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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi apresentar uma abordagem metodologica do procedimento de
extragdo para obtencdo do extrato bruto da esponja marinha Hymeniacidon heliophila. Foram
realizadas algumas adaptagdes na metodologia de extragdo, as quais se apresentaram suficientes
para a obtencdo de um extrato de esponja. Em etapas subsequentes do estudo, o extrato devera ser
aplicado em placas metalicas e submetidos a testes em campo para se avaliar a eficacia quanto a
propriedades anti-incrustantes.

Palavras-chave: bioincrustacdo, esponja marinha, biotecnologia, contaminagdo ambiental, meio

ambiente.

ABSTRACT

The aim of this study was to present a methodological approach for extraction procedures to obtain
the crude extract from the marine sponge Hymeniacidon heliophila. Some adaptations were
performed in the extraction methodology, which were sufficient to obtain a sponge extract. In
further steps of this study, the sponge extract should be applied on steel plate surface and subjected

to field trials to evaluate the efficacy of antifouling properties.

Keywords: biofouling, marine sponge, biotechnology, environmental contamination, environment.
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INTRODUCAO

Bioincrustagdo geralmente ¢ definida como a determinagdo e acumulacdo de organismos
vivos em estruturas fisicas artificiais colocadas em um ambiente aquatico ou marinho (BRASIL,
2010). Apesar de ser um processo natural, a bioincrusta¢do, quando desenvolvida sobre estruturas
artificiais, pode conduzir a um encadeamento de transtornos e danos as atividades maritimas.

A incrustagdo de materiais submergidos ¢ de grande importdncia econdmica para varias
industrias porque aumenta resisténcia friccional (arraste) de navios, causa deterioracao estrutural
(corrosdo) de materiais, restringe o fluxo de d4gua em gaiolas usadas em aquicultura, gera bloqueio
mecanico de entrada e saida de condutores de agua (BRASIL, 2010). Esta fauna pode ainda causar
entupimento, alteragdes no hidrodinamismo e maximizag¢ao do desgaste pela erosao em tubulagdes
maritimas, ¢ também deixar os cabos submarinos quebradi¢os, reduzindo sua durabilidade
(AGOSTINI, 2011). No entanto, industrias navais militares e comerciais sdo os segmentos da
industria maritima mais afetados pelo impacto causado pela bioincrustagdo. Como exemplo, os
custos na industria de navegacdo em manutencdo de prevencdo, eficiéncia e consumo de
combustivel esta nas dezenas de bilhdes de dolares (ACT,2004).

O uso de tintas anti-incrustantes a base de estanho e metais pesados foram utilizadas por
décadas para evitar a incrustacao de organismos marinhos sésseis, principalmente em embarcagdes
e plataformas maritimas. O TBT (tributil estanho), possui trés radicais butilas ligados a um 4tomo
de estanho, sendo que existem cerca de 20 diferentes tipos TBTs, muitos dos quais foram ou ainda
sdo usados como anti-incrustantes (DA GAMA et al., 2009). Esses compostos sdo potentes
praguicidas, devido a sua caracteristica lipossolivel, apresentando uma elevada afinidade com
membranas de células vivas (DA GAMA et al., 2009).

Dependendo das condi¢des fisico-quimicas do ambiente marinho, o TBT apresenta grande
biodisponibilidade e bioacumulagdo. Uma vez presente nos organismos, essa substincia pode
interferir de maneira danosa no metabolismo desses invertebrados (Ex. inibi¢ao da sintese de ATP e
do complexo citocromo P450), levando a desregulagdo hormonal (intersexualidade), méa formacgao
de conchas, o que afeta diretamente populagdes e todo o ecossistema marinho (AKAISHI, 2000;
CASTRO et al., 2007). A bioacumulacdo do TBT ao longo da cadeia tréfica pode levar a danos
também a saude humana, ja que o homem pode se contaminar pela ingestao de peixes € mariscos.
No Brasil, um estudo pioneiro realizado por FERNANDEZ et al. (2005) evidenciou o potencial
risco que o TBT pode oferecer ao homem. Este trabalho analisou tracos deste composto em tecidos
de mexilhdo Perna perna na Baia de Guanabara (RJ). Devido ao seu elevado consumo,
principalmente por comunidades caicaras, o potencial risco de ingestdo de compostos
organoestanicos ¢ um fato a ser considerado.

Devido ao seu elevado potencial de causar impactos aos ecossistemas marinhos costeiros, o
uso desses compostos foi proibido em diversos paises do mundo, inclusive no Brasil. Em 2001, a
Organizagao Maritima Internacional (IMO) aprovou em uma conven¢ao, em que 170 paises sdo
signatarios, que o uso de TBT em tintas anti-incrustantes seria proibido, passando em 2008 a
vigorar seu banimento integral (KUGLER, 2014).

Ap0s a proibicao do uso do TBT em tintas anti-incrustantes, a industria naval vem buscando
um novo revestimento que possua elevada eficiéncia como biocida, mas ndo cause impactos
ambientais. Nesse sentido, produtos naturais com atividade anti-incrustante vém sendo isolados de
uma grande variedade de organismos marinhos sésseis, incluindo gorgonias, esponjas, briozoarios,
ascidias e algas (DAVIS et al., 1989; CLARE, 1996).
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O desenvolvimento de revestimentos a base de produtos naturais ¢ uma alternativa

promissora para as atuais tecnologias de anti-incrustacao, particularmente desde o banimento das
tintas contendo compostos organoestanicos (DE NYS et al., 1995; RITTSCHOF, 2000). De
maneira especifica, as esponjas marinhas vém demonstrando produzir substancias anti-incrustantes,
as quais na natureza mantém livre de organismos indesejaveis (HENTSCHEL et al., 2001).
As esponjas, com sua riqueza em metabolitos secundarios, os quais sdo utilizados como mecanismo
de defesa quimica, sdo os organismos mais estudados para o isolamento de compostos anti-
incrustantes (THAKUR & ANIL, 2000). BAKUS et al. (1983) foram os primeiros a reconhecer
possiveis propriedades anti-incrustantes de compostos quimicos obtidos a partir de extratos de
esponja. Desde entdo, diversos trabalhos vém descrevendo metodologias para o isolamento e sintese
de metabolitos secundarios. Recentemente, RIBEIRO et al. (2013) demonstraram a atividade anti-
incrustante de 12 espécies de esponjas no Brasil. O trabalho utilizou extrato bruto e descreveu a
metodologia baseado na extragdo desses compostos com solventes organicos. Além deste, podem
ser encontrados na literatura, outros trabalhos que descreveram o isolamento de substancias com
potencial anti-incrustante tanto em esponjas como em outros invertebrados marinhos (HERTIANI
et al., 2010; FENG et al., 2011; GANAPIRIYA et al., 2012; ACEVEDO et al., 2013; FENG et al.,
2013).

Apesar da extracao e do isolamento de algumas dessas substancias terem sido reportados,
muitas varidveis metodologicas sdo encontradas nos trabalhos. As varidveis encontradas para a
obten¢do de extrato bruto podem ser desde a diferenca quanto ao tipo de tecido a ser utilizado
(tmido ou seco), massa utilizada na extracdo, tipo e volume de solventes utilizados (HATTORI et
al., 2001; TSOUKATOU et al., 2007; RIBEIRO et al.,2013). Além disso, trabalhos que reportam
ensaios de campo, com a finalidade de testar a eficacia do extrato sob placas metalicas, ndo sao
abundantes na literatura, principalmente quando se trata do preparo das placas como corpo de prova
(Ex.. CHAMBERS et al., 2014; SOLIMAN et al., 2014). Nesse sentido, parece ndo haver uma
padronizacao metodoldgica para a obten¢ao do extrato bruto potencialmente contendo compostos
anti-incrustantes, assim como o preparo do corpo de prova para ensaios de campo. O objetivo deste
trabalho ¢ apresentar uma abordagem metodologica nos procedimentos de extracdo para obtencao
do extrato bruto da esponja Hymeniacidon heliophila, assim como no preparo de placas metalicas
para serem utilizadas em ensaios de campo.

MATERIAIS E METODOS
Coleta das esponjas

As esponjas marinhas foram coletadas em fieiras de cultivo de mexilhdes de uma coldnia de
pescadores em Jurujuba, Niter6i- RJ (Figura 1A). Apos a coleta, o material foi acondicionado em
1sopor com gelo, sendo imediatamente transportado ao laboratorio, onde foram mantidos a -20°C.

Triagem do material

A triagem do material se fez necessaria devido a elevada quantidade de organismos
associados (Figura 1B). O material foi previamente pesado antes e depois da triagem em balanga
analitica (Marte - AY220). A seguir, as amostras foram acondicionadas em béqueres (500 mL) e
devidamente identificadas (data, hora, local e a massa) para serem encaminhadas para o processo de
liofilizacao.
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Extraciao de metabdlitos secundarios

Para realizar a extra¢do foram utilizados 100 g de material liofilizado e 600 mL de metanol
(99,9 %) no total. Antes de adicionar o solvente orginico (200 mL) o material foi previamente
picotado e acondicionado em almofariz. A maceragdo foi realizada com o auxilio de pistilo (Figura
1C). O solvente foi adicionado de forma gradual, sem interromper o processo de maceracao. A
amostra macerada, juntamente com o solvente, foi colocada em recipiente fechado e mantida a
-20°C por 24 horas. Apos esse periodo a amostra foi submetida a filtragdo simples em papel de
filtro.

O material filtrado foi coletado e acondicionado em frasco fechado, sendo armazenado a
-20°C. A biomassa liofilizada que ficou retida no filtro foi submetida novamente ao procedimento
de maceracao com solvente, descanso da amostra e filtracdo (Figura 1D). Este procedimento foi
repetido por mais uma vez para maximizar o processo de extracdo de metabolitos secundarios. No
final do processo, os materiais filtrados, distribuido nos trés frascos, foram reunidos para serem
submetidos a concentragdo da amostra. Todo o processo foi realizado em capela de fluxo laminar,
juntamente com a utilizagdo de equipamentos de protecao individual (luvas, mascaras, jalecos e
oculos de protecao).

Concentracio da amostra e obtencao do extrato bruto

ApOs o processo de extragdao foi necessaria a concentragdo da amostra para a obtencao do
extrato bruto. Antes de iniciar o procedimento o volume da amostra filtrada foi determinado, sendo
posteriormente transferido para um baldo de fundo redondo. A amostra foi concentrada em
evaporador rotativo a vacuo (Marconi - MA120) a uma temperatura maxima de 40°C por
aproximadamente 40 minutos (Figura 1E). Ao término do processo de concentracdo a massa final
da amostra foi determinada. Posteriormente, o extrato bruto foi acondicionado em frasco fechado e
mantido a -20°C.

Figura 1. A= Material coletado das fieiras de cultivo de mexilhdo em Jurujuba, Niter6i. B=
Triagem do material bruto. C= Maceragdo do material liofilizado utilizando solvente organico. D=
Filtragdo simples do material submetido a extragdo com solvente organico. E= Amostra filtrada
sendo submetida a concentragao no evaporador rotativo.
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Preparo da plataforma de sustentacio e do corpo de prova

Para a realizacdo de testes em campo ¢ necessario inicialmente que seja elaborado um
desenho técnico referente a plataforma que sera utilizada para fixagdo das placas metélicas. O
material utilizado foi feito com tubos de policloreto de vinil (PVC) com 60 cm de largura e 40 cm
de altura (Figura 2A). A plataforma foi projetada para alocar até oito placas metalicas, quatro na
metade superior e quatro na metade inferior.

O corpo de prova proposto sdo placas de aco galvanizado. Inicialmente, o material precisou
ser cortado nas dimensdes de 15 cm X 10 cm (uma medida favoravel para sua acoplagem na
plataforma). Apds o corte, o material foi submetido aos procedimentos de limpeza e lixamento
manual para remoc¢do de potenciais contaminantes (Ex.: 6xidos e corrosdao) e para a criagdo de
rugosidade para melhorar a aderéncia do material (extrato bruto solubilizado em tinta maritima
comercial).

A preparagdo do corpo de prova seguiu a norma ISO 8501-1 para limpeza manual e
mecanica (St2). O processo metodologico de preparacio dessas placas foi realizado com o emprego
de um banho quimico em acido sulfurico glacial (decapagem quimica), sendo posteriormente
utilizados os respectivos tipos de lixa: P24, P36, P40 e P50. O banho quimico foi realizado
conforme proposto por GENTIL (2011). Resumidamente, as placas foram imersas em acido por 10
minutos e, posteriormente, enxaguadas em dgua corrente para neutralizagdo do pH. Apo6s o banho
foi dado inicio ao processo de lixamento no sentido horizontal e alternado (Figura 2B).

O

15cm

RVEIXY:
ISR

|15cm| 15 .gml 15ch 150f_r|
10 cm

Figura 2. A= Representacdo esquemadtica da plataforma de sustentagdo das placas metélicas para
ensaio em campo. B= Representacdo esquematica do processo de lixamento das placas, sendo
mostrado os movimentos alternados para o processo de lixamento no sentido horizontal da placa
metalica.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 é possivel observar as modificagdes realizadas durante o estabelecimento do
processo de extragdo para obtencdo do extrato bruto de Hymeniacidon heliophila, as quais foram
fruto de adaptagdes visando promover a otimizacdo do processo. Além disso, as adaptagdes
também foram necessarias para o enquadramento da rotina e das limitagdes laboratoriais.

Tabela 1. Modificacdes realizadas durante o estabelecimento do processo de extracao.

Etapa Protocolo em Elaboragdo Protocolo Estabelecido
Proporg¢do da Amostra (m/v) 1:4 1:6
Quantidade de extrag@o por massa liofilizada 1 3
Tempo e Temperatura do evaporador rotativo 90 min / 60 °C 40 min / 40°C

A selecao da espécie Hymeniacidon heliophila para o presente estudo se deu por esta
espécie apresentar uma ampla distribuicdo na costa do Rio de Janeiro (MURICY & SILVA, 1999) e
por se encontrar em zona batimétrica entre-marés (LERNER et al., 2005), o que torna mais viavel
sua coleta para estudo. Além disso, a presente espécie foi obtida em fieiras de cultivo de mexilhdes,
o que facilita o processo de coleta, devido sua biomassa crescer em maior abundancia em local de
facil acesso.

As etapas do processo de extracao de metabdlitos secundarios para posterior obtengdo do
extrato bruto se deu com base em amplo levantamento na literatura. A escolha entre a utilizagdo de
material seco ou umido ¢ fundamental, principalmente por se tratar de invertebrados marinhos como
as esponjas. Esses organismos apresentam elevada quantidade de dgua em sua biomassa, a qual
pode inviabilizar o processo de concentragdo da amostra. De fato, diversos autores utilizaram
biomassa liofilizada para a obten¢do de seus extratos brutos (HERTIANI et al., 2010; FENG et al.,
2011; ACEVEDO et al., 2013; RIBEIRO et al., 2013). No evaporador rotativo a vacuo, a agua, por
apresentar diferente ponto de ebulicio quando comparado ao solvente, interfere no processo de
concentragdo em baixas temperaturas (comunicacao pessoal). Como o objetivo da extragdo ¢ a
obtencdo de metabolitos secundarios, a concentragdo em baixas temperaturas (méaximo de 40°C) ¢
essencial para a preservagao da integridade dessas biomoléculas.

A maximizac¢do do processo de extragdo dos metabolitos também é um fator relevante no
processo. Isso pode ser possivel realizando a combinacao de diferentes solventes para otimizar a
extragdo de moléculas com diferentes polaridades (CASTELLANOS, 2007) ou realizar a extragao
no material repetidas vezes. No presente estudo o material liofilizado foi extraido por trés vezes
com solvente organico a uma propor¢ao de 1:6 (m/v). FENG et al. (2011) ressaltou que para
maximizar a obtencdo dos metabolitos foi necessario extrair também por trés vezes a uma
proporcao de 1:8. As propor¢des entre massa e solvente podem variar bastante. Optamos por utilizar
uma propor¢ao que contemplasse um volume de solvente, o qual fosse suficiente para realizar as
maceragdes por 3 vezes, € que se aproximasse do que € descrito na literatura.
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A sele¢do do metanol como solvente organico a ser empregado também foi baseada em
levantamento bibliografico. Este solvente vem sendo utilizado de forma bastante usual, sendo
considerado o mais adequado para obtencdo do extrato bruto em materiais biologicos, devido a
possibilidade de extrair um maior nimero de compostos (CECHINEL-FILHO & YUNES, 2008). A
obtencdo de compostos com atividade inibidora, obtidos a partir extratos metanolicos de tecidos de
esponjas marinhas, sao reportados na literatura desde a década de 60 (Sharma & Burkholder, 1967).
TSUKAMOTO et al. (1996) utiliazaram o extrato metanolico da esponja Pseudoceratina purpurea
para o isolamento de dois compostos que sdao conhecidos por apresentarem atividades anti-
incrustantes.

A massa obtida de extrato bruto final ap6s a concentragdao foi de 25 g, correspondendo a
25% da biomassa liofilizada. O extrato foi caracterizado por apresentar uma consisténcia pastosa de
cor marrom/castanho (Figura 3). Este tipo de aparéncia de extrato corrobora com o que € descrito na
literatura. DJURA et al. (1980) e XU et al. (2012) reportaram que ap6s a concentragdo do material
extraido suas amostras aparentavam uma consisténcia oleosa de cor marrom escura ou castanha.

Figura 3. Extrato bruto de Hymeniacidon heliophila ap6s a concentragdo em evaporador rotativo.

As placas de ago galvanizadas foram submetidas ao processo de limpeza e lixamento para
que suas superficies sejam preparadas para o recebimento da solugdo contendo o extrato bruto
solubilizado em tinta maritima comercial. Apos a decapagem quimica e lixamento das placas, foi
possivel verificar a remocdo de 6xidos do ago galvanizado (Figura 4A e 4B) e a criagcdo de
rugosidade (Figura 4C e 4D).

A preparacao de superficies metalicas ¢ uma etapa importantissima para a correta execugao
do revestimento dessas superficiecs. CHAMBERS et al. (2014) ao realizar estudo similar,
prepararam as placas de ago também de acordo com a ISO 8501-1. No entanto, os autores optaram
pelo grau Sa 2': (limpeza por jato abrasivo a fundo). No presente estudo foi utilizado o grau St 2
(limpeza manual e mecanica intensa) por considerar que a utilizagdo da decapagem quimica
juntamente com o lixamento seria suficiente para o preparo da superficie. Os autores obtiveram com
o lixamento mecanico um perfil de rugosidade de 10 um, enquanto que nosso processo manual foi
capaz de produzir um perfil de 11 pm uniformemente distribuido.
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Figura 4. A = Placa de ago galvanizada sem tratamento; B = Placa de aco galvanizada apos o
tratamento; C = Placa de aco galvanizada sem tratamento observada em lupa; D = Placa de aco
galvanizada ap0s o tratamento observada em lupa.

CONCLUSOES

O preparo de amostra visando a obtencdo de extrato bruto de esponja para fins de atividade
anti-incrustante ¢ uma etapa fundamental para um bom desenvolvimento do estudo. Como
observado em muitos processos de preparo de amostras, ndo ha uma padronizagdo de protocolo, o
que leva a uma necessidade de investigacdo e experimentacdo das etapas. O aumento da proporcao
entre massa e solvente, assim como no numero de extracdes apresentaram-se suficientes para a
obtencdo de extrato bruto na esponja Hymeniacidon heliophila. O produto obtido apresentou
coloragdo e consisténcia semelhante aos extratos de esponja descritos na literatura. Além disso, a
utilizacdo de amostra liofilizada foi fundamental para a realizacdo da concentragdo da amostra a
uma temperatura adequada para a preservacdo da integridade das biomoléculas. A utilizagao da
decapagem quimica seguida de lixamento sequencial da superficie das placas metalicas mostraram-
se adequados para a remog¢ao de o6xidos do ago galvanizado e obtengdo de um perfil de rugosidade
compativel com valor encontrado na literatura. Apds a execucdo desta etapa ¢ necessaria a
realizagdo de ensaios de campo a fim de testar tanto a eficacia dos procedimentos metodoldgicos
adotados aqui, quanto a propriedade anti-incrustante do extrato bruto obtido. Essas agdes sdo
necessarias para a continuidade do estudo para desenvolvimento de revestimento anti-incrustante a
partir de produtos naturais, os quais nao sdo prejudiciais aos ecossistemas aquaticos.
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