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RESUMO
Cianobactérias e microalgas sdo microrganismos fotossintetizantes, que produzem compostos
bioativos como carotenoides, flavonoides, e acidos graxos, de importancia para a industria
farmaceéutica, cosmética, alimenticia e de biocombustiveis. Este trabalho se prop0s investigar o
potencial bioativo dos extratos de microalga Chlorella sp. (GBBBO06), cianobactérias Nostoc
sp. (GBBBO1) e Synechococcus sp. (GBBB07), coletadas no Parque Nacional da Chapada das
Mesas, cerrado maranhense. Foram realizados extratos metanodlicos das amostras estudadas,
para entdo caracterizar quimicamente usando técnicas cromatograficas como Cromatografia em
camada delgada, Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de
diodo, e Cromatografia a gas acoplada ao espectrometro de massas, e para avaliar o potencial
antioxidante foi realizado o teste do DPPH" e ABTS'™". Foi identificado através da cromatografia
liquida, picos com comprimentos de onda caracteristico de carotendides na amostra de
Chlorella sp. (GBBBO06) e picos caracteristicos de clorofilas em todas amostras estudadas. Na
cromatografia em fase gasosa foram identificados metabolitos como acidos graxos, alcoois e
compostos nitrogenados. Entre os compostos identificados, os que apresentam maior
abundancia no cromatograma sao fitol, glicerol, acido acético, acido benzoico e N, N-dimetil-
Acetamida. Na avaliacdo do potencial antioxidante, as amostras apresentaram capacidade de
sequestrar 12% (Nostoc sp.), 20% (Chlorella sp.) e 25% (Synechococcus sp.), do radical DPPH’
na concentracdo do extrato de 0,675 mg/mL, ndo apresentando aumento de atividade nas
concentragdes mais altas do extrato. Os resultados com o radical ABTS™ mostraram alto
potencial antioxidante das amostras, com capacidade de sequestrar o ABTS™ em 60%
(Chlorella sp.) 70% (Synechococcus sp.) e 70% (Nostoc sp). Esses resultados demonstraram
que Chlorella sp. Nostoc sp. e Synechococcus sp. possuem composicdo quimica rica em
metabolitos secundarios bioativos com potencial aplicagdo biotecnoldgica, e assim, estes
extratos representam uma alternativa para exploracao economica do cerrado brasileiro de forma

sustentavel.

Palavras-Chave: Bioprospec¢ao; Chlorella; Nostoc; Synechococcus; metabodlitos secundarios



ABSTRACT
Cyanobacteria and microalgae are photosynthetic microorganisms, which produce
bioactive compounds such as carotenoids, flavonoids, and fatty acids, of importance for
the pharmaceutical, cosmetic, food and biofuel industries. This work aimed to investigate
the bioactive potential of the extracts of microalgae Chlorella sp. (GBBB06),
cyanobacteria Nostoc sp. (GBBBO01) and Synechococcus sp. (GBBB07), collected in the
Chapada das Mesas National Park, in the Cerrado of Maranhdo. Methanolic extracts of
the studied samples were performed, to then chemically characterize using
chromatographic techniques such as thin layer chromatography, high performance liquid
chromatography coupled to the diode array detector, and gas chromatography coupled to
the mass spectrometer, and to assess the antioxidant potential the DPPH " and ABTS™ test
was performed. Through liquid chromatography, peaks with characteristic wavelengths
of carotenoids were identified in the sample of Chlorella sp. (GBBB06) and characteristic
peaks of chlorophylls in all studied samples. In gas chromatography, metabolites such as
fatty acids, alcohols and nitrogen compounds were identified. Among the identified
compounds, those that present the greatest abundance in the chromatogram are phytol,
glycerol, acetic acid, benzoic acid and N, N-dimethyl-acetamide. In the evaluation of the
antioxidant potential, the samples had the capacity to sequester 12% (Nostoc sp.), 20%
(Chlorella sp.) And 25% (Synechococcus sp.), of 2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl in the
concentration of the extract 0.675 mg / mL, showing no increase in activity at the highest
concentrations of the extract. The results with the radical ABTS™ showed high
antioxidant potential of the samples, with the ability to sequester ABTS™ in 60%
(Chlorella sp.) 70% (Synechococcus sp.) and 70% (Nostoc sp). These results
demonstrated that Chlorella sp. Nostoc sp. and Synechococcus sp. they have a chemical
composition rich in secondary bioactive metabolites with potential biotechnological
application, and thus, these extracts represent an alternative for economically exploring

the Brazilian Cerrado in a sustainable manner.

Key-words: bioprospecting; chlorella; nostoc; synechococcus, secondary metabolites
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1.1 APRESENTACAO

Cianobactérias e microalgas sdo microrganismos fotossintetizantes que possuem ampla
capacidade de adaptacdo, possuindo tolerancia as diversas condi¢cdes ambientais, sendo
encontrado em ambientes terrestre, marinho, de dgua doce, entre outros (HU et al, 2018;
KOMAREK, 2010; OLIVEIRA, 2010).

Esses microrganismos fotossintéticos, emergiram como um novo recurso bioldgico de
alto potencial, pois seus metabolitos apresentam diferentes atividades bioldgicas que sdo de
grande interesse para a humanidade devido as suas propriedades farmacéuticas (antibioticos)
(MOSTAFA, 2012; ABED et al., 2009; DIXIT & SUSEELA, 2013; RASTOGI & SINHA,
2009; DITTMANN et al., 2015).

Dentre as bioatividades descritas para os metabolitos, a literatura cita, atividade
citotoxica, antitumoral, antiviral, antibacteriana, antiprotozoal, antifungica, algicida,
antiinflamatoéria, inibidora enzimatica, antiobesidade, protetora contra radiagdo ultravioleta
(NIEDERMEYER, 2015; RASTOGI et al., 2015; SWAIN el al., 2015; TAN, 2010).

Virias espécies de microalgas sdo cultivadas comercialmente em alguns paises € a
biomassa produzida tem sido utilizada como fonte de produtos para aplicacdo na industria de
alimentos. Elas podem ser usadas para produzir uma grande variedade de metabdlitos, tais como
proteinas, lipideos, vitaminas ou carotendides que podem ser utilizados para aditivos
alimentares e alimentos para animais, em produtos farmacéuticos e cosméticos (BECKER,
2004; PRIYADARSHANI & RATH, 2012).

Igualmente as microalgas, as cianobactérias apresentam grande importancia econdmica,
pois, algumas espécies sdo utilizadas na produgdo de alimentos com valores nutricionais
elevados, na industria de cosméticos. Ja na industria farmacéutica, apresentam um potencial
promissor por produzirem ativos de grande interesse (THAJUDDIN & SUBRAMANIAN,
2005).

As cianobactérias filamentosas como Nostoc, Spirulina, Arthrospira, Anabaena, ¢
muitas outras, sdo particularmente atraentes para a producdo de biomassa de alta qualidade,
pois representam uma fonte de proteina e uma variedade de produtos quimicos e farmacéuticos
(GANTAR & SVIRCEV, 2008).

Desse modo, os microrganismos fotossintetizantes demonstram ter um potencial ainda
longe de ser esgotado, principalmente no que se refere a descoberta de novas substancias para
auxiliar a farmacologia moderna sendo bastante promissores para a engenharia de bioprocessos

(SILVA, 2016).
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Muitos estudos tém sido realizados para a bioprospec¢do de compostos bioativos
oriundos desse grupo, contudo, muitos focam em testes de atividade, muitas vezes laboriosos e
com resultados falso negativos. Portanto, ¢ importante aliar outras ferramentas como a
caracteriza¢cdo quimica para se permitir uma visualiza¢do mais completa desse potencial.

O Parque Nacional da Chapada das Mesas ¢ uma regido especial de preservacdo, que se
caracteriza por sua grande biodiversidade. Estudar os microrganismos fotossintetizantes desse
local, além de contribuir para o conhecimento dos compostos bioativos de cianobactérias e
microalgas, ajuda a valorar a biodiversidade do parque. As cianobactérias e microalgas
produzem uma variedade de metabdlitos secundérios de interesse para a industria, € muito da
sua composi¢ao quimica ainda é desconhecida. Portanto, é importante conhecer a composicao
quimica dos metabolitos secundarios desses organismos, de maneira a direcionar a identificagao
da bioatividade desses metabolitos, através de técnicas cromatograficas, como a cromatografia

em camada delgada, e cromatografia liquida com o uso de detector de arranjo de fotodiodos e

a cromatografia gasosa (RODRIGUES et al., 2015; RODRIGUES et al., 2014).
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.2.1 Parque Nacional da Chapada das Mesas: Cerrado Brasileiro

O Parque Nacional da Chapada das Mesas (PNCM) esta localizado no sudoeste do
Maranhao, entre os municipios de Carolina, Estreito e Riachdo (Figural). O parque possui uma
area total de 160.046 hectares divididos em duas areas distintas, uma maior com cerca de

140.000 ha e uma menor com aproximadamente 19.000 ha (MARQUES, 2016).

Figura 1. Localizacfdo geografica do Parque Nacional da Chapada das Mesas- MA
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A sua criagdo em 2005, como uma unidade de conservacao da categoria de protecao
integral, trouxe novos usos para o territorio. A criagdo desta unidade ¢ fruto de um processo
historico de organizagdo da comunidade para proteger a regido contra o avanco da fronteira
agricola e de empreendimentos que pudessem pOr em risco tanto o seu valor ecoldgico, como
o rico potencial ecoturistico que merece destaque no cenario nacional devido as suas inimeras
e belas cachoeiras e canions com a formagao arenitica (MARQUES, 2016).

O PNCM ¢ uma regido especial de preservacdo, funcionando como um ecotono de trés
biomas nacionais (Amazonia, Caatinga e Cerrado). A regido do Parque se caracteriza por uma
grande biodiversidade, abrigando altos niveis de riqueza ¢ abundancia de espécies da flora e

fauna (COSTA, 2016).
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A sua cobertura vegetal é caracterizada, pela presenca de Formacgdes Savanicas
(Cerrado), Florestais e Floresta Marginal. Nos topos das mesas e chapadas ha maior ocorréncia
das Formagdes Savanicas e Florestais. J4 a Floresta Marginal acompanha as margens dos canais
fluviais (MORAES & LIMA, 2007).

As suas planicies fluviais abrangem uma area de aproximadamente 119,40 km?.
Predominantemente elas ocorrem nos fundos dos vales dos rios Farinha, Itapicuru, Lajes
Grande, ribeirdo Corrente, Cancela, Cipd, Lajes, corrego Gaviao, Bacuri, Angelim, da Prata,
Rejeitado e outros. Em virtude da significativa amplitude altimétrica ocorrente, e sua area de
abrangéncia, tem-se muitas cachoeiras, como as do Prata e Sio Romao, que apresentam grande
atrativo turistico pela beleza cénica (MARQUES, 2012).

No interior do PNCM, existem intimeras nascentes de cursos d’agua, que abastecem trés
importantes bacias hidrograficas, a do Parnaiba, Araguaia/Tocantins e do Sao Francisco. O rio
Farinha é um afluente da margem esquerda do rio Tocantins, que tem uma importancia muito
grande para toda a regido central do pais (MARQUES, 2012).

Nesse panorama, tem-se a presenga de comunidades que mantém estreita relagdo com
ambiente, de onde retiram meios para sobreviver e criar suas familias. Nas comunidades em
torno do Parque, 65% dos moradores informaram que utilizam agua de rios, corregos ou riachos
para o abastecimento doméstico (SILVA, 2017).

No PNCM, ja foram desenvolvidos alguns trabalhos sobre bioprospec¢do, como o de
Dias et al. (2015), que investigaram a composi¢cdo quimica ¢ atividade larvicida de dleos
essenciais extraidos de plantas do Parque Nacional da Chapada das Mesas, contra Aedes aegypti
L. (Diptera: Culicidae). Outro estudo sobre bioprospeccdo no parque, foi o de Santos et al.
(2020) que realizou bioprospeccdo das atividades antioxidante, antibacteriana e antibiofilme
contra Corynebacterium ulcerans e toxicidade de Stryphnodendron coriaceum Benth. No que

se refere aos constituintes bioativos de cianobactérias e microalgas do PNCM pouco se conhece.

1.2.2 Microalgas e cianobactérias: Defini¢cdo

Microalgas sdo microrganismos eucaridticos que realizam fotossintese como a principal
via de assimilacdo de carbono. Esses microrganismos podem se desenvolver como células
individuais ou em pequenas colonias (PRUVOST et al., 2015; KLEIN, et al, 2018).

O termo "microalgas" refere-se a algas constituidas de uma grande diversidade de seres
microscopicos e unicelulares (CASTRO, 2017; ZHANG et al. 2014). Elas sdo encontradas em
ambientes de dgua doce e marinhos, e vivem em uma ampla gama de condigdes ambientais

(ULLAH et al., 2015; KLEIN et al., 2018).
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As cianobactérias por sua vez, sdo organismos procarioticos fotossintetizantes, realizam
fotossintese I e II, mas sem estarem organizadas em cloroplastos como as plantas (WHITTON,
2012). Embora sejam fotoautotroficas, algumas espécies comportam-se como heterotroficas no
escuro, consumindo glicose como fonte de carbono (SINGH et al, 2015).

Possuem ampla capacidade de adaptagdo e tolerancia as diversas condigdes ambientais.
Sdo amplamente distribuidas em ambientes aquaticos (marinhos e dulcicolas), terrestres, no
interior de rochas, além, de habitats extremos como fontes termais, desertos e regido polar
(PREMANANDH el al., 2009; WHITTON, 2012; PAERL & PAUL, 2012).

Abaixo na figura 2, se encontram algumas imagens de microrganismos

fotossintetizantes, microalgas e cianobactérias.

Figura 2. Imagens dos microrganismos, Nostoc (A), Chlorella (B) e Synechococcus (C), na
escala de 10um.
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As cianobactérias possuem pigmentos como clorofila a e ficobiliproteinas, como a
ficocianina que € responsavel pela cor verde-azulada caracteristica desse grupo, ficoeritrina, e
aloficocianina, organizados em complexos de pigmentos absorvedores de energia conhecido
como ficobilissomas, localizados nas membranas dos tilacoides (PARMAR et al., 2011).
Alguns representantes do grupo apresentam ainda, clorofila b (Prochloron didemni), e clorofila
d (Acaryochloris marina) (CHEN et al.,2010).

Quanto a sua morfologia, apresentam ampla diversidade, se apresentando em forma
unicelular, tanto individualmente como formando colonias, ou em forma de filamentos
(FRANCESCHINI et al., 2010).

A presenca de exopolissacarideos que formam envoltérios em torno das
cianobactérias, mantem a estrutura da coldnia, serve como protecao contra predadores e ajuda
na absorcdo de nutrientes. As formas filamentosas apresentam heterocitos e acinetos, que sao
células diferenciadas para a fixacdo de nitrogénio e de resisténcia, respectivamente

(WHITTON & POTTS, 2002; JAIME-CEBALLOS et al., 2006).
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1.2.3 Metabdlitos secundarios produzidos por Chlorella sp, Nostoc sp e Synechococcus sp

Os compostos bioativos sdo em sua maioria metabolitos secundarios, que podem ser
definidos como compostos organicos que ndo sao essenciais ao organismo como os metabolitos
primarios, mas possuem efeitos benéficos com diferentes atividades como, antioxidante,
antibacteriano, entre outras. Microrganismos fotossintetizantes como microalgas e
cianobactérias produzem metabolitos secundarios de interesse para a indistria farmacéutica e
biotecnoldgica. Durante muito tempo, esse interesse esteve ligado principalmente ao estudo das
cianotoxinas, como microcistina, saxitoxina e anatoxina-a.

Em contrapartida, nos tltimos anos, estudos tém revelado que cianobactérias marinhas,
terrestres e de agua doce sdo capazes de produzir, somando-se a estas toxinas, uma grande
variedade de metabolitos secundarios ndo toxicos, como os carotendides, com diferentes
estruturas quimicas e importantes atividades bioldgicas (DITTMANN et al 2015; NUNNERY
etal., 2010;CHLIPALA et al., 2011; DUCAT et al., 2011; COSTA et al., 2012).

Dentre as bioatividades ja descritas na literatura para metabolitos de cianobactérias e
microalgas, foram citadas, antioxidante, antiviral, antibacteriana, antiprotozoal, antifiingica,
algicida, antiinflamatoria, antiobesidade e protetora contra radiagao ultravioleta (BLUNT et al.,
2016; DITTMANN et al., 2015; NIEDERMEYER, 2015; RASTOGI et al., 2015; SWAIN et
al., 2015; PEREIRA et al., 2010; TAN, 2010; CHOI et al., 2012; DABAS et al., 2014).

Algumas espécies de microalgas produzem elevada quantidade de lipidios e acidos
graxos, sendo caracteristicas essenciais para o desenvolvimento da produgdo de biomassa algal
associada a producdo de biodiesel (SINGH et al., 2011). Além de que, sdo especialmente
aplicaveis em uma variedade de campos, incluindo aquicultura, alimentos, farmacia, engenharia
ambiental (SENDRA et al., 2017).

Bouyam et al. (2017), ao realizar producdo heterotréfica de Chlorella sp. cepa TISTR
8990, avaliando o crescimento e composicao da biomassa sob varias condigdes de produgao,
alcangaram uma produtividade lipidica elevada em cultivo heterotrofico. Tendo em vista a sua
alta taxa lipidica, Amaro et al. (2011), discutem os avangos e perspectivas no uso de microalgas
para producao de biodiesel.

Hu et al, (2018), em sua revisdo sobre cultivo heterotréfico de microalgas para produgao
de pigmentos, fala que as microalgas do género Chlorella sdo os candidatos mais adequados
para a producdo heterotrofica de carotendides como luteina e astaxantina, em particular a
espécie C. protothecoides para a producdo de luteina, e C. zofingensis para a produgdo de

astaxantina.
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Ip e Chen, (2005), estudaram a producdo de astaxantina pela microalga Chlorella
zofingiensis no escuro, mostrando que o cultivo heterotroéfico pode aumentar a produgdo desses
metabolitos. Rizwan et al. (2018) discutem a exploracdo de microalgas para novas aplicagdes
de Dbiotecnologia, destacando o potencial de microalgas como alimento para animais,
fertilizantes, medicamentos, cosméticos, meio ambiente e outras biotecnologias.

De acordo com Vijayavel et al., (2007) a Chlorella vulgaris ¢ de grande valor
nutricional, contendo altas concetragdes de proteinas, fibras, vitaminas e minerais. Além disso,
estudos experimentais usando Chlorella sp, tem demonstrado propriedades antioxidantes,
hepatoprotetoras, e atividade antitumoral.

Em estudos realizados por Plaza et al. (2012), extratos interessantes foram obtidos a
partir de Chlorella vulgaris, os mesmos mostraram-se ricos em carotendides e acidos graxos
poli-insaturados, portanto atividade antioxidante e antimicrobianas foram alvos considerando a
composi¢ao do extrato analisado.

Analise das cianobactérias Anabaena vaginicola e Nostoc calcicola, apontou essas
espécies como fontes ricas de importantes carotendides (HASHTROUDI et al., 2013). Sinha,
(2015), identificou, através de uma caracterizacdo bioquimica, aminoacidos do tipo
microsporina (MAAs) em duas espécies de Nostoc oriunda de diversos habitats.

El-sheekh et al. (2006), caracterizou substancia ativa antimicrobiana da cianobactéria
Nostoc muscorum, onde os resultados mostraram compostos fendlicos, com atividade contra
bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos.

Loaiza et al. (2016), realizou um comparativo da composi¢cdo bioquimica de quatro
espécies de Nostoc e Anabaena. Esse estudo comparativo mostrou que a linhagem mais
eficiente para a produgdo de proteinas, carboidratos e lipidios corresponderam a cepa Nostoc
LAUNOO015.

Producdo de citotoxicidade e metabolitos secundarios realizados por Hrouzek et al.
(2010), em cepas terrestres de Nostoc, oriundas de diferentes regides e habitats climaticos /
geograficos, mostrou uma grande fracdo de cepas intensamente citotoxicas entre cepas
simbidticas (60%) e temperadas e isolados climaticos continentais (45%); em comparacdo com
as incidéncias menos significativas nas cepas originarios de regides frias (36%), desertos (14%)
e habitats tropicais (9%).

Em isolamento ¢ avaliagdo da eficacia antitumoral de um polissacarideo de Nostoc
commune Vauch realizados por Guo et al. (2015), mostram que as descobertas deste estudo

serdo uteis ndo apenas para descobrir o mecanismo antitumoral dos polissacarideos a partir dos
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recursos naturais, mas também para o desenvolvimento de agentes antitumorais baseados em
polissacarideos eficazes e seguros para quimioterapia.
Na cianobactéria Synechococcus sp., oriunda de um ambiente marinho, Montero et al.
(2005) extraiu alguns carotenoides como o-caroteno, zeaxantina, criptoxantina e equinenona,
Na tabela 1 abaixo, se tem trabalhos sobre metabdlitos secundarios encontrados em

alguns géneros de microalgas e cianobactérias.

Tabela 1. Géneros de Chlorella, Nostoc, Synechococcus e seus respectivos metabolitos

produzidos
Géneros Metabélitos secundarios Referéncias
Astaxantina, -caroteno, Po-Fung Ip e Chen (2004)
Chlorella sp. Licopeno
Luteina, Zeaxantina,
Microcistina, B-caroteno, Carmichael, (2001)
Nostoc sp. Licopeno, Luteina, Hashtroudi, (2013)

Synechococcus sp.

Nodularina, nostocarbolina.

Criptoficinas, cianovirina-
N, aminodcidos do tipo
microsporina, boroficina

Anatoxina-a,Saxitoxicina,

Ficocianina
a-caroteno, zeaxantina,

criptoxantina e equinenona

Barbaras et al. (2008)
Churro et al. (2012)
Magarvey et al. (2006)
Sinha, (2015)

Burja et al. (2001)
Montero et al. (2005)

Os carotenoides s3o pigmentos isoprendides naturais encontrados nos tecidos

fotossintéticos de plantas, algas e microrganismos. Devido a sua alta hidrofobicidade, esses
compostos sdo normalmente encontrados nas membranas ou em outros locais hidrofobicos onde
funcionam como antioxidantes e desempenham papéis especiais na protecdo dos tecidos contra
danos causados pela luz (CAZZANELLI et al., 2012).

Esses pigmentos sdo de grande interesse comercial, principalmente por sua
aplicabilidade na industria alimenticia. Os microrganismos fotossintetizantes podem conter

uma grande variedade de carotendides em cada célula, sendo que diversas espécies podem
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acumular alta concentragdo de 8- caroteno, astaxantina ou cantaxantina (BAKER & GUNTER,
2004; PULZ & GROSS, 2004).
Além do uso alimentar, os carotenodides sdo importantes nutracéuticos devido aos seus
efeitos benéficos conhecidos, incluindo propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antiangiogénicas, cardioprotetoras e hepatoprotetoras (ZHANG et al., 2014). Os principais
carotenoides de interesse comercial das microalgas sdo o B-caroteno, a luteina e a astaxantina.
Outro metabolito promissor produzido por microrganismos fotossintetizantes como as
cianobactérias, € a cianovirina-N (CV-N), uma proteina tnica de 101 aminoacidos. Ela foi
descoberta como um constituinte de uma cianobactéria cultivada Nostoc ellipsosporum. A
cianovirina-N inativa de forma potente e irreversivel as diversas estirpes primarias do VIH-1.
Ela também bloqueia a transmissao célula a célula da infec¢do pelo HIV (BURJA et al., 2001).
A literatura também aponta a criptoficina, como um metabdlito de interesse. Ele foi
isolado de Nostoc sp. cepa (ATCC 53789) e se monstrou um potente fungicida. Também foi
isolado de Nostoc sp. cepa (GSV 224) e exibiu uma citotoxicidade potente contra linhas
celulares tumorais humanas, mostrando boa atividade contra tumores solidos (BURJA et al.,

2001).

1.2.4 Técnicas quimicas de analise de metabdlitos secundarios
1.2.4.1 Cromatografia de camada delgada (Thin layer chromatography- TLC)

A cromatografia em camada fina (TLC) ¢é amplamente utilizada como técnica de
separagdo e purificagdo rapida na maioria dos laboratérios inorganicos e bioquimicos. Essa
técnica geralmente ¢ uma das melhores opgdes para a triagem rapida de um grande niimero de
amostras, sendo considerada econdmica, pois requer limpeza minima da amostra e varias
amostras podem ser executadas em paralelo (HSU et al., 2003).

Na cromatografia, os componentes a serem separados sao distribuidos entre duas fases,
uma fixa e de grande area superficial denominada fase estacionéria, ¢ outra denominada fase
movel, que percola através da fase estacionaria. No processo de cromatografia, a separacdo dos
compostos ou mistura de compostos estd fundamentada na migracdo diferencial dos
componentes desta mistura, o que ocorre devido a diferentes interagdes do analito e as duas
fases: movel e estacionaria (LANCAS, 2009).

A TLC de fase normal, a fase estaciondria ¢ polar, entdo o os solutos polares se movem
mais devagar e ficam mais préximos da origem, enquanto os solutos ndo polares se movem

mais rapidamente e mais perto da frente do solvente, portanto, compostos com diferentes
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propriedades podem ser separados um do outro. Uma vez separados os componentes da amostra
os compostos podem ser observados em camara UV visivel (SANTIAGO & STROBEL, 2013).

Como placas cromatograficas sdo mais frequentemente fabricadas a partir de silica nua,
o modo predominante de TLC ¢é a fase normal, embora também estejam disponiveis
comercialmente placas de silica de fase reversa. Apesar dessa abordagem simples seja vital para
se ter o perfil inicial de uma amostra, apenas informagdes relacionadas ao fator de retencao
(valor de Rf) obtidos pela TLC nao ¢ suficiente para atribuir qualquer estrutura ao composto,
nem mesmo permite identificar com confiabilidade os componentes das amostras. Portanto, se
deve utilizar outras técnicas como a HPLC acoplada a um detector eficiente para analise. O
espectrometro de massa ou o detector de diodo sdo alguns exemplos de detectores que podem

ser acoplados ao HPLC (BAKRY et al., 2007).

1.2.4.2 Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography-
HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, ¢ uma técnica utilizada para a separagao de
materiais organicos e inorganicos. Essa técnica é conhecida por realizar separagdes e analises
quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes nas amostras, em alguns
minutos, com alta resolugao, eficiéncia e sensibilidade (SILVA, 2012).

A instrumentagdo necessaria na técnica de HPLC ¢é simples, contendo uma bomba de
alta pressdo, um sistema de distribuicao de solventes, uma valvula de inje¢do de amostra, além
de coluna de alta pressao, um detector e um computador para o controle do sistema e andlise
dos dados (SKOOG, 2006).

Existem diversos tipos de mecanismos de separacdo de cromatografica, tais como a de
particdo e adsorcao, entre outras (SKOOG, 2006). Na adsor¢ao ¢ util para separar os compostos
com base nas diferen¢as de polaridade, como a TLC. Em contraste, as separacdes baseadas em
particao diferenciam os compostos com base na solubilidade, como acontece na HPLC (FRIED
& SHERMA, 1992).

O tipo de cromatografia mais empregado ¢ o de fase reversa na qual a fase estaciondria
¢ apolar e a fase movel polar. Quanto a forma de eluicdo na cromatografia liquida, ha o modo
isocratica e o gradiente. A elui¢do isocratica € aquela que um Unico solvente ou uma mistura de
solventes ¢ mantido constante durante a analise, ja a gradiente ¢ aquela na qual ocorre a variagao
de quantidades de solventes organicos durante a corrida cromatografica (SKOOG, 2006).

Um dos detectores mais amplamente empregados na cromatografia liquida ¢ aquele

baseado na absorcdo de radiacdo ultravioleta visivel, sendo os detectores com um conjunto de
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diodos (DAD) um dos mais modernos, capazes de registrar o espectro inteiro de cada analito
em diferentes comprimentos de onda assim que ele ¢ eluido da coluna (HARRIS, 2008).

Esse tipo de detector possui em sua constitui¢do um conjunto de lampadas de deutério
e de tungsténio que emitem radiagdo na regido do UV-visivel, contribuindo com uma grande
exatiddo e precisdo nas medidas de comprimento de onda, alta resolugo e sensibilidade e um
nivel de sinal/ruido baixo. Oferece também um espectro para cada tempo de retengio,
permitindo a verificagdo da pureza do pico cromatografico e da eficiéncia da separacdo
(RAIMUNDO et al., 1997).

O uso da HPLC acoplado ao detector de DAD, tem sido utilizado para caracterizagdo
de extratos de microrganismos fotossintetizantes, como microalgas e cianobactérias, e
apresenta confiabilidade, mostrando que com o uso dessa técnica ja foram identificados uma

variedade de metabolitos secundarios (FRASSANITO et al., 2005).

1.2.4.3 Cromatografia a gas (Gas chromatography- GC)

A cromatografia gasosa ¢ uma ferramenta analitica poderosa, utilizada usualmente na
analise de misturas complexas de compostos em fase gasosa. Isto limita a técnica a analise de
compostos volateis e semivolateis, de baixa polaridade e baixa massa molecular (LANCAS,
2009).

A fase movel da cromatografia a gas é um gas de arraste que carrega a amostra através
do injetor aquecido, e transporta a amostra através da coluna cromatografica que mantém a fase
estacionaria (uma camada fina de liquido nao volatil). A interacdo entre a amostra e a coluna
faz com que cada um dos compostos presentes na amostra fique retidos em diferentes tempos.
Apos a separag@o na coluna, os componentes atravessam o detector um por um, € um sinal €
enviado registrando-se no formato de cromatograma (AQUINO NETO & NUNES, 2003).

Entre os detectores acoplado ao GC que sdo utilizados para a detec¢ao de extratos, esta
o espectrometro de massas (RODRIGUES et al., 2015). Esse detector permite a ionizagdo dos
componentes da amostra resultando na perda de um de seus elétrons, fazendo com que se
degrade em ions cujas razdo massa/carga (m/z) sdo registrados pelo espectrometro. Este €
utilizado principalmente para identificar e caracterizar a estrutura de compostos isolados, tendo
em vista que cada molécula possui apenas um Unico espectro de ions moleculares, o qual,

geralmente se encontra em uma biblioteca de dados espectrométricos (McMASTER, 2008).

1.2.5 Métodos para avaliar a atividade antioxidante

Os métodos utilizados para avaliar a atividade antioxidante se baseiam na capacidade
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dos antioxidantes presentes nas amostras em sequestrar radicais. Geralmente s3o analisadas
pelo emprego de métodos espectrofotométricos usando DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e
ABTS (2,2"-azino-bis-3 etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (CZERNIAKA et al.,2008).

O ensaio do DPPH consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical 2,2- difenil-
1-picril-hidrazil, de coloragdo purpura, observado em um comprimento de onda de 515 nm. Por
acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R), o DPPH ¢ reduzido formando 2,2-
difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de coloragdo amarela, com consequente desaparecimento da
banda de absorcao, sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da absorbancia (MOLYNEUX,
2004; RAMADAN, 2010).

A partir dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem de atividade antioxidante
(quantidade de DPPH reduzido pelo antioxidante) ou sequestradora de radicais e/ou a
porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional, sendo que a quantidade de antioxidante
necessaria para decrescer a concentracao inicial de DPPH em 50% ¢ denominada concentracao
eficiente (CEso), também chamada de concentragdo inibitoria (Clso). Quanto maior for o
consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua Clso e maior a sua atividade antioxidante
(SOUZA, 2012).

Além do método do DPPH, outro método que ¢ muito utilizado para a determinagdo da
atividade antioxidante é o método do ABTS™ (2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina- 6-acido
sulfonico). Ambos apresentam excelente estabilidade em certas condigdes de andlise, mas
também mostram diferengas importantes frente aos antioxidantes e quanto a manipulacdo. O
DPPH ¢ um radical livre, sem a necessidade de preparo; ja o radical ABTS™ deve ser gerado
por reagdes enzimaticas ou quimicas (RE et al.,1999).

O método baseia-se na geragdo do ABTS™, de cor azul esverdeado, por meio da reagdo
do ABTS com perssulfato de potassio que possui absor¢do maxima em 645, 734 ¢ 815 nm. Com
a adigdo de um antioxidante ocorre a reducdo do cation radical ABTS "™, para o radical ABTS
promovendo a perda da coloracdo do meio reacional. O método ¢ aplicavel ao estudo de
antioxidantes hidrossoluveis e lipossoluveis, compostos puros e extratos vegetais (RE et

al.,1999).

1.3 Objetivo geral

» (Caracterizar quimicamente ¢ avaliar o potencial antioxidante de extratos bruto de
microrganismos fotossintetizantes do ‘“Parque Nacional da Chapada das Mesas”,

Cerrado brasileiro
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1.4 Objetivos especificos
= QOtimizar a obtengado dos extratos ¢ fragoes;
» (aracterizar quimicamente a composi¢do dos extratos utilizando técnicas
cromatograficas hifenadas;
= Realizar testes in vitro para avaliar o potencial antioxidante dos extratos

* Prospectar por compostos bioativos.
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CAPITULO I1I

Caracterizacao quimica e atividade antioxidante de extrato bruto de microrganismos
fotossintetizantes do “Parque Nacional da Chapada das Mesas”, Cerrado brasileiro

Malena Correia Costa', Aldilene da Silva Lima? Céritas de Jesus Mendonga?, Claudia Quintino
da Rocha?, Vinicyus Teles Chagas®, Leonardo Teixeira Dall’ Agnol'

! Programa de Pés-graduacio em Biodiversidade ¢ Conservagdo, Universidade Federal do
Maranhio; > Programa de Pds-graduagio em Quimica, Universidade Federal do Maranhio; *
Programa de Pds-graduagao em Ciéncias da Satide, Universidade Federal do Maranhao.

RESUMO
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Cianobactérias e microalgas sdo microrganismos fotossintetizantes, que produzem compostos
bioativos como carotenoides, flavonoides, ¢ acidos graxos, de importancia para a industria
farmacéutica, cosmética, alimenticia e de biocombustiveis. Este trabalho se propds investigar o
potencial bioativo dos extratos de microalga Chlorella sp. (GBBBO06), cianobactérias Nostoc
sp. (GBBBO01) e Synechococcus sp. (GBBB07), coletadas no Parque Nacional da Chapada das
Mesas, cerrado maranhense. Foram realizados extratos metanolicos das amostras estudadas,
para entdo caracterizar quimicamente usando técnicas cromatograficas como Cromatografia em
camada delgada, Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de
diodo, e Cromatografia a gas acoplada ao espectrometro de massas, e para avaliar o potencial
antioxidante foi realizado o teste do DPPH’ e ABTS. Foi identificado através da cromatografia
liquida, picos com comprimentos de onda caracteristico de carotendides na amostra de
Chlorella sp. (GBBBO06) e picos caracteristicos de clorofilas em todas amostras estudadas. Na
cromatografia em fase gasosa foram identificados metabdlitos como acidos graxos, alcoois e
compostos nitrogenados. Entre os compostos identificados, os que apresentam maior
abundancia no cromatograma sao fitol, glicerol, acido acético, acido benzoico e N, N-dimetil-
Acetamida. Na avaliacdo do potencial antioxidante, as amostras apresentaram capacidade de
sequestrar 12% (Nostoc sp.), 20% (Chlorella sp.) e 25% (Synechococcus sp.), do radical DPPH
na concentracdo do extrato de 0,675 mg/mL, ndo apresentando aumento de atividade nas
concentragdes mais altas do extrato. Os resultados com o radical ABTS mostraram alto potencial
antioxidante das amostras, com capacidade de sequestrar o ABTS em 60% (Chlorella sp.) 70%
(Synechococcus sp.) e 70% (Nostoc sp). Esses resultados demonstraram que Chlorella sp.
Nostoc sp. e Synechococcus sp. possuem composi¢ao quimica rica em metabolitos secundarios
bioativos com potencial aplicagdo biotecnoldgica, e assim, estes extratos representam uma
alternativa para exploracao econdmica do cerrado brasileiro de forma sustentavel.

Palavras-Chave: Bioprospec¢do; Chlorella; Nostoc; Synechococcus; metabdlitos secundarios
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1. INTRODUCAO

Cianobactérias e microalgas sdo microrganismos fotossintetizantes que possuem ampla
plasticidade adaptativa ambiental, apresentando versatilidade morfologica e metabolismo
diversificado, sendo capazes de colonizar ambientes terrestres, marinhos, agua doce ao longo
de todo o gradiente de temperatura (Oliveira 2010, Komarek 2010, Hu et al. 2017).

Esses microrganismos sdo vistos como um recurso de alto potencial biotecnologico,
pois apresentam metabolismo secundario complexo e diversificado, sendo que muitos
metabdlitos produzidos ja foram descritos com bioatividades relevantes contra os mais variados
alvos: (1) atividade antitumoral; (ii) antiviral; (iii) antibacteriana; (iv) antifungica; (V)
antiprotozoa; (vi) algicida; (vii) anti-inflamatoéria; (viii) antioxidante; e (ix) protecdo contra
raios ultravioleta (Tan 2010, Niedermeyer 2015, Rastogi et al. 2015, Swain et al. 2015, Jerez-
Martel et al. 2017).

Para além da bioatividade, algumas linhagens possuem consideravel valor nutricional
devido seu elevado teor proteico (Spirulina ou Chlorella) e sdo atualmente utilizadas na
alimenta¢gdo humana e animal. Essas linhagens sdo rotineiramente vendidas como suplementos
alimentares e em muitos casos sem nenhum tipo de controle de qualidade ocasionando prejuizos
econdmicos ¢ problema de satde aos consumidores. Além da utilizacdo direta como
suplementos, a sua aplicagdo na industria de alimentos ¢ promissora devido sua capacidade de
produzir compostos nutrac€uticos, como os acidos graxos poli-insaturados ou moléculas
funcionais como os carotendides betacaroteno (Dunaliella) e a astaxantina (Haematococcus)
(Raja et al. 2007, Priyadarshani e Rath. 2012, Muys et al. 2019).

Muitas microalgas e cianobactérias sdo conhecidas por produzirem grandes quantidades
de lipidios (isoprendides) e alcoois, sendo alvo de diversas pesquisas com objetivo de

desenvolver plataformas para a producio de biocombustiveis, como exemplo a empresa



32

americana Algenol, que ¢ focada na producdo de etanol de 3* geragdo utilizando cianobactérias
geneticamente modificadas (Nozzi et al. 2013, Aboim et al. 2016, Farrokh et al. 2019).

Desse modo, os microrganismos fotossintetizantes demonstram ter um potencial ainda
longe de ser esgotado, logo, é importante conhecer a composicao quimica dos metabdlitos
secundarios de organismos através de técnicas cromatograficas, como a cromatografia em
camada delgada, cromatografia liquida e a cromatografia gasosa, de maneira a direcionar os
testes de confirmacao da bioatividade (Rodrigues et al. 2014, Rodrigues et al. 2015).

Apesar de sua indiscutivel relevancia, os estudos de bioprospec¢do baseados em testes
de atividade in vitro sao muitas vezes laboriosos e dependentes de condi¢des de cultivo
especificas para a expressao dos compostos alvo em concentragdes adequadas, o que
frequentemente resulta em resultados falso negativos. Portanto, o ideal € aliar a caracterizagao
quimica desses microrganismos para permitir uma otimizac¢ao da bioprospec¢ao (Dittmann et
al. 2015, Winnikoff et al. 2014).

Apesar do potencial economico desses microrganismos, pouco se conhece sobre os
constituintes bioativos das microalgas e cianobactérias do Parque Nacional da Chapada das
Mesas (PNCM), uma unidade de conservagdo do Cerrado Brasileiro. Nesse sentido ¢ de
extrema relevancia que se desenvolvam trabalhos de bioprospecc¢io para agregar valor a essa
diversidade e assim subsidiar estratégias de preservagao economicamente sustentaveis. Devido
ao grande potencial bioativo que esses microrganismos fotossintetizantes possuem, o presente
trabalho se propde caracterizar quimicamente os extratos obtidos de microalgas e cianobactérias

isoladas do Parque Nacional Chapada das Mesas no bioma Cerrado.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostras
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As amostras unialgais (ndo axénicas) oriundas do PNCM foram cedidas da cole¢do
pertencente ao grupo de pesquisa em Biodiversidade, Bioprospecgido e Biotecnologia (GB?) do
Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Universidade Federal do Maranhdo. As
linhagens utilizadas com cadastro no SISGEN (AACEC6D) foram a microalga Chlorella sp.
(cepa GBBBO06) ¢ as cianobactérias Nostoc sp. e Synechococcus sp. (cepas GBBBO1 e
GBBBO07).

2.2. Obtencao dos extratos

Para o crescimento de biomassa ¢ obtencao dos extratos, 1 mL das amostras foram

inoculadas em multiplos erlenmeyers de 5 L, contendo 3 L do meio de cultura Z8, com um

2'5'1 durante 4 semanas e

inéculo inicial de 1%, e mantidas sob iluminagdo de 3- 15umol'm~
temperatura de 25°C.

A biomassa de cada amostra foi transferida para garrafas de 250 mL e centrifugadas
em temperatura ambiente, com rotagdo de 10.000 rpm por 10 minutos (Sorvall LYNX 6000
Superspeed Centrifuge Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), depois o
sobrenadante foi descartado e os pellets foram armazenados em freezer a -80°C. A liofilizacdo
das amostras foi realizada por 72 horas na ChristBeta 2-8 LSC plus freezer dryer equipada
com Christ Lyo Club 4-8 camaras (Martin, Christ, Ostrode am Harz, Germany).

Em um tubo plastico de 2mL foi transferido 100mg de células liofilizadas, 625 mg de
beads de vidro (0,5mm Glass beads. Scientific Industries INC, part SI-BGO05) e adicionado
ImL de metanol. Homogeneizou-se as amostras por 5 minutos a 3000 rpm em temperatura
ambiente usando um shaker (Multi Mixer KASVI k40-10208).

As amostras foram entdo centrifugadas novamente a 10.000rpm durante 5 minutos, o

sobrenadante foi coletado em um tubo Eppendorf de 1,5 mL, e sonicado por 2min a 40 kHertz,

e em seguida congelados com nitrogénio liquido e liofilizados. Para obter o valor real do
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extrato, os tubos foram pesados antes e depois da liofilizagdo, os extratos contidos nos tubos

foram solubilizados em 500 pL de metanol grau HPLC, para as analises quimicas.

2.3. Caracterizaciao quimica dos extratos de cianobactérias.
2.3.1. Cromatografia em camada delgada (TLC)

Para obter o perfil quimico inicial das amostras foram realizadas analises por TLC em
fase normal por adsor¢do, usando cromatofollhas de aluminio, (Macherey Nagel- Alugram Xtra
Sil.Gel 254, 20X20 cm), sendo recortados na dimensdao 5 x 5 cm para uso. Foram utilizados
como fase movel os eluentes Hexano e Diclorometano. Inicialmente foi testado 10 mL do
eluente Hexano. Foi aplicado 50 pL de cada amostra na concentragao de 200mg/mL, com o
auxilio de um capilar de vidro (1-5uL), com uma distancia de 0,7 cm entre as amostras.

A placa foi visualizada em camara escura UV (Sppencer, SP930) com leitura nos
comprimentos de 254 ¢ 365 nm para a visualizagdo dos compostos. Num segundo momento as
amostras foram testadas utilizando uma mistura eluente de hexano e diclorometano na

proporg¢do 1:1.

2.3.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodo
(HPLC -DAD)

Para confirmar o perfil quimico inicial da amostra observado na TLC, os extratos
foram analisados utilizando um cromatografo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu
Prominence Uflc LC-20AT), com detector de arranjo de diodos (Shimadzu Prominence Spd-
M20a) utilizando separacao por parti¢ao em fase reversa (RP-HPLC) em elui¢cdo gradiente. A
separacdo cromatografica foi realizada em coluna (Phenomenex, 150x 4.60 nm), com silica
modificada + C18. Para o gradiente de elui¢do foi utilizado os solventes metanol e dgua
acidificado com acido férmico a 0.01%. Foi injetado manualmente 10 uL das amostras. A

corrida foi realizada usando 75% de metanol e 25% de agua, durante 60 minutos, em elui¢do
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gradiente. Os espectros na regido do UV/Vis/ DAD, foram obtidos entre 200nm a 700 nm. A
identificagcdo quimica foi realizada através dos espectros gerados, comparado com dados da

literatura.

2.3.3 Cromatografia a gas acoplada ao espectrometro de massas (GC-MS)

Para a identificagdo de compostos volateis, as amostras foram analisadas em um
Cromatodgrafo a Gas (Shimadzu CG-2010) acoplado ao Espectrometro de Massas (Shimadzu
CG-EM QP2010 Plus), utilizando uma coluna capilar ZB-FFAP (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).
O fluxo do gas de arraste, hélio numa velocidade linear de 30 cm/sec e fluxo da coluna 1,0
mL/min. A programag¢do do forno foi de 90 °C por 4 min com rampa de aquecimento de 10
°C/min até 190 °C e permaneceu por 16 min. A temperatura do injetor e da fonte de ions de 250
°C e 200 °C, respectivamente. O modo de inje¢ao Split com razdo de 1/50.

A quantificagdo foi realizada por normaliza¢do das areas dos picos, ¢ a identificacdo
através da comparacdo direta do tempo de retencdo e do padrao de fragmentacao espectral de
massa com os dados fornecidos da Biblioteca do Equipamento NISTOS (National Institute of

Standards and Technology).

2.4 Avaliacao da capacidade antioxidante: sequestro do radical DPPH*

A atividade antioxidante foi avaliada de acordo com o procedimento descrito por
Sanchez-Moreno et al. (1998), com alteragdes. A solucdo metandlica de DPPH" (2,4 mg/mL)
foi preparada no momento do experimento e mantida em frasco dmbar. Em seguida, em
microplaca, foram misturadas aliquotas de 190 puL da solucdo de DPPH" a 10 pL do extrato
(concentracdo final de 0.625 a 5 mg/mL), e para o padrdo de quercetina (concentracdo final de
0,0156 a 0,5 mg/mL). A mistura foi mantida sob abrigo da luz e o tempo minimo de reagao

adotado foi de 30 minutos.
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As leituras foram realizadas em espectrofotometro da Biotek com leitor de
multidetec¢@o hibrido Synergy H1 em 515nm utilizando metanol 99,9% como branco. A

percentagem de inibig¢ao foi calculada de acordo com a formula:

A controle — A amostra

% Inibicdo = | A controle ] X100

A = absorbancia

Os valores de ICso (concentracdo efetiva para inibicdo de 50% do radical pré-formado)
foram determinados por regressdo nao linear. Os resultados foram expressos como média + erro
padrdo das médias com experimentos realizados em triplicata. O software GraphPad Prism

(GraphPad software, Inc., San Diego, CA) foi usado para plotar os graficos.

2.5 Avaliacgio da capacidade antioxidante: sequestro do radical ABTS"*

A avaliagdo da capacidade antioxidante com o radical ABTS"", foi de acordo com Re et
al. (2007), com modificagdes. O reagente ABTS foi dissolvido em 4gua para obten¢do de uma
solucdo de concentragdo 7 mMol-L!. Esta foi misturada a uma solucdo de persulfato de potéssio
(concentracio final 2,45 mMol-L!). A mistura foi mantida em frasco Ambar e ambiente escuro
por 16 horas antes do ensaio para a completa oxidagdo do ABTS e geracdo do cromoéforo
ABTS'" (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), um cation radicalar de alta
estabilidade. A solugdo de ABTS™ foi diluida em etanol absoluto até que a absorbancia
estivesse fixada em 0,7 + 0,02. As leituras foram realizadas em microplaca no comprimento de
734 nm utilizando volumes fixos de 10 pL dos extratos (concentracdo final de 0.0625 a 0.5
mg/mL) e padrao de quercetina (concentragdo final de 0,0156 a 0,5 mg/mL) e 190 pL de solugdo
radicalar. Por questdes de solubilidade, as amostras foram solubilizadas em metanol e suas
dilui¢des realizadas com etanol. Os valores de ICs foram determinados. Todos os testes foram

realizados em triplicata monitorando o tempo de reacdo antioxidante/radical por 20 min.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Perfil quimico inicial de Chlorella sp. Nostoc sp. e Synechococcus sp.

Na cromatografia em camada delgada foi possivel visualizar a presenga de spots com
diferentes RF (retention factor) no cromatofolha, indicando distintas classes de metabolitos
secundarios em todas as amostras.

Os metabolitos observados apresentaram diferentes polaridades, ficando aderidos na
fase estaciondria apolar enquanto outros apresentaram maior afinidade com a fase movel,
entretanto o perfil de maior predominancia foi de compostos polares. A literatura apresenta
uma variedade de compostos bioativos, com diferentes polaridades, como alcaloides,
tetraterpendides (carotenoides), aminoacidos do tipo micosporina, ¢ ficobiliproteinas que
podem ser produzidos por cianobactérias e microalgas (Valente et al. 2006, Rastogi ¢ Sinha
2009, Valduga et al. 2009, Sinha et al. 2015).

Quanto maior a polaridade da fase movel, maior a sua forga eluente, assim, foi
observado que o solvente diclorometano, mais polar que o hexano, foi o eluente que permitiu
um maior arraste de substancias presentes na amostra, tornando possivel visualizar maior
quantidade de manchas nas placas. Foi possivel observar manchas verdes e amarelas para as
amostras de Chlorella sp. GBBB06, Nostoc sp. GBBBO1, e Synechococcus sp. GBBBO07.

A clorofila tem absor¢do maxima na faixa do azul e vermelho, onde esta o espectro
absor¢ao para a fotossintese, refletindo a olho nu a cor verde, ja os carotendides absorvem na
faixa do azul e violeta, refletindo geralmente no espectro do vermelho, laranja e amarelo
(Schoefs 2002, Ribeiro e Seravalli 2003). Assim, as cores verde e amarela observadas na

placa indicam a presenca de clorofilas e carotenoides.
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3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodo
(HPLC -DAD)

Os resultados de HPLC corroboram com os resultados da TLC, onde o perfil
predominante foi de compostos polares, além de confirmar a presenca de carotenodides e
clorofilas. Os cromatogramas de todas as amostras analisadas se encontram na figura 1. Os seus
espectros UV, por sua vez podem ser encontrados na Figura 2 a 5.

A 1identificagdo dos picos e o tempo de retengdo estio apresentados na tabela 1.
Os picos 4, 5, 6 de Chlorella sp. GBBB06, apresentaram tempo de reten¢do e comprimento de
onda semelhante aos picos das demais amostras, indicando que sdo pertencentes a0 mesmo

grupo de metabdlitos secundarios.

Tabela 1. Classes de metabolitos encontrados no perfil por HPLC-DAD para os extratos

metanolicos de Chlorella sp. GBBB06, Nostoc sp. GBBBO1, e Synechococcus sp. GBBBO07.
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Amostras Picos  Amix(nm) TR(min) Compostos bioativos
Chlorella sp. 1 436,464 15,75 Carotendides
2 441, 466 17,11
3 444,471 30,72
4 464, 649 37,39 Clorofila
5 428, 664 42,77
6 406, 664 51,23
Nostoc sp. 1 422,663 42,24 Clorofila
2 419, 658 43,71
3 407, 665 51,41
Synechococcus sp. 1 451, 640 36,21 Clorofila
2 422, 663 42,01
3 420, 658 45,10
4 421, 658 46, 45
5 405, 665 51,23
6 405, 658 55,38

Tempo de retenc¢do (TR); Comprimento de onda maximo Amax (nm)

Os resultados dos espectros encontrados no UV/visivel descritos na Tabela 1 para
Chlorella sp. GBBBO06, no que se refere ao seu comprimento de onda de absorgao, foi a tinica
amostra a apresentar trés bandas caracteristicas de carotenodides. Segundo Hashtroudi et al.
(2013), os carotenoides exibem absorbancia na regido visivel do espectro de 400-500 nm, onde
0s seus espectros na regido do UV-Visiveis servem como base valiosa para sua identificacdo e
quantificacdo, sendo que tanto o comprimento de onda de absor¢do méxima quanto a forma dos
espectros sdo importantes, pois sdo caracteristicos de cada tipo especifico de carotenoide.

Plaza et al. (2012) e Patias et al. (2017), com o uso da HPLC-DAD também
identificaram carotenoides no extrato da microalga Chlorella vulgaris, sendo que Patias et al.
(2017), apresentaram um total de 18 diferentes carotenoides, entre eles a cis-luteina (441,

467nm) B-caroteno (445, 470 nm), cis-zeaxantina (449, 474nm), entre outros.
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Esses pigmentos naturais possuem importancia comercial, pois no cenario atual ha uma
grande demanda por eles, ¢ microalgas do género Chlorella possui potencial para a sua
produgdo. A procura por esses pigmentos ¢ explicada pelos seus efeitos antioxidantes, anti-
inflamatorias, antiobesidade, cardioprotetoras, neuroprotetora ¢ hepatoprotetoras (Park et al.
2010, Lee et al.2011, Ryu et al.2012, Zhang et al. 2014, Hu et al. 2017).

Os carotenoides desempenham um papel importante na protecdo e inibicdo de doencas
graves como cancer, aterosclerose, catarata, degeneracdo macular, esclerose multipla, doengas
degenerativas e doengas cardiovasculares (Obulesu et al. 2011, Ozawa et al. 2012, Ryu et al.
2012, Zhang et al. 2014, Mezzomo e Ferreira 2016).

Apesar da TLC apontar todas as amostras com manchas caracteristicas de carotendides,
apenas o género Chlorella sp. apresentou este metabolito, no qual foi confirmado através da
analise de HPLC/DAD, isso porque a luz UV nao é um revelador especifico. Além de que a
concentragdo de carotendides nas demais amostras pode esta em baixa quantidade, ndo sendo
possivel de ser detectada na HPLC/DAD. Os carotenoides sdo facilmente suscetiveis a
degradacdo oxidativa, podendo sofrer oxidacdo na presenca de luz e calor, isso também pode
justificar a ndo identificacdo desses metabolitos nas demais amostras (Ribeiro e Seravalli,
2003).

Além dos carotendides, foram identificados picos caracteristicos de clorofila em
Chlorella sp. GBBB06, Nostoc sp. GBBBO1 e Synechococcus sp. GBBB07 (TABELA 1). As
clorofilas absorvem fortemente de 460 e 660nm na regido visivel do espectro, semelhantes aos
resultados desta pesquisa (Kamffer et al. 2010, Rodrigues et al. 2015).

Ao estudar a composicao quimica e a bioatividade em extratos de Chlorella vulgaris,
Plaza et al. (2012) identificou através de HPLC/DAD clorofila a e b. Segundo Romero-Lopez
et al. (2012), microalgas do género Chlorella possui uma quantidade elevada de pigmentos,

quando comparada com outros géneros de microalgas cloréfitas.
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Os resultados de HPLC/DAD mostram que a cianobactéria Synechococcus sp. GBBB07
foi a amostra que apresentou a maior quantidade de picos, seis (6), caracteristicos de clorofila.
Os extratos de Nostoc sp. GBBBO1 e Chorella sp. GBBB06 apresentaram apenas 3 picos
(TABELA 1). A presenga de clorofila em todas as amostras era esperada, uma vez que os
microrganismos estudados sdo fotossintetizantes, sendo como caracteristica fundamental desses
organismos a presenca desse pigmento.

Devido a cor intensa e as propriedades fisico-quimicas, as clorofilas sdo usadas como
aditivos para produtos alimenticios como corantes em queijos, gelados, bebidas, chocolates e
biscoitos (Schoefs 2002, Volp et al. 2009).

Além disso, foi relatado que esses compostos fotoquimicos possuem beneficios para a
saude humana, como efeito antimutagénico, propriedades antigeno-toxicas e capacidade

antioxidante (Amrani-Allalou et al. 2019).

3.3 Cromatografia a gas acoplada ao espectrometro de massas (GC-MS)

Na Figura 6, se encontram os cromatogramas, nos quais foram identificados 8
compostos no extrato de Chlorella sp., 9 compostos no extrato de Nostoc sp, € 7 compostos no
extrato de Synechococcus sp. A listagem dos compostos esta contida nas Tabelas 2 a 4.

Os compostos identificados sdo da classe dos alcoois, dcidos graxos, hidrocarbonetos ¢
compostos nitrogenados. Entre os compostos, 0s que apresentam maior area foi o fitol, glicerol,

acido acético, acido benzoico e N, N-dimetil-Acetamida.



Tabela 2. Compostos identificados correspondentes ao cromatograma obtido por GC/MS

de Chlorella sp. GBBBO06.

PICO TR (min) COMPOSTO AREAY%
1 5.240 Acido acético 7,18
2 10.700 9-Eicoseno 4,14
3 12.807 2-Pirrolidinona 2,21
4 14.010 Ester etilico do Acido, 4 etoxi benzoico 6,91
5 14.429 Ester metilico de Acido hexadecanoico 2,37
6 15.375 Glicerol 26,98
7 16.972 Acido benzoico 15,07
8 20.282 Fitol 35,14

Tabela 3. Compostos identificados correspondes ao cromatograma obtido por GC/MS de

Nostoc sp. GBBBOL1.

PICO TR (min) COMPOSTO AREA%
1 5.185 Acido acético 30,35
2 10.961 DL-Alanina, N - [(fenilmetoxi) 0,98

carbonil]

11.590 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol 2,45
4 12.238 Acrilato de dodecila 3,50
5 14.280  Ester metilico do Acido 1H-imidazol-4- 1,99

carboxilico

6 14.430 Ester metilico do acido Hexadecanoico 6,75
7 15.026 1,2,3-Propanotriol, monoacetato 3,07
8 15.374 Glicerol 6,44
9 20.280 Fitol 44,47




Tabela 4. Compostos identificados correspondes ao cromatograma obtido por GC/MS de
Synechococcus sp. GBBB07.
PICO TR (min) COMPOSTO %AREA

1 5.207 Acido acético 0,85

2 11.583 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol 2,67

3 14.429 Ester metilico do 4cido Hexadecanoico 1,93

4 14.674 Ester metilico do Acido 9 1,87

Hexadecenoico, (7Z)

5 15.380 Glicerol 10,00

6 20.287 Fitol 70,26

7 26.781 Dimetil Acetamida, N,N- 10,31
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O élcool terpenodide fitol que € exibido em alta porcentagem em Chlorella sp. GBBB06

(35.14%) Nostoc sp. GBBBO1 (44,47%) e Synechococcus sp. GBBB07 (70.26%) ¢ um dos

compostos que se destaca por sua aplicabilidade na industria. Esse metabolito faz parte da

molécula de clorofila, sendo usada na industria de cosméticos como um ingrediente aromatico

na composi¢do de fragrincias. Embora seja usado principalmente como constituinte de

fragrancias, suas propriedades biologicas recentemente chamaram a ateng@o para uma possivel

aplica¢do nos campos farmacéutico e biotecnologico (Islam et al. 2018).

De acordo com Dandekar et al. (2015), o fitol apresenta importantes atividades como

antimicrobiano, anti-inflamatorio, anticancerigeno e diurético. A literatura aponta que esse

composto ja foi identificado por meio de GC/MS em microalgas do género Chlorella, e

cianobactérias do género Nostoc e Synecochoccus (Liitke-Brinkhaus et al. 1985, Salem et al.

2014, Adamakis et al. 2018).
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Outro composto relevante identificado foi o glicerol, com picos expressivos em
Chlorella sp. GBBB06 (26.98%) Nostoc sp. GBBBO1 (6.44%) e Synechococcus sp. GBBB07
(10,00%). O glicerol € precursor dos triacilglicerois (TAG), que podem servir como matéria-
prima para aplicagdes na producdo de biocombustiveis (Kobayashi et al. 2013).

De acordo com Amaro et al. (2011) e Parmar et al. (2011), microrganismos
fotossintéticos como cianobactérias e microalgas possuem potencial para a produgdo de
biocombustiveis de maneira economicamente eficaz e ambientalmente sustentavel, haja vista
ndo precisarem de solo agriculturavel e por seu rapido crescimento e alto teor de lipidios. Verma
et al. (2010), apontou diferentes espécies de microalgas, Chlorella emersonii, Chlorella
vulgaris e Chlorella minutissima como potencial para produzir biodiesel a partir de
triacilglicerdis.

O potencial de microalgas do género Chlorella é extenso, pois produzem compostos
com diferentes aplicagdes. Khoeyi et al. (2012), ao estudar a cepa de Chlorella sp. MCCS 040
identificou acidos graxos altamente saturados, sendo sua composi¢do principalmente de éster
metilico de 4cido palmitico e éster metilico de dcido undecandico. De acordo com o autor, cepas
com 4cidos graxos altamente saturados podem ser candidatas ideais a produ¢do de biodiesel.

As cepas estudadas apresentaram composi¢do de acidos graxos, como o éster metilico
do Acido 9-hexadecendico identificado em Synechococcus sp. GBBB07 (1.87%), o éster
metilico do Acido 1H-imidazol-4-carboxilico em Nostoc sp. GBBBO1 (1.99%), o éster etilico
do Acido 4 etoxi benzodico em Chlorella sp. GBBB06, ¢ o éster metilico do Acido
hexadecanoico, também conhecido como acido palmitico, encontrado em GBBBO06 (2.37%),
GBBBO01 (6.75%), e GBBB07 (1.93%), respectivamente.

Entre os acidos graxos identificados, o éster metilico do acido hexadecandico, se

destaca, pois a literatura aponta esse composto como um antioxidante, hipocolesterolémico,
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antiandrogénico e pesticida, além de sua aplicacdo na insdustria alimenticia e cosmética
(Rajeswari et al. 2012, Dandekar et al. 2015).

Esse composto bioativo foi identificado por Widiyanto et al. (2018) ao estudar
compostos volateis em Chlorella sp. usando GC-MS, além de identificarem outras
biomoléculas como eicosano ¢ hexadecano. Kamal (2016), também identificou em Nostoc
muscurum, o acido hexadecandico, bem como o éster etilico do acido tetradecandico, acidos
ftalicos, e éster etilico do 4cido 9-octadecendico, mostrando que tanto cianobactérias como
microalgas podem produzir importantes acidos graxos de interesse para a industria
biotecnologica.

Assim como os demais géneros de microrganismos estudados, cianobactérias do género
Synechococcus, também possui composicao de acidos graxos. Verma et al. (2019) ao estudar
a espécie de Synechococcus sp. PCC7942, apontou essa cepa como produtora de diversos
acidos graxos, hidrocarbonetos lineares de cadeia longa ¢ outros produtos de alto valor, como
alcoois graxos, sugerindo que Synechococcus sp. PCC 7942 possui um grande potencial para a
producdo de biocombustivel como diesel, além de ser recurso natural promissor para as

industrias de alimentos e cosméticos.

3.4 Avaliacio do potencial antioxidante
Os resultados referentes a atividade antioxidante dos extratos de Chlorella sp. GBBBO6,
Nostoc sp. GBBBO1, e Synechococcus sp. GBBB07, utilizando o ensaio do sequestro do

DPPH’, sdao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Avalia¢dao do potencial antioxidante através do sequestro de radicais DPPH do

extrato metandlico de Chlorella sp (GBBBO06), Nostoc sp (GBBBO1) e Synechococcus sp

GBBBO07.
ICs0 (mg/mL)
GBBB06 8,61 1,31
GBBBO01 10,85+ 1,16
GBBB07 6,65+ 1,24
Quercetina (padrao) 0,00065 + 1,23

Concentragao efetiva para inibi¢do de 50% do radical (ICso)

De acordo com a Tabela 5, percebe-se que os extratos possuem o ICso proximos, € que
todas as amostras possuem capacidade antioxidante.

Nas figuras 7 e 8 sdo apresentados os graficos com a capacidade de sequestro do radical
DPPH' ¢ ABTS" de cada amostra. De acordo com a figura 7, as amostras foram capazes de
eliminar o radical DPPH em 12% (Nostoc sp.) 20% (Chlorella sp.) e 25% (Synechococcus sp.)
na concentragdo de 0,675mg/mL, ndo apresentando aumento de potencial antioxidante nas
concentragdes mais altas dos extratos.

Quando comparado com o controle positivo percebe-se que essa atividade encontrada ¢
baixa, pois a quercetina apresentou a concentrac¢ao para inibir 50% do radical DPPH de 0,00065
mg/mL + 1,23, enquanto nas amostras estudadas a ICso foi de 10,85 = 1,16 (.Nostoc sp.) 8,61 +
1,31 (Chlorella sp.) e 6,65 £ 1,24 (Synechococcus sp.).

Em estudos realizados sobre a atividade antioxidante em extratos de Chorella marina,
se encontrou potencial antioxidante com capacidade de eliminar o DPPH em diferentes niveis,
sendo o extrato de acetona em 20,54% e o extrato metanolico em 23,08% (Hemalatha et al.

2013).
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Em trabalhos realizados por Jerez-Martel et al. (2017), demonstraram que varias
cianobactérias e microalgas foram efetivas como sequestradoras de radicais, entre as
cianobactérias, o género Nostoc demonstrou capacidade de eliminacdo de 27,89% do DPPH
estando relacionada essa atividade a presenca de compostos fenolicos nos extratos analisados.
Na cianobactéria Synechococcus sp. Nigeli isolada do estuario de Cochin, India, foi
realizado um estudo sobre atividade antioxidante em seus extratos metanolicos, onde se
conseguiu um grande potencial de elimina¢do de radicais livres de 55,83% (Lekshmi e
Saramma 2018).

A capacidade dos extratos estudados de Chlorella sp. Nostoc sp. e Synechococcus sp.
em capturar o radical DPPH pode estar relacionado com a presenca de carotendides e clorofilas
identificados através de HPLC/DAD. Os carotendides ao interagir com os radicais livres atuam
como antioxidantes eficazes, podendo ter diferentes atividades dependendo do tipo de
carotenoide presente na amostra (Young ¢ Lowe, 2018).

Alguns estudos afirmam que clorofilas, bem como seus derivados como a clorofilina de
cobre, também podem exibir potente atividade antioxidante (Ferruzzi e Blakeslee 2007,
Tumolo e Lanfer-Marquez 2012, Stinco et al. 2014, Amrani-Allalou et al. 2019).

Os resultados referentes a atividade antioxidante dos extratos de Chlorella sp. GBBB06,
Nostoc sp. GBBBO1, e Synechococcus sp. GBBB07, utilizando o ensaio do sequestro do

ABTS"*sao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Avaliacdo do potencial antioxidante através do sequestro de radicais ABTS do extrato

metandlico GBBB06, GBBB01 ¢ GBBB07.

ICs0 (mg/mL)

GBBB06 0.02647 + 2,01
GBBBO01 0,01629 £ 1,9
GBBB07 0,01649 + 2,05
Quercetina 0,00065 + 1,23

Concentracao efetiva para inibi¢do de 50% do radical (ICso)

Por ser um método mais sensivel, o teste com o ABTS' apresentou maior atividade
antioxidante do que o método DPPH. Com o radical 4ABTS as amostras apresentaram valores de
ICs0 baixo, indicando alta atividade antioxidante, como mostra a tabela 6 acima, com inibi¢ao
do radical ABTS de 60% (Chlorella sp.) 70% (Synechococcus sp.) e 70% (Nostoc sp) na
concentragdo dos extratos de 0,1 mg/mL (Figura 8). Nesse teste, as amostras Synechococcus
sp. € Nostoc sp. se destacaram por atingir potencial antioxidante elevado.

Dados semelhantes foram obtidos por Shanab et al., (2012). Estes encontraram
atividade antioxidante para extratos aquosos de Nostoc muscorum, com capacidade de inibigao
do radical ABTS de 72,8%. Em estudos realizados por WU et al (2005), em extrato aquoso de
Chlorella Vulgaris na concentragao de 0,2 mg, encontraram capacidade inibi¢do de 40% do
radical ABTS.

Os antioxidantes sdo sequestradores de radicais podendo proteger os tecidos celulares
dos radicais livres, prevenindo doencas como o cancer, por exemplo (Hemalatha et al. 2013).
Dessa forma microrganismos produtores dessa classe de moléculas possuem potencial para o
desenvolvimento de produtos alimenticios e farmacos ricos em antioxidantes com efeitos
quimio-preventivos benéficos (Yucharoen et al. 2015).

CONCLUSAO
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O presente estudo demonstrou o potencial dos microrganismos fotossintetizantes do
Cerrado maranhense para utilizagdo como fontes de metabdlitos secundarios bioativos, como
carotenoides e clorofila, com aplicagdes na industria farmacéutica, nutracéutica e alimenticia.
A presenga de 4cidos graxos também indica um potencial na industria cosmética e de
biocombustiveis. A atividade antioxidante encontrada nos extratos confirma o potencial desses
microrganismos para a utilizagdo como fonte de produtos alimenticios e fdrmacos ricos em

antioxidantes.
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Figura 1. Cromatogramas obtidos por HPLC -DAD para os extratos metanolicos de Chlorella
sp. GBBBO06 (A), Nostoc sp. GBBBO1 (B), Synechococcus sp. GBBB07 (C)
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Figura 2: Espectros de carotenodides obtidos por HPLC/DAD para o extrato de
Chlorella sp. GBBB06.
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Figura 4. Espectros de clorofila obtidos do extrato de Nostoc sp. GBBBOI.
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Tabela 7. Estruturas quimicas dos compostos identificados atravéz de GC/MS em extratos

metanolicos de Chlorella sp. GBBB06, Nostoc sp. GBBBO1 e Synechococcus sp. GBBB07

Nome dos Estruturas quimicas
compostos

¢]
Acrilato de dodecila /j(
HO.
9-Eicoseno
3,7,11,15- tetrametil-
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Ester metilico do

0.
acido hexadecanoico -~ \H/\/\/\/\/\/\/\/
Glicerol
HO. OH
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(0]
acido- 4-etoxi
benzdico o
/\o k

1,2,3- Propanotriol,

monoacetato )J\
o /\/\o

Ester metilico do
acido 1H_imidazol-

4-carboxilico \
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Continuacao do Quadro 1. Estruturas quimicas dos compostos identificados atravéz de GC/MS
em extratos metanolicos de Chlorella sp. GBBB06, Nostoc sp. GBBBO1 e Synechococcus sp.

GBBBO07
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compostos
Ester metilico do

acido-9-
Hexadecenoico, (Z) \_\7
0,
2-Pirrilidinona
O\o

NH

Acido acético o

OH

Acido Benzoico HO o

Dimetil Acetamida, o
N, N )J\
e

DL- Alanina, N-

NH,
[(fenilmetoxi) \*[/
carbonil]

OH




67

ANEXO

NORMAS DA REVISTA ALGAE

MANUSCRIPT PREPARATION

General Requirements

The target length of Research Articles is approximately 10 journal pages (note: estimate
3 typed pages of text for every printed journal page; about 4,000 words). Authors preparing
papers in excess of 15 journal pages should contact the Editor-in-Chief first. Research Notes of
1-3 printed pages are acceptable. Use the same general format as that of Research Articles.
Review Articles can be up to 20 printed pages and can include several levels of headings.

Manuscripts must be prepared in a 12-point font size and double-spaced throughout
(including references, tables and legends) with margins of at least 3 cm all round. Times New
Roman, Courier or Helvetica fonts are preferred. All pages should be numbered serially, with
the first page a title page, the second an abstract, followed by the text, references, tables, and
legends for figures, in that order. It is also suggested that you number the lines of your
manuscript to facilitate the review/editing process. Do not right justify or divide words at the
ends of lines. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be
removed and replaced when the article is processed. In particular, do not embed “graphically
designed” equations or tables, but prepare these using the word processor alone.

The Abstract and Results should be written in past tense, except in the case of
descriptions of new species. Latin names of algal species studied should have the taxonomic
author(s) of the name listed when first used (but not other species cited from the reference). To
find the taxonomic author(s), check the Algaebase Web site (http://www.algaebase.org). To see
the accepted form of the author’s name, please consult with the International Plant Names Index
(http://www.ipni.org/index.html). Consult the latest issue of the journal for other questions
regarding style. New taxa must be established in accordance with the latest International Code

of Botanical Nomenclature (for more information on this, see below).

Research Articles

Research Articles should be subdivided into six sections:

INTRODUCTION, = MATERIALS AND  METHODS, RESULTS (or
OBSERVATIONS), DISCUSSION, ACKNOWLEDGEMENTS, and REFERENCES,

although this may not be appropriate for some articles (such as some taxonomic papers). To
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avoid unnecessary errors, authors are strongly advised to use the “spell-check” and “grammar-
check” functions of their word processor. Do your very best to use correct English grammar,
spelling and punctuation; if you are not a native English speaker, you should have the text edited
by someone, as the editors cannot always be expected to carry out major linguistic revision.

Research Articles should be prepared according to the following format:

1. The title page should contain a concise title, the name(s) and address(es) of the
author(s), any necessary footnotes, and a short running title suitable for page headings.

* Title. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and
formulae where possible. The title should have not more than 100 characters (ca. 15 words, 2
lines in print), and 150 characters at most. If the name of an organism is used in the title, an
indication of its taxonomic position must be given. Nomenclatural authorities should only be
used in titles when nomenclatural changes are being proposed.

. Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a
double name), please indicate this clearly. Present the authors’ affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript
number immediately after the author’s name and in front of the appropriate address for
identification. Provide a valid address with ZIP or postal number for each affiliation, including
the country name.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages
of refereeing and publication, as well as post-publication. Ensure that telephone and fax
numbers (with country and area code) are provided, in addition to the e-mail address and the
complete postal address.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a “Present address” (or “Permanent address”) may
be indicated as a footnote to that author’s name. The address at which the author actually did
the work must be retained as the main affiliation address. Superscript letters are used for such
footnotes.

* Running title. Provide a condensed running head with 3 to 6 words.

2. The ABSTRACT should not be more than 250 words and should be concise,
informative and intelligible without reference to the main text. It should indicate the objectives,
main results and conclusions of the paper. Do not repeat information in the title or make
reference to the literature. Authorities for species names should be included in the abstract only
for primarily taxonomic papers. Begin the abstract by stating the scientific question of concern.

Explain the methods used to tackle the question. The results should be outlined briefly and put
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into a concise, broad perspective. Immediately after the abstract, list 5 to 8 Key Words
(arranged alphabetically and separated by semicolons), using American spelling and avoiding
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, “and” or “of”). Include a
section of Abbreviations after the keywords. List the abbreviation, followed by its meaning
written out in full (e.g., DIN, dissolved inorganic nitrogen). Common abbreviations (e.g.,
DNA) do not need to be listed. The journal accepts standard abbreviations from the Journal of
Biological Chemistry. All non-standard abbreviations should be listed alphabetically. The
abbreviation is spelled out at first mention in the main text, and thereafter, only the
abbreviation/acronym is used.

3. The INTRODUCTION must define the problem within the context of existing
knowledge, state the objectives of the work and provide an adequate background; avoid a
detailed literature survey or a summary of the results. It should not be a general review of the
field, but it should provide essential background for those who are not experts in the particular
area.

4. MATERIALS AND METHODS

Describe the methodology used in the study in sufficient detail to allow the work to be
reproduced by another scientist. Methods already published should be indicated by a reference,
and only relevant modifications should be described. Whenever possible, give sources of
materials in detail. If cultures are used, indicate the strain or clone number and the source. If
study sites are mentioned, provide latitudes/longitudes. For materials and supplies (including
software), indicate the source (company name, city, state, country) on first reference. In
addition, list the model number for equipment used, as appropriate. Use metric units (Systéme
International d’Unités, SI) and SI style (e.g., pmol photons m—2 s—1, pg L—1). For description
of laboratory procedures, the terms liter (abbreviated to L) and milliliter (mL) may be used. Do
not use dots or full-stops between parts of the term. For more information on this see below.
For further guidance on taxonomic papers, please see the International Code of Nomenclature

for algae, fungi, and plants (https://www.iapt-taxon.org/nomen/main.php?page=art29).

6. DISCUSSION
This should explore the significance of the results in relation to the problem outlined in
the introduction - not repeat them. Reference to illustrative material should be minimal and

should be provided only when necessary to emphasize a specific interpretation. A

CONCLUSION should be added if results and discussion are combined.
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7. ACKNOWLEDGEMENTS

This is to be used as necessary to acknowledge the source of financial grants in
completing the study. The contribution of colleagues or institutions should also be
acknowledged. Thanks to anonymous reviewers are not allowed.

8. REFERENCES

In the text, refer to the author’s name (without initial) and year of publication. When
reference is made to a work by two authors, both names should be given using “’and’’ (e.g., Lee
and Kang 1986); for three or more author names, give the first author followed by “’et al.”” and
the year (e.g., Kim et al. 2010). Multiple references must be arranged in chronological order
(e.g., Lee and Kang 1986, Kim 1990, Kim et al. 2000a, 20005). Only cite articles or books
already published or in press, not unpublished work “’in preparation’’. The author is responsible
for verifying the accuracy of unpublished citations.

In the list at the end of the paper, references in the REFERENCES section should be
typed, double-spaced and in alphabetical order, with multiple references by the same author(s)
arranged chronologically. If an author’s name in the list is also mentioned with co-authors, the
following order should be used: publications of the single author, arranged according to
publication dates; publications of the same author with one co-author; publications of the author
with more than one co-author. Publications by the same author(s) in the same year should be
listed as 2000a, 20005, etc. For Volume (Vol.) and Bulletin (Bull.), Arabic numerals should be
used; the full number of pages should be given in the form of pp. 123-128. Type references
flush left with an extra space between citations; they will be formatted properly at the press.
The name of the journal should be abbreviated according to the World List of Scientific
Periodicals and the selection according to Abbreviated Titles of Biological Journals issued by
the Biological Council or the Biosis Serial Sources, which is published each December and is
available in most libraries (or go to http://www.library.uq.edu.au/fags/endnote/biosciences.txt).
If in doubt about any journal abbreviation, write out the journal title in full. The number of a
fascicle in brackets after the volume number should be given only if the volume is not paginated
consecutively. The titles of publications in non-Latin alphabets should be transliterated, and a
notation such as “(in Korean)” or “(in Greek, with English abstract)” should be added. Work
accepted for publication but not yet published should be referred to as “in press”. References
concerning unpublished data and “personal communications” should not be cited in the

reference list but may be mentioned in the text. All publications cited in the text should be
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presented in a list of references following the text of the manuscript. The manuscript should be
carefully checked to ensure that the spelling of author’s names and dates are exactly the same
in the text as in the reference list.

9. Tables

Authors should take notice of the limitations set by the size and layout of the journal.
Large tables should be avoided. Reversing columns and rows will often reduce the dimensions
of a table. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two
or more tables. Tables should be created using the Table function in the word processor (rather
than using tabs). Tables should have a descriptive title at the top of each table. The title and
table of contents must be double-spaced throughout, in 12-point font, and on a separate
numbered page. Tables should be numbered consecutively with Arabic numerals according to
their sequence in the text. The text should include references to all tables. Tables should not
include vertical lines or shading; if either is essential, the material must be submitted as a figure
for direct reproduction. Column headings should be brief, with units in parentheses. Tables and
their captions should be self-explanatory; e.g., abbreviations and acronyms must be defined
again. Any explanation essential to understanding the table should be given as a footnote at the
bottom of the table, not in the heading. Include in the footnotes all non-standard abbreviations
used and enough information for the table to be understood without undue recourse to the text.
For table footnotes, use superscripted lower case letters (a, b, ¢) rather than symbols or numbers;
asterisks (*, **, ***) can be used to indicate statistical significance. These can be applied in the
case of figures. Statistical measures such as SD or SEM should be identified in the headings. If
a table provides data on biological species, its legend should begin with the full Latin name of
that species.

10. Figures

Line drawings, diagrams and photographs should be planned so that after reduction they
will fit within either the width of one column (8 cm) or two columns (17 cm), and be no more
than 25 cm in length. Normally, only previously unpublished illustrations are acceptable.
Figures should be numbered in Arabic numerals consecutively as they are mentioned in the text
(Fig. 1), (Figs 2 & 3), (Figs 1-4), etc. Each figure should be submitted as a separate Tagged
Image Format (TIFF), Encapsulated PostScript (EPS) or MS Office files created at a resolution
of 300 dpi (or 600 dpi for combination images). In the case of very large files, Joint
Photographic Experts Group (JPEG) or Graphics Interchange Format (GIF) files may be
submitted initially. Do not import the figures into the text file, but, instead, indicate their

approximate locations directly on the manuscript.
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Combination images, or images that contain both line artwork (vector graphics) and
halftones or photographs (bitmap graphics), must be supplied at a higher resolution to prevent
image quality loss in the bitmap graphics, such as in the symbol keys. Please do not attempt to
increase the resolution of a lower resolution figure by resaving it at 300 dpi or higher. The result
may be pixilated or grainy images and poor text quality. Photographs (halftones) will not be
reduced or enlarged; thus, they must be printed to fit in one column or two columns in width
and be no more than 18-20 cm (8 inches) in length so that the legend will fit on the same page
as the illustration. Plan line drawings and graphs to fit these dimensions after reduction, and
with all lines, symbols and lettering bold enough to permit 1/2 to 2/3 reduction in size; many
line drawings are reduced to the width of a single column. All terms, abbreviations, and symbols
should correspond to those used in the text of the paper. It is preferable to include a symbol key
on line drawings. Component figures within a plate should be labeled with letters, not numbers
and should not be encircled (e.g., a, b, ¢, not 1, 2, 3, ', I'1, ). Only use the following fonts in

your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol. Do not use two shades of gray in histograms.



