 10004 10.065] 329,732 100.0011.341 | 368.070] 100.0] $.286]) 300611 100,00 1 E22] F61016] 100.0

{Motg] 1. Data Socurce : IHE(Former Lioyd's Register) "World Shipbulding Sfatistics”. Year-end bass.

2_ Shig Size Coverage - 100 Grozs Tonnage smd over.

3. Euroge total=Former Sipresent CESA) counfries. Excludes Poland (member from "83) | Rumania (00}, Croatial02), Lithuania & Bulgaria'09) for comparzons with former periods
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ANEXO B

Possiveis estruturas e fragmentos de glicerofosfdic@as (Fonte: Lipidmaps)

02990,
% d dﬂu @ e.‘,‘h\

Nature Lipidomics gateway

C=Number of carbons; DB=Number of double bonds

Input Mass Matched Mass HG C DB  Abbreviation M-snl M-sn1l-H20 M-sn2 M-sn2-H20 Formula lon

675.6826 676.4912 P@8 1 PC(12:0/16:1(92))494.3241 476.3135 440.2772 422.2666 C3H;i;NOgP [M+H]+
675.6826 676.4912 P@8 1 PC(10:0/18:1(92))522.3554 504.3448 412.2459 394.2353 C3eH;iNOgP [M+H]+
675.6826 676.4912 P@8 1 PC(18:1(97)/10:0)412.2459 394.2353 522.3554 504.3448 C3H;;NOgP [M+H]+
675.6826 676.4912 P@8 1 PC(14:0/14:1(92))466.2928 448.2822 468.3085 450.2979 C3H;:NOgP [M+H]+
675.6826 676.4912 P@8 1 PC(16:1(92)/12:0)440.2772 422.2666 494.3241 476.3135 C3H;iNOgP [M+H]+
675.6826 676.4912 P@8 1 PC(14:1(97)/14:0)468.3085 450.2979 466.2928 448.2822 C3H7;NOgP [M+H]+
675.6826 676.5276 PQ9 0 PC(P-16:0/13:0) - - 480.3449 462.3343 C3H;:NO,P [M+H]+
Input Mass Matched Mass HG C DB  Abbreviation M-snl M-sn1l-H20 M-sn2 M-sn2-H20 Formula lon

676.6461 676.5276 PQ9 0 PC(P-16:0/13:0) - - 480.3449 462.3343 CgH;:NO,P [M+H]+
676.6461 676.4912 P@8 1 PC(10:0/18:1(92))522.3554 504.3448 412.2459 394.2353 C3gH;iNOgP [M+H]+
676.6461 676.4912 P@8 1 PC(18:1(92)/10:0)412.2459 394.2353 522.3554 504.3448 C3H;;NOgP [M+H]+
676.6461 676.4912 P@8 1 PC(14:0/14:1(92))466.2928 448.2822 468.3085 450.2979 C3H7iNOgP [M+H]+
676.6461 676.4912 P@8 1 PC(14:1(97)/14:0)468.3085 450.2979 466.2928 448.2822 C3H7;NOgP [M+H]+
676.6461 676.4912 P@8 1 PC(12:0/16:1(92))494.3241 476.3135 440.2772 422.2666 C3H;iNOgP [M+H]+
676.6461 676.4912 P@8 1 PC(16:1(92)/12:0)440.2772 422.2666 494.3241 476.3135 C3H7iNOgP [M+H]+
Input Mass Matched Mass HG C DB Abbreviation M-snl M-sn1l-H20 M-sn2 M-sn2-H20 Formula lon

689.6807 690.5069 PQ9 1 PC(13:0/16:1(9Z)) 494.3242 476.3136 454.2929 436.2823 C3/H7sNOgP [M+H]+
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689.6807 690.5069 PQ9 1 PC(16:1(92)/13:0) 454.2929 436.2823 494.3242 476.3136 Cg3/H7sNOgP [M+H]+
689.6807 690.5069 PQ9 1 PC(12:0/17:1(9Z)) 508.3398 490.3292 440.2772 422.2666 CzH;3NOP [M+H]+
689.6807 690.5069 PQ9 1 PC(14:1(92)/15:0) 482.3242 464.3136 466.2929 448.2823 C3/H7sNOgP [M+H]+
689.6807 690.5069 PQ9 1 PC(15:0/14:1(97)) 466.2929 448.2823 482.3242 464.3136 Cg3/H7sNOgP [M+H]+
689.6807 690.5069 PQ9 1 PC(17:1(92)/12:0) 440.2772 422.2666 508.3398 490.3292 C3/H;sNOP [M+H]+
689.6807 690.5432 PG0O O PC(P-16:0/14:0) - - 480.3448 462.3342 CgeH/NO/P [M+H]+
689.6807 690.5432 PG0O O PC(P-18:0/12:0) - - 508.3761 490.3655 CgzgH;/NO;P [M+H]+
689.6807 690.5432 PGB0 1 PC(0-16:0/14:1(92)) - - 482.3605 464.3499 CggH;/NO;P [M+H]+
689.6807 690.5432 PGB0 O PC(P-20:0/10:0) - - 536.4074 518.3968 CgzgH;/NO;P [M+H]+
Il\r/llr;:ts M&t;?sd HG C DB Abbreviation M-snl Mﬁznol— M-sn2 MHznOZ Formula lon
701.6923 702.5069 PGB0 2 PC(10:0/20:2(117,147)p48.3711 530.3605 412.2459394.2353 CzgH;NOP [M+H]+
701.6923 702.5069 PGB0 2 PC(12:0/18:2(92,127))520.3398 502.3292 440.2772422.2666 CggH7aNOgP [M+H]+
701.6923 702.5069 PGB0 2 PC(14:1(92)/16:1(97))494.3242 476.3136 466.2929448.2823 CggH7aNOgP [M+H]+
701.6923 702.5069 PGB0 2 PC(16:1(92)/14:1(92))466.2929 448.2823 494.3242476.3136 CsgH;NOP [M+H]+
701.6923 702.5069 PGB0 2 PC(20:2(117,147)/10:0%412.2459 394.2353 548.3711530.3605 CggH7aNOgP [M+H]+
701.6923 702.5069 PGB0 2 PC(18:2(97,127)/12:0)440.2772 422.2666 520.3398502.3292 CggH7aNOgP [M+H]+
701.6923 702.5069 PGB0 2 PC(17:2(97,127)/13:0)454.2929 436.2823 506.3242488.3136 CsgH;NOP [M+H]+
701.6923 702.5069 PGB0 2 PC(13:0/17:2(92,127))506.3242 488.3136 454.2929436.2823 CggH7aNOgP [M+H]+
ll\r/‘lgl;; Msltggsed HG C DB  Abbreviation M-snl Mﬁznol— M-sn2 M-sn2-H20 Formula lon
703.6888 704.5225 PGB0 1 PC(10:0/20:1(117)p50.3867 532.3761 412.2459 394.2353 C3gH7sNOgP [M+H]+
703.6888 704.5225 PGB0 1 PC(14:0/16:1(97))494.3241 476.3135 468.3085 450.2979 CzgHzsNOgP  [M+H]+
703.6888 704.5225 PGB0 1 PC(13:0/17:1(92))508.3398 490.3292 454.2928 436.2822 CggH7sNOgP  [M+H]+
703.6888 704.5225 PGB0 1 PC(12:0/18:1(97))522.3554 504.3448 440.2772 422.2666 C3gH7sNOgP [M+H]+
703.6888 704.5225 PGB0 1 PC(14:1(92)/16:0)496.3398 478.3292 466.2928 448.2822 C3gHsNOgP [M+H]+
703.6888 704.5225 PGB0 1 PC(16:1(97)/14:0)468.3085 450.2979 494.3241 476.3135 CggH7sNOgP  [M+H]+
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703.6888 704.5225 PGB0 1 PC(16:0/14:1(92))466.2928 448.2822 496.3398 478.3292 CggH7sNOgP  [M+H]+
703.6888 704.5225 PGB0 1 PC(20:1(117)/10:0412.2459 394.2353 550.3867 532.3761 CzgHzsNOgP [M+H]+
703.6888 704.5225 PGB0 1 PC(18:1(97)/12:0)440.2772 422.2666 522.3554 504.3448 CggH7sNOP [M+H]+
703.6888 704.5225 PGB0 1 PC(17:1(97)/13:0)454.2928 436.2822 508.3398 490.3292 CggH7sNOgP  [M+H]+
703.6888 704.5589 PG1 0 PC(P-18:0/13:0) - - 508.3762 490.3656 C3H7gNOP [M+H]+
703.6888 704.5589 PG1 0 PC(P-16:0/15:0) - - 480.3449 462.3343 C3H7oNOP [M+H]+

Input Mass Matched Mass HG C DB  Abbreviation M-snl M-sn1-H20 M-sn2 M-sn2-H20 Formula lon

704.6431 704.5589 PGBl 0 PC(P-16:0/15:0) - - 480.3449 462.3343 C3H7NO,P [M+H]+
704.6431 704.5589 PB1 0 PC(P-18:0/13:0) - - 508.3762 490.3656 C3gH7dNO;P [M+H]+
704.6431 704.5225 PG0 1 PC(13:0/17:1(9Z)) 508.3398 490.3292 454.2928 436.2822 CzgH;sNOgP [M+H]+
704.6431 704.5225 PGB0 1 PC(12:0/18:1(97)) 522.3554 504.3448 440.2772 422.2666 C3gH7sNOgP [M+H]+
704.6431 704.5225 PGB0 1 PC(16:0/14:1(97)) 466.2928 448.2822 496.3398 478.3292 C3gH7sNOgP [M+H]+
704.6431 704.5225 PG0 1 PC(20:1(117)/10:0)412.2459 394.2353 550.3867 532.3761 CzgHssNOgP [M+H]+
704.6431 704.5225 PGB0 1 PC(18:1(97)/12:0) 440.2772 422.2666 522.3554 504.3448 C3gH7sNOgP [M+H]+
704.6431 704.5225 PGB0 1 PC(17:1(97)/13:0) 454.2928 436.2822 508.3398 490.3292 C;3gH7sNOgP [M+H]+
704.6431 704.5225 PG0 1 PC(16:1(97)/14:0) 468.3085 450.2979 494.3241 476.3135 CzgH;sNOgP [M+H]+
704.6431 704.5225 PGB0 1 PC(14:0/16:1(97)) 494.3241 476.3135 468.3085 450.2979 Cg3gH7sNOgP [M+H]+
704.6431 704.5225 PGB0 1 PC(10:0/20:1(117))550.3867 532.3761 412.2459 394.2353 Cg3gH7sNOgP [M+H]+
704.6431 704.5225 PG0 1 PC(14:1(97)/16:0) 496.3398 478.3292 466.2928 448.2822 C3gH;sNOgP [M+H]+
Input Mass Matched Mass HG C DB  Abbreviation M-snl M-sn1-H20 M-sn2 M-sn2-H20 Formula lon

705.6451 706.5382 PGB0 0 PC(10:0/20:0) 552.4024 534.3918 412.2459 394.2353 C3gH;/NOgP [M+H]+
705.6451 706.5382 PGB0 0 PC(13:0/17:0) 510.3555 492.3449 454.2929 436.2823 C3gH;;NOgP [M+H]+
705.6451 706.5382 PGB0 0 PC(12:0/18:0) 524.3711 506.3605 440.2772 422.2666 CsgH;7NOgP [M+H]+
705.6451 706.5382 PGB0 0 PC(15:0/15:0) 482.3242 464.3136 482.3242 464.3136 CzgH;/NOgP [M+H]+
705.6451 706.5382 PGB0 0 PC(14:0/16:0) 496.3398 478.3292 468.3085 450.2979 C3gH;/NOgP [M+H]+
705.6451 706.5382 PGB0 0 PC(17:0/13:0) 454.2929 436.2823 510.3555 492.3449 C3gH;;NOgP [M+H]+
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705.6451 706.5382 PGB0 0 PC(16:0/14:0) 468.3085 450.2979 496.3398 478.3292 CzH;;NOgP [M+H]+
705.6451 706.5382 PGB0 0 PC(20:0/10:0) 412.2459 394.2353 552.4024 534.3918 CggH;/NOgP [M+H]+
705.6451 706.5382 PGB0 0 PC(18:0/12:0) 440.2772 422.2666 524.3711 506.3605 CzgH;7NOgP [M+H]+
705.6451 706.5745 P@B1 0 PC(0-18:0/13:0) - - 510.3918 492.3812 Cj3gHsNO/P [M+H]+
705.6451 706.5745 P@1 0 PC(0-16:0/15:0) - - 482.3605 464.3499 CyHgiNOP [M+H]+

Input Matched L M-sn1- M-sn2-

Mass Mass HG C DB Abbreviation M-snl H20 M-sn2 H20 Formula lon
706.6284  706.5745 PGl 0 1%(1%0) - - 510.3918 492.3812 CseHgNOP [M+H]+
706.6284  706.5745 PGl 0 1(%(1%0) : . 482.3605 464.3499 CiHgNOP  [M+H]+
706.6284 706.5382 P@O 0 PC(12:0/18:0) 524.3711 506.3605 440.2772422.2666 C3H7;NOgP [M+H]+
706.6284 706.5382 PGB0 0 PC(15:0/15:0) 482.3242 464.3136 482.3242464.3136 CzgH;/NOgP [M+H]+
706.6284 706.5382 PGB0 0 PC(16:0/14:0) 468.3085 450.2979 496.3398478.3292 CzgH;/NOgP [M+H]+
706.6284 706.5382 P@GO O PC(20:0/10:0) 412.2459 394.2353 552.4024534.3918 C3gH7;NOgP [M+H]+
706.6284 706.5382 PGO 0 PC(18:0/12:0) 440.2772 422.2666 524.3711506.3605 CzgH;/NOgP [M+H]+
706.6284 706.5382 PGB0 0 PC(17:0/13:0) 454.2929 436.2823 510.3555492.3449 C3gH;/NOgP [M+H]+
706.6284 706.5382 P@O O PC(13:0/17:0) 510.3555 492.3449 454.2929436.2823 C3gH7;NOgP [M+H]+
706.6284 706.5382 PGB0 0 PC(10:0/20:0) 552.4024 534.3918 412.2459394.2353 C3gH;/NOgP [M+H]+
706.6284 706.5382 PGB0 0 PC(14:0/16:0) 496.3398 478.3292 468.3085450.2979 CzgH;/NOgP [M+H]+

Input Matched . M-sn1- M-sn2-

Mass Mass HG C DB Abbreviation M-sn1l H20 M-sn2 H20 Formula lon

717.7772 718.5382 PG1
717.7772 718.5382 PG1
717.7772 718.5382 PG1
717.7772 718.5382 PG1
717.7772 718.5382 PG1

PC(14:1(92)/17:0) 510.3555 492.3449 466.2929448.2823 C3H;NOgP  [M+H]+
PC(17:1(97)/14:0) 468.3085 450.2979 508.3398490.3292 C3H;/NOP  [M+H]+
PC(18:1(92)/13:0) 454.2929 436.2823 522.3555504.3449 C3H,/NOgP  [M+H]+
PC(15:0/16:1(9Z)) 494.3242 476.3136 482.3242464.3136 C3H;/NOgP  [M+H]+
PC(14:0/17:1(9Z)) 508.3398 490.3292 468.3085450.2979 CzH;/NOgP  [M+H]+

e
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717.7772 718.5382 PGl 1 PC(13:0/18:1(97)) 522.3555 504.3449 454.2929436.2823 CzH;/NOgP [M+H]+

717.7772 718.5382 PGl 1 PC(17:0/14:1(97)) 466.2929 448.2823 510.3555492.3449 CzH;/NOgP [M+H]+

717.7772 718.5382 PGl 1 PC(16:1(92)/15:0) 482.3242 464.3136 494.3242476.3136 CzH;/NOgP [M+H]+

717.7772 718.5745 P@2 0 PC(P-18:0/14:0) - - 508.3761 490.3655 CyHgiNO;P [M+H]+

717.7772 718.5745 P@2 0 PC(P-20:0/12:0) - - 536.4074 518.3968 C4HsiNO;P [M+H]+
PC(O- ) )

717.7772 718.5745 PG@2 1 16:0/16:1(92)) 482.3605 464.3499 C,HgNO,P [M+H]+

717.7772 718.5745 P@2 0 PC(P-16:0/16:0) - - 480.3448 462.3342 C,gHgiNO;P [M+H]+
PC(O- ) )

717.7772 718.5745 P@2 1 18:0/14:1(92)) 510.3918 492.3812 C,gHgiNO;P [M+H]+

Input Matched L M-sn1- M-sn2-

Mass Mass HG C DB Abbreviation M-snil H20 M-sn2 H20 Formula lon
718.5522 718.5382 PGl 1 PC(14:1(92)/17:0) 510.3555 492.3449 466.2929448.2823 CzH;/NOgP [M+H]+
718.5522 718.5382 PGl 1 PC(17:1(92)/14:0) 468.3085 450.2979 508.3398490.3292 CzH;/NOgP [M+H]+
718.5522 718.5382 PGl 1 PC(18:1(92)/13:0) 454.2929 436.2823 522.3555504.3449 CzH;/NOgP [M+H]+
718.5522 718.5382 PGl 1 PC(15:0/16:1(97)) 494.3242 476.3136 482.3242464.3136 CzH;/NOgP [M+H]+
718.5522 718.5382 PGl 1 PC(14:0/17:1(9Z7)) 508.3398 490.3292 468.3085450.2979 CzH;/NOgP [M+H]+
718.5522 718.5382 PGl 1 PC(13:0/18:1(97)) 522.3555 504.3449 454.2929436.2823 CzH;/NOgP [M+H]+
718.5522 718.5382 PGl 1 PC(17:0/14:1(97)) 466.2929 448.2823 510.3555492.3449 CzH;/NOgP [M+H]+
718.5522 718.5382 PGl 1 PC(16:1(92)/15:0) 482.3242 464.3136 494.3242476.3136 CzH;/NOgP [M+H]+
718.5522 718.5745 P@2 0 PC(P-18:0/14:0) - - 508.3761 490.3655 CyHgiNO;P [M+H]+
718.5522 718.5745 P@2 0 PC(P-20:0/12:0) - - 536.4074 518.3968 CyHgiNO;P [M+H]+

PC(O- ) )
718.5522 718.5745 P@2 1 16:0/16:1(92)) 482.3605 464.3499 C,oHgNO;P [M+H]+
718.5522 718.5745 P@2 0 PC(P-16:0/16:0) - - 480.3448 462.3342 C,gHgiNOsP [M+H]+
PC(O- ) )
718.5522 718.5745 P@2 1 18:0/14:1(92)) 510.3918 492.3812 C,gHgiNO;P [M+H]+
Input Matched L M-sn1- M-sn2
Mass Mass HG C DB Abbreviation M-sn1l H20 M-sn2 H20 Formula lon
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729.7747
729.7747
729.7747
729.7747
729.7747
729.7747
729.7747
729.7747
729.7747
729.7747
729.7747
729.7747

729.7747

Input
Mass

730.7498

730.7498
730.7498
730.7498
730.7498
730.7498
730.7498
730.7498
730.7498
730.7498

730.5382
730.5382
730.5382
730.5382
730.5382
730.5382
730.5382
730.5382
730.5382
730.5382
730.5382
730.5745

730.5745

Matched
Mass

730.5745

730.5745
730.5382
730.5382
730.5382
730.5382
730.5382
730.5382
730.5382
730.5382

P@G2
PG2
P@G2
P@G2
PG2
P@G2
PG2
PG2
PG2
P@G2
PG2
P@G3

PG3

HG C DB

PG3
PG2
P@G2
PG2
PG2
P@G2
PG2
PG2
PG2

P NN DN DNDNDNDNDNDNDDNDDNDDN

N

PC(18:2(92,127)/14.0) 468.3085
PC(10:0/22:2(1372,167))576.4024

PC(14:0/18:2(97,127)) 520.3398
PC(16:1(92)/16:1(92)) 494.3242
PC(12:0/20:2(117,147))548.3711

PC(20:2(117,147)/12:0)440.2772

PC(18:1(92)/14:1(9Z)) 466.2929
PC(14:1(97)/18:1(97)) 522.3555
PC(17:2(92,127)/15:0) 482.3242
PC(22:2(132,162)/10:0)412.2459

PC(15:0/17:2(9Z,127)) 506.3242
PC(P-16:0/17:1(92)) -

PC(O-
16:0/17:2(92,127))

Abbreviation
PC(O-

16:0/17:2(97,127))

PC(P-16:0/17:1(92)) -
PC(14:0/18:2(97,127)) 520.3398
PC(16:1(92)/16:1(92)) 494.3242
PC(18:2(97,127)/14:0) 468.3085
PC(15:0/17:2(97,127)) 506.3242
PC(18:1(92)/14:1(92)) 466.2929
PC(12:0/20:2(117,147))548.3711

M-snl

PC(17:2(92,127)/15:0) 482.3242
PC(22:2(132,162)/10:0)412.2459

450.2979
558.3918
502.3292
476.3136
530.3605
422.2666
448.2823
504.3449
464.3136
394.2353
488.3136

M-sn1-
H20

502.3292
476.3136
450.2979
488.3136
448.2823
530.3605
464.3136
394.2353

520.3398 502.3292
412.2459 394.2353
468.3085450.2979
494.3242476.3136
440.2772 422.2666
548.3711 530.3605
522.3555504.3449
466.2929 448.2823
506.3242 488.3136
576.4024 558.3918
482.3242 464.3136
480.3448 462.3342

482.3605 464.3499

M-sn2-

M-sn2 H20

482.3605 464.3499

480.3448 462.3342
468.3085450.2979
494.3242476.3136
520.3398 502.3292
482.3242 464.3136
522.3555504.3449
440.2772 422.2666
506.3242 488.3136
576.4024 558.3918

0

20H77NOgP [M+H]+
NOgP [M+H]+
NOgP [M+H]+
NOgP [M+H]+
NOgP [M+H]+
NOgP [M+H]+
NOgP [M+H]+
NOgP [M+H]+
NOgP [M+H]+
NOgP [M+H]+
Os_ [M+H]+
P [M+H]+

I
|E:

o
lEI

o
lEI

0
|E:

o
lEI

o
lEI

0
|E:

o
lEI

o
lEI

0
:

0
|L:I
Fo

NOP [M+H]+

0
|EI
5

lon

T
o
=
3
c
Q

[M+H]

0
T
5
o

P [M+H]+
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]

0 10
T
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5
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I
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5

I
i
g
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5
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caracterizacdo quimica e avaliacdo de performance

730.7498 730.5382 PG2 2 PC(20:2(117,147)/12:0)440.2772 422.2666 548.3711530.3605 CyH;7/NOgP [M+H]+
730.7498 730.5382 PG2 2 PC(10:0/22:2(137,167))576.4024 558.3918 412.2459394.2353 C,oH7zNOgP [M+H]+
730.7498 730.5382 PG2 2 PC(14:1(97)/18:1(92)) 522.3555 504.3449 466.2929448.2823 CyH;7/NOgP [M+H]+
I'\r)lgl;; Msltggsed HG C DB  Abbreviation M-snl Mﬁznol— M-sn2 MHznOZ Formula lon
731.7684 732.5538 PG2 1 PC(12:0/20:1(117))550.3867 532.3761 440.2772422.2666 C4H7NOgP [M+H]+
731.7684 732.5538 PG2 1 PC(18:0/14:1(97)) 466.2928 448.2822 524.3711506.3605 C4qH7oNOgP [M+H]+
731.7684 732.5538 PG2 1 PC(16:0/16:1(9Z)) 494.3241 476.3135 496.3398478.3292 C,H7NOgP [M+H]+
731.7684 732.5538 PG2 1 PC(10:0/22:1(137))578.4180 560.4074 412.2459394.2353 Cy4qH7NOgP [M+H]+
731.7684 732.5538 PG2 1 PC(18:1(97)/14:0) 468.3085 450.2979 522.3554504.3448 C,qH7NOgP [M+H]+
731.7684 732.5538 PG2 1 PC(20:1(117)/12:0)440.2772 422.2666 550.3867532.3761 C,H7oNOgP [M+H]+
731.7684 732.5538 PG2 1 PC(22:1(137)/10:0)412.2459 394.2353 578.4180560.4074 CyoH7NOgP [M+H]+
731.7684 732.5538 PG2 1 PC(15:0/17:1(97)) 508.3398 490.3292 482.3241464.3135 CyqH;NOgP [M+H]+
731.7684 732.5538 PG2 1 PC(14:1(92)/18:0) 524.3711 506.3605 466.2928448.2822 C,H;JNOgP [M+H]+
731.7684 732.5538 PG2 1 PC(14:0/18:1(97)) 522.3554 504.3448 468.3085450.2979 Cy4qH7NOgP [M+H]+
731.7684 732.5538 PG2 1 PC(17:1(92)/15:0) 482.3241 464.3135 508.3398490.3292 C,4qH;NOgP [M+H]+
731.7684 732.5538 PBG2 1 PC(16:1(92)/16:0) 496.3398 478.3292 494.3241476.3135 C,H7NOgP [M+H]+
731.7684 732.5902 PG3 0 PC(P-20:0/13:0) - - 536.4075 518.3969 C,HgNO,P [M+H]+
731.7684 732.5902 PG3 1 16:0F/’TC7(%-[9Z]) - - 482.3605 464.3499 C,HgNO,P [M+H]+
731.7684 732.5902 P33 0 PC(P-18:0/15:0) - - 508.3762 490.3656 C,HgaNO/P [M+H]+
731.7684 732.5902 PG3 0 PC(P-16:0/17:0) - - 480.3449 462.3343 C,4HgNO;P [M+H]+
l,\r}lzl;; Msltggsed HG C DB  Abbreviation M-snl Mﬁznol— M-sn2 MHznOZ Formula lon
732.6449 732.5902 PG3 1 16:(%(%292:) - - 482.3605 464.3499 C,HgaNO;P [M+H]+
732.6449 732.5902 PG3 0 PC(P-20:0/13:0) - - 536.4075 518.3969 C,HgNO,P [M+H]+
732.6449 732.5902 P33 0 PC(P-18:0/15:0) - - 508.3762 490.3656 C,HgaNO/P [M+H]+
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caracterizacdo quimica e avaliacdo de performance

732.6449 732.5902 P33 0 PC(P-16:0/17:0) - - 480.3449 462.3343 CyHgsNO;P [M+H]+
732.6449 732.5538 PG2 1 PC(14:1(92)/18:0) 524.3711 506.3605 466.2928448.2822 C,4qH;NOgP [M+H]+
732.6449 732.5538 PBG2 1 PC(14:0/18:1(97)) 522.3554 504.3448 468.3085450.2979 C,H7oNOgP [M+H]+
732.6449 732.5538 PBG2 1 PC(17:1(92)/15:0) 482.3241 464.3135 508.3398490.3292 C,;qH7oNOgP [M+H]+
732.6449 732.5538 PG2 1 PC(16:1(92)/16:0) 496.3398 478.3292 494.3241476.3135 CyqH7NOgP [M+H]+
732.6449 732.5538 PG2 1 PC(22:1(137)/10:0)412.2459 394.2353 578.4180560.4074 C,H7oNOgP [M+H]+
732.6449 732.5538 PG2 1 PC(20:1(117)/12:0)440.2772 422.2666 550.3867532.3761 C,H7oNOgP [M+H]+
732.6449 732.5538 PG2 1 PC(18:1(97)/14:0) 468.3085 450.2979 522.3554504.3448 C4oH;NOgP [M+H]+
732.6449 732.5538 PG2 1 PC(15:0/17:1(9Z)) 508.3398 490.3292 482.3241464.3135 C;H7NOgP [M+H]+
732.6449 732.5538 PG2 1 PC(16:0/16:1(92)) 494.3241 476.3135 496.3398478.3292 C,H7NOgP [M+H]+
732.6449 732.5538 PG2 1 PC(18:0/14:1(97)) 466.2928 448.2822 524.3711506.3605 CsqH7oNOgP [M+H]+
732.6449 732.5538 PG2 1 PC(12:0/20:1(117))550.3867 532.3761 440.2772422.2666 C,H7NOgP [M+H]+
732.6449 732.5538 PG2 1 PC(10:0/22:1(137))578.4180 560.4074 412.2459394.2353 C,;H7oNOgP [M+H]+
Il\r;lzl;ts Ml?/lt;gsd HG C DB Abbreviation M-sn1l M|_-|2r(1)1- M-sn2 MHZ?)Z Formula lon
733.7463 7345695 P32 0 PC(13:0/19:0) 538.3868520.3762 454.2929 436.2823 CyHgiNOgP [M+H]+
733.7463 7345695 P32 0 PC(12:0/20:0) 552.4024534.3918 440.2772 422.2666 CyHgiNOgP [M+H]+
733.7463 7345695 P@B2 0 PC(10:0/22:0) 580.4337562.4231412.2459 394.2353 C,4qHgiNOgP [M+H]+
733.7463 7345695 P@B2 0 PC(15:0/17:0) 510.3555492.3449 482.3242 464.3136 CyHgiNOgP [M+H]+
733.7463 7345695 P32 0 PC(17:0/15:0) 482.3242464.3136 510.3555 492.3449 C,gHg,NOgP [M+H]+
733.7463 7345695 P@B2 0 PC(19:0/13:0) 454.2929436.2823 538.3868 520.3762 C,4qHgiNOgP [M+H]+
733.7463 7345695 P@B2 0 PC(20:0/12:0) 440.2772422.2666 552.4024 534.3918 C4gHg,NOgP [M+H]+
733.7463 7345695 P@B2 0 PC(14:0/18:0) 524.3711506.3605 468.3085 450.2979 CyHgiNOgP [M+H]+
733.7463 7345695 P@B2 0 PC(18:0/14:0) 468.3085450.2979 524.3711 506.3605 C,qHgiNOgP [M+H]+
733.7463 7345695 P@B2 0 PC(16:0/16:0) 496.3398478.3292496.3398 478.3292 C4qHg;NOgP [M+H]+
733.7463 7345695 P32 0 PC(22:0/10:0) 412.2459394.2353 580.4337 562.4231 C4oHgNOgP [M+H]+
733.7463 734.6058 P@B3 0 PC(0-20:0/13:0) - - 538.4231 520.4125 CyHgsNOsP [M+H]+
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733.7463
733.7463

Input
Mass

734.6209
734.6209
734.6209
734.6209
734.6209
734.6209
734.6209
734.6209
734.6209
734.6209
734.6209
734.6209
734.6209
734.6209

734.6058
734.6058

Matched
Mass

734.6058
734.6058
734.6058
734.5695
734.5695
734.5695
734.5695
734.5695
734.5695
734.5695
734.5695
734.5695
734.5695
734.5695

PG3 0
PG3 0

HG C DB

PG3
P@G3
P@G3
P@G2
P@G2
P@G2
PG2
P@G2
PG2
PG2
P@G2
PG2
PG2
P@G2

O O O OO OO OO oo o o o

PC(0-18:0/15:0)
PC(0-16:0/17:0)

Abbreviation

PC(0-20:0/13:0)
PC(0-18:0/15:0)
PC(0-16:0/17:0)
PC(15:0/17:0)
PC(14:0/18:0)
PC(18:0/14:0)
PC(16:0/16:0)
PC(22:0/10:0)
PC(20:0/12:0)
PC(19:0/13:0)
PC(10:0/22:0)
PC(12:0/20:0)
PC(13:0/19:0)
PC(17:0/15:0)

510.3918
482.3605

M-sn2

538.4231
510.3918
482.3605
510.3555492.3449 482.3242
524.3711506.3605 468.3085
468.3085450.2979524.3711
496.3398478.3292 496.3398
412.2459394.2353 580.4337
440.2772422.2666 552.4024
454.2929436.2823 538.3868
580.4337562.4231 412.2459
552.4024534.3918 440.2772
538.3868520.3762 454.2929
482.3242464.3136 510.3555

Disponivel em: http://www.lipidmaps.org

492.3812
464.3499

M-sn2-
H20

520.4125
492.3812
464.3499
464.3136
450.2979
506.3605
478.3292
562.4231
534.3918
520.3762
394.2353
422.2666
436.2823
492.3449

Formula

| |I(‘)
3
5
O

0100 00
EEEEE,
5556055

00 o
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EEE E &
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[M+H]
[M+H]

lon

[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
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Batista, W.R. (2012). Utilizacdo de glicerofosfafifps sintéticos analogos do PAF como agentes anti-
incrustantes na composicéo de tintas maritimagqgsta, sintese, caracterizacdo quimica e avalidgao
performance

ANEXO C

Tabela valores criticos para distribuicdo F

Table for alpha (1): F(0.05;df1;df2)

df2/df1

60
120
inf

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

161.4476199.5000215.7073224.5832230.1619233.986(3236.7684238.8827240.5433241.8817
19.2964f 19.3295 19.3532

18.5128
10.1280
7.7086
6.6079
5.9874
5.5914
5.3177
5.1174
4.9646
4.8443
4.7472
4.6672
4.6001.
4.5431.
4.4940
4.4513
4.4139
4.3807
4.3512
4.3248
4.3009
4.2793
4.2597
4.2417
4.2252
4.2100
4.1960
4.1830
4.1709
4.0847
4.0012
3.9201.
3.8415

19.0000
9.5521.
6.9443
5.7861.
5.1433
4.7374
4.4590
4.256%
4.1028
3.9823
3.8853
3.8056
3.7389
3.6823
3.6337
3.5915
3.5546
3.5219
3.4928
3.4668
3.4434
3.4221.
3.4028
3.3852
3.3690
3.3541.
3.3404
3.3277
3.3158
3.2317
3.1504
3.0718
2.9957

19.1643
9.2766
6.5914
5.4095
4.7571.
4.3468
4.0662
3.8625
3.7083
3.5874
3.4903
3.410%
3.3439
3.2874
3.2389
3.1968
3.1599
3.1274
3.0984
3.0725
3.0491.
3.0280
3.0088
2.9912
2.9752
2.9604
2.9467
2.9340
2.9223
2.8387
2.7581.
2.6802
2.6049

19.2468
9.1172
6.3882
5.1922
4.5337
4.1203
3.8379
3.6331.
3.4780
3.3567
3.2592
3.1791.
3.1122
3.0556
3.0069
2.9647
2.9277
2.8951
2.8661.
2.8401.
2.8167
2.7955
2.7763
2.7587
2.7426
2.7278
2.7141
2.7014
2.6896
2.6060
2.5252
2.4472
2.3719

9.0135
6.2561.
5.0503
4.3874
3.9715
3.6875
3.4817
3.3258
3.2039
3.1059
3.0254
2.9582
2.9013
2.8524
2.8100
2.7729
2.7401
2.7109
2.6848
2.6613
2.6400
2.6207
2.6030
2.5868
2.5719
2.5581
2.5454
2.5336
2.4495
2.3683
2.2899
2.2141.

8.9406
6.1631
4.9503
4.2839
3.8660
3.5806
3.3738
3.2172
3.0946
2.9961.
2.9153
2.8477
2.7905
2.7413
2.6987
2.6613
2.6283
2.5990
2.5727
2.5491
2.5277
2.5082
2.4904
2.4741.
2.4591.
2.4453
2.4324
2.4205
2.3359
2.2541.
2.1750
2.0986

8.8867
6.0942
4.8759
4.2067
3.7870
3.5005
3.2927
3.1355%
3.0123
2.9134
2.8321
2.7642
2.7066
2.6572
2.6143
2.5767
2.5435
2.5140
2.4876
2.4638
2.4422
2.4226
2.4047
2.3883
2.3732
2.3593
2.3463
2.3343
2.2490
2.1665
2.0868
2.0096

Fonte: http://www.statsoft.com/textbook/distribuntitables/#f05

19.3710
8.8452
6.0410
4.8183
4.1468
3.7257
3.4381.
3.2296
3.0717
2.9480
2.8486
2.7669
2.6987
2.6408
2.5911
2.5480
2.5102
2.4768
2.4471.
2.4205
2.3965
2.3748
2.3551.
2.3371.
2.3205
2.3053
2.2913
2.2783
2.2662
2.1802
2.0970
2.0164
1.9384

19.3848
8.8123
5.9988
4.772%
4.0990
3.6767
3.3881.
3.1789
3.0204
2.8962
2.7964
2.7144
2.6458
2.5876
2.5377
2.4943
2.4563
2.4227
2.3928
2.3660
2.3419
2.3201.
2.3002!
2.2821.
2.2655
2.2501.
2.2360
2.2229
2.2107
2.1240
2.0401.
1.9588
1.8799

19.3959
8.7855
5.9644
4.7351
4.0600
3.6365
3.3472
3.1373
2.9782
2.8536)
2.7534
2.6710
2.6022
2.5437
2.4935
2.4499
2.4117
2.3779
2.3479
2.3210
2.2967
2.2747
2.2547
2.2365
2.2197
2.2043
2.1900
2.1768
2.1646
2.0772
1.9926
1.9105
1.8307
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ANEXO D

Tabela dos valores maximos para distribuicdo de Duret

Fonte : http://www.forecastingprinciples.com/filedf/tables.pdf

Exhibit 3 Multiple Comparisons Against a Benchmark
with Prior Hypotheses on Direction
(Dunnett's t at 5% level for one-tail comparisons
between several treatments and a control)
Mumber of Treatment Means (Excluding the Control)
Degrees of
Freedom 1 2 3 4 5 6 7 8 9
5 202 244 268 2.85 298 3.08 3.16 324 3.30
6 1.94 234 256 271 283 292 3.00 3.07 3.12
T 1.89 227 248 262 273 282 2.89 295 3.M
8 1.85 222 242 255 266 274 281 287 292
9 1.83 218 237 250 2860 268 275 2.81 2.86
10 1.81 215 234 247 256 264 2.70 276 281
11 1.80 213 2.3 244 253 260 267 272 277
12 1.78 21 229 241 250 258 264 269 274
13 1.77 209 227 2.39 248 255 261 2.66 271
14 1.76 208 225 237 246 253 259 264 269
15 1.75 207 224 2.36 244 251 257 262 267
16 1.75 206 223 2.34 243 2580 256 261 265
17 1.74 2.05 2.22 2.33 242 249 2.54 2.59 2.64
18 1.73 204 221 2.32 24 248 253 258 262
19 1.73 203 220 231 240 247 252 257 261
20 172 203 219 2.30 239 246 251 256 260
24 1.71 201 217 228 236 243 2.48 253 257
30 1.70 1.99 215 225 233 240 245 250 254
40 168 197 213 223 2.3 237 242 247 251
60 167 1.95 210 221 228 2.35 239 244 248
120 166 1.93 2.08 2.18 226 232 237 241 245
X 1.64 192 2.06 216 223 229 234 2.38 242
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Tabela dos valores criticos para distribuicaam

ANEXO E

Fonte : http://www.stat.wisc.edu/courses/st571 fahéds/tableQ.pdf

a = 005
k ] 3 4 5 G T 5 ] 10
df
1] 180 270 3282 271 404 431 454 474 4491
2 608 233 980 1085 1173 1243 1303 1354 1399
2480 381 682 TFE)D E0d S48 AE5 Q182 044
4393 a0d &nv6 G629 AF1  vOs Y36 TE0 TER
s 284 480 522 AGEY AD2 BAY 658 A&)  GO4
G346 434 490 530 563 o 612 632 649
Tl 2234 418 468 506 5368 oAl 582 A0D GG
B 326 404 453 489 517 od0 560 AFT na?
af 220 285 441 4% 502 52 543 559 674
1 31s 385 433 4.6 491 512 530 546 b
11211 282 426 457 482 & 520 535 549
12 [ 308 377 420 451 4% 49 512 527 b
12208 373 445 445 469 485 505 519 5AD
4203 370 411 441 464 483 409 513 525
15| 301 367 408 437 4.59 1.78 194 508 520
16 [ 300 365 405 433 456 4% 490 503 515
17 [ 288 3263 4.02 430 452 400 458 409 5l
18 [ 297 261 4.00 428 449 467 482 496 5OV
19| 296 350 3898 4.80 447 465 1.79 4.02 o
0| 2as 358 296 4.23 445 482 477 4480 50l
24 | 292 353 290 407 437 4.5 468 481 492
30| 280 349 2E3 400 430 448 460 472 482
dn | ZEs 344 379 4.04 1.23 4.29 102 1.63 4.73
G0 283 340 274 285 416 431 444 453 46S
120 [ 280 336 368 3292 410 424 436 447 406
so | 277 231 2620 386 402 41¥ 0 420 439 447




