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RESUMO

As macroalgas sdo fontes de moléculas bioativas com propriedades antioxidantes, muitas das
quais apresentam variagdes ao longo do ano. Cinco algas verdes do género Caulerpa
(C. cupressoides, C. mexicana, C. prolifera, C. racemosa e C. sertularioides) foram coletadas
mensalmente na Praia do Pacheco, de janeiro a dezembro de 2006. Apds as coletas, elas
foram transportadas para o laboratdrio, lavadas com 4gua corrente para retirada de impurezas
e epifitas e liofilizadas. Os extratos algaceos foram preparados em metanol (MeOH) na
propor¢ao 1:20 (p:v) sob agitagdo por 1 h a 20°C em um agitador orbital, em seguida,
filtrados, e os residuos submetidos a mais duas extracdes sucessivas. O material das trés
extragdes metanodlicas foi reunido e concentrado em um evaporador rotativo. Por¢des de 10
mg do extrato concentrado foram suspensas em 10 mL de MeOH (50%). Esse extrato
(1 mg/mL) foi utilizado para a determinagdo do conteido fenolico total (CFT). A atividade
antioxidante in vitro foi medida através da capacidade de sequestrar o radical DPPH, do poder
de reducdo de ions férricos (FRAP), do branqueamento do B-caroteno (BCB) e da habilidade
de quelagdo de ions ferrosos (FIC), nas concentragdes 5, 50, 500 e 1.000 pg/mL, preparadas a
partir do extrato. O quelante de metais EDTA foi utilizado como controle positivo no FIC, e o
antioxidante sintético BHA, nas demais determinacdes. Os valores de CFT foram maiores no
segundo semestre do ano e variaram de 4 a 32 mg AGE/g extrato. Os resultados do sequestro
do radical DPPH, do BCB e do FIC ndo exibiram padrdo de variacdo e apresentaram
atividades superiores a 25%, 70% e 10%, respectivamente. O FRAP nos extratos de
C. cupressoides, C. racemosa e C. serlularioides foi maior no segundo semestre do ano, no de
C. mexicana o maior valor ocorreu no primeiro semestre € no de C. prolifera, as variagdes ao
longo do ano ndo obedeceram a um padrdo como nos demais. Em todas as metodologias as
atividades dos extratos algaceos foram inferiores aquelas dos controles positivos. As cinco
espécies de Caulerpa podem ser consideradas fonte de potenciais antioxidantes, com
possiveis usos, como na industria alimenticia, ndo requisitando de um periodo do ano
especifico para a extragdo desses compostos antioxidantes, j4 que embora haja variagdo ao

longo do ano, ela ndo ¢ muito pronunciada.

Palavras-chaves: Moléculas bioativas. Compostos fenolicos. Extratos algaceos. Variagdo

sazonal. Antioxidantes naturais.



ABSTRACT

Macroalgae are sources of bioactive molecules with antioxidant properties, many of which
present seasonal variation. Five green algae of the genus Caulerpa (C. cupressoides,
C. mexicana, C. prolifera, C. racemosa and C. sertularioides) were collected monthly at
Pacheco Beach, from January to December 2006. After collection, they were transported to
the laboratory, washed under running water to remove impurities and epiphytes, and freeze-
dried. The algae extracts were prepared in methanol (MeOH) in the proportion 1:20 (w:v)
under stirring for 1 h at 20°C in an orbital shaker followed by filtration, and the residues were
submitted to two further successive extractions. The filtrate from the three methanolic
extractions was gathered and concentrated in a rotary evaporator. Portions of the concentrated
extract (10 mg) were suspended in 10 mL MeOH (50%). This extract (1 mg/mL) was used in
the determination of the total phenolic content (TPC). In vitro antioxidant activity was
measured by DPPH radical scavenging, ferric-reducing antioxidant power (FRAP), B-carotene
bleaching (BCB), and ferrous ion chelating (FIC), at the concentrations 5, 50, 500 and 1000
pg/mL, prepared from the extract. The metal chelator EDTA was used as a positive control in
FIC, while the remaining essays used the synthetic antioxidant BHA. The TPC values were
higher in the second semester of the year and varied from 4 to 32 mg GAE/g extract. The
DPPH radical scavenging, BCB and FIC results did not exhibit variation patterns and
presented activities greater than 25%, 70% and 10%, respectively. FRAP in the extracts of
C. cupressoides, C. racemosa and C. sertularioides was higher in the second half of the year,
while for C. mexicana the largest value was found in the first half of the year, and for
C. prolifera variations during the year did not obey a pattern similar to the others. In all
methodologies the activities of the alga extracts were inferior to the positive controls. The five
species of Caulerpa can be considered potential sources of antioxidants with possible uses,
such as in the food industry, not requiring a specific annual period for the extraction of these
antioxidant compounds, as though there is variation across the year, it is not highly

pronounced.

Keywords: Bioactive molecules. Phenolic compounds. Algae extracts. Seasonal variation.

Natural antioxidants.
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1 INTRODUCAO

As algas s3o produtores primarios, ocupam a base da cadeia trofica nos
ecossistemas aquaticos e contribuem com mais da metade do oxigénio produzido no Planeta
Terra, através da fotossintese. Elas apresentam grande importancia ambiental, podendo ser
utilizadas como indicadores de qualidade do ambiente aquético, ja que existe uma relagdo
indireta entre a poluicdo do ambiente e a diversidade de géneros de algas. Além disso, elas
também possuem uma enorme importancia econdmica, tradicionalmente fazendo parte da
dieta dos povos orientais de diversos paises da Asia, os quais contribuem com mais de 90%
da producdo mundial de algas (CABRAL et al., 2011).

No ambiente natural as algas estdo expostas a condi¢des adversas que podem
levar a formacdo de radicais livres e/ou outros agentes oxidantes, mas superam esta
dificuldade sintetizando compostos capazes de proteger o aparato fotossintético contra os
efeitos deletérios de fatores externos, como elevadas concentracdes de oxigénio e intensa
radiacdo solar (GUPTA; ABU-GHANNAM, 2011). Muitos desses compostos, por exemplo,
carotenoides  (B-caroteno e fucoxantina), compostos fendlicos, polissacarideos sulfatados e
algumas vitaminas apresentam atividade antioxidante (CORNISH; GARBARY, 2010).

Com reconhecido valor nutricional, as algas marinhas sdo ricas em carotenoides
provitamina A, vitaminas Bi, Biz, C, D e E, muitos minerais, tais como, Ca, P, Na e K,
polissacarideos, proteinas e lipidios. A fracdo lipidica, embora pequena, pode conter elevados
niveis de dcidos graxos poli-insaturados importantes para a saide humana (LORDAN; ROSS;
STANTON, 2011).

Elas sdo ainda fontes de moléculas bioativas com propriedades distintas, por
exemplo, antiviral, anti-incrustante, de marcador taxondémico (TEIXEIRA, 2013),
antialérgica, anticoagulante (GUPTA; ABU-GHANNAM, 2011), anti-inflamatdria,
antitumoral (VfLCHEZ et al., 2011), antiobesidade, antidiabética (D’ORAZIO et al., 2012) e
antioxidante (ALENCAR et al., 2014; LIMA, 2013; PIRES-CAVALCANTE, 2012).

Os antioxidantes tém ampla aplicagcdo na industria de alimentos, pois retardam a
peroxidacdo lipidica e a degradacdo de proteinas, diminuindo o processo de deterioracdo dos
alimentos, mantendo sua qualidade nutricional ¢ aumentando sua vida util. Sdo também
importantes para a saude humana pois, independentemente de terem sido produzidos
endogenamente e/ou adquiridos de fontes externas, sdo capazes de combater o excesso de

espécies reativas de oxigé€nio, nitrogénio ou outras geradas naturalmente no organismo, as
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quais tém sido associadas ao aparecimento de doengas graves como cancer, aterosclerose e
Alzheimer (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

A presenga de substdncias com potencial antioxidante em algas marinhas foi
investigada pela primeira vez por Fujimoto e Kaneda (1980) no Japdo, na tentativa de
encontrar substitutos aos aditivos alimentares sintéticos com efeitos toxicos. Neste estudo, os
pesquisadores japoneses determinaram a atividade antioxidante em 21 espécies de algas, com
o objetivo de desvendar a razdo pela qual a enorme quantidade de roddfita Porphyra tenera
produzida no Japao, que era normalmente preservada por desidratacdo, permanecia sem sinais
de odores de rango mesmo apds longos periodos de estocagem. A partir dai, muitos outros
trabalhos foram desenvolvidos.

Ganesan, Kumar e Rao (2011) estudaram a atividade antioxidante dos extratos
metanolicos (500 ng/mL) das algas verdes Enteromorpha compressa, E. linza e E. tubulosa.
Com base nos resultados, eles consideraram as trés espécies como fontes naturais com
potencialidade de uso como aditivo e suplemento alimentar. As algas pardas Fucus
vesiculosus e F. serratus foram consideradas fontes naturais de produtos com aplicagdes na
indastria alimenticia e farmacéutica, por terem exibido elevada atividade antioxidante,
determinada por metodologias conhecidas, disponiveis na literatura especializada
(O’SULLIVAN et al., 2011).

Muitos fatores podem contribuir para variagdes na composi¢do quimica e
nutricional das algas, incluindo espécie, origem geografica ou area de cultivo, época de coleta,
condi¢des fisicoquimicas da d4gua, como temperatura e salinidade, métodos de processamento,
extracdo e armazenamento (LORDAN; ROSS; STANTON, 2011). Trigui et al. (2013)
avaliaram a composi¢do fenolica sazonal da alga verde Ulva rigida coletada na Tunisia
(35°14°58”N e 11°07°18”E), tendo observado maiores quantidades de compostos fendlicos no
final do inverno (fevereiro) e inicio da primavera (margo). Pires-Cavalcante et al. (2011)
determinaram os teores de a-tocoferol em cinco espécies do género Caulerpa coletadas no
Brasil (03°24°36”S e 39°01°50”W). O material foi analisado in natura e desidratado. Ao
longo do ano houve variacdo nos teores de a-tocoferol e, na comparagdo dos dados, o
processo de desidratacdo foi responsavel pela diminui¢do desse isomero de vitamina E.

E provavel que haja também varia¢io na atividade bioldgica exibida pelas algas,
considerando que parte dos compostos responsaveis por tais atividades apresentam variagio
no padrio de distribuicdo ao longo do ano. Evidéncias de que a premissa acima seja
verdadeira sdo escassas, principalmente em se tratando de atividade antioxidante. No entanto,

em extratos etandlicos de Enteromorpha compressa, coletada no Mar Mediterrdneo
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(Alexandria, Egito), Shanab, Shalaby e El-Fayoumy (2011) observaram, ao longo do ano,
atividade antioxidante varidvel, com maximo na primavera. As maiores atividades
antibacteriana e antioxidante da alga verde Ulva rigida coletada mensalmente no Mar
Mediterraneo (Sidi Mansour Sfax, Tunisia), durante 12 meses, também foram encontradas no
més de abril, correspondendo a primavera (TRIGUI ef al., 2013).

Apesar da extensdo da costa litordnea e da enorme diversidade da flora ficoldgica
marinha do Brasil, os trabalhos de atividade antioxidante em algas ainda s@o escassas, ndo
sendo do nosso conhecimento a existéncia de publicagdo sobre variacdo sazonal da atividade
antioxidante (GUARATINI et al., 2012; LIMA, 2013; MARTINS et al., 2013; PIRES-
CAVALCANTE, 2012; RAYMUNDO; HORTA; FETT, 2004; ROCHA et al., 2007; SOUZA
et al.,2011). Pela caréncia de informagdes dessa natureza, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a sazonalidade da atividade antioxidante in vitro através da quantificagdo de compostos
fendlicos totais (CFT), da capacidade de sequestrar o radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH), do poder de reducdo de ions férricos (FRAP), do branqueamento do B-caroteno
(BCB) e da habilidade de quelacdo de ions ferrosos (FIC), em extratos de cinco espécies algas

marinhas verdes pertencentes ao género Caulerpa, coletadas na costa cearense.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Algas marinhas

Como produtores primarios, as algas ocupam a base da cadeia tréfica nos
ecossistema aquaticos €, como organismos fotossintetizantes, sdo responsaveis por mais da
metade do oxigénio produzido na Terra.

Elas apresentam grande diversidade morfologica, sendo encontradas como
organismos unicelulares, medindo de 3 a 10 um de comprimento, ou multicelulares como os
kelpes gigantes que atingem até¢ 70 m de comprimento, crescendo 50 cm ou mais por dia. De
acordo com seu tamanho, as algas podem ser classificadas em dois grandes grupos:
macroalgas ou microalgas. Elas sdo constituidas por um talo, e as macroalgas crescem fixas a
um substrato por meio da sua por¢do basal. Varias caracteristicas sdo usadas para classifica-
las, incluindo a clorofila, a composicdo da parede celular e a presenca de pigmentos
especificos (LORDAN; ROSS; STANTON, 2011).

Das caracteristicas supracitadas, a mais comumente empregada para a
classificagdo das macroalgas, ou simplesmente algas, consiste na presenca de pigmentos
especificos (clorofilas a, b, € ¢, carotenoides - carotenos e xantofilas e ficobiliproteinas), que
claramente as identificam como pertencentes a uma das trés divisdes: Chlorophyceae (algas
verdes), Rhodophyceae (algas vermelhas) ou Phaeophyceae (algas pardas). A presenca dos
diferentes pigmentos nas algas estd relacionada com a sua distribuicdo no ambiente, porque
nem todas as algas dispdem da mesma intensidade luminosa para realizagdo da fotossintese
(PANGESTUTTI; KIM, 2011). Todas as algas possuem clorofila a; as clorofilas a ¢ b sdo os
pigmentos majoritdrios nas verdes; nas vermelhas, além da clorofila a, as ficoeritrinas
(pigmentos vermelhos) sd@o os mais abundantes; as pardas, por sua vez, possuem as clorofilas
a e ¢, mas os carotenoides como a fucoxantina sdo os pigmentos predominantes (TEIXEIRA,
2013).

A tradicdo de consumir algas pertence aos povos asidticos, mas este habito tem se
espalhado pelo mundo por causa da busca incessante por alimentos saudaveis e com
propriedades nutrac€uticas. As algas sdo reconhecidas pelo seu valor nutricional, sendo fontes
de proteinas, carboidratos, fibras, minerais e vitaminas, além de serem pouco caldricas e
exibirem baixo teor de gordura, aspectos que favorecem ainda mais seu uso na alimentacao
humana. Mais de 140 espécies de algas marinhas sdo utilizadas como alimento, no entanto, as

mais conhecidas sdo nori, espécies de algas vermelhas pertencentes ao género Porphyra,
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apreciada pelo sabor tipico e elevado teor de proteinas, que pode chegar a 47% do seu peso
seco; wakame (Undaria pinnatifida) e kombu (Laminaria japonica), algas pardas produzidas
principalmente pela aquicultura na China, Coreia e Japdo e consumidas diariamente pelos
japoneses (CABRAL et al., 2011; FLEURENCE et al., 2012).

Alguns compostos presentes em algas sdo muito explorados comercialmente,
como ¢ o caso das carragenanas, agar e alginatos, polissacarideos estruturais, provenientes das
algas vermelhas os dois primeiros e das algas pardas, o dcido alginico ou alginato. A
carragenana tem aplicacdo principalmente na industria de laticinios (iogurtes e sorvetes) e de
embutidos (salsichas e presuntos), mas também na fabricacdo de gelatinas e geleias. O agar ¢
utilizado para a producdo de sucos de frutas e sobremesas na indudstria de alimentos, assim
como em outras areas, sendo um dos ingredientes da composicdo de meios de cultura
microbiologicos e de cdpsulas e supositdrios. J4 os alginatos sdo usados pela industria
farmacéutica na preparacido de pomadas (CABRAL et al., 2011; TEIXEIRA, 2013).

As algas produzem moléculas biologicamente ativas, algumas das quais exibem
importantes propriedades atuando como antiviral, anti-incrustante, marcador taxondmico
(TEIXEIRA 2013), antialérgico, anticoagulante (GUPTA; ABU-GHANNAM, 2011), anti-
inflamatorio, antitumoral (VfLCHEZ et al., 2011), antiobesidade, antidiabetis (D’ORAZIO et
al., 2012), antibacteriano (ALGHAZEER et al., 2013; TRIGUI et al., 2013) e antioxidante
(ALENCAR et al., 2014; LIMA, 2013; PIRES-CAVALCANTE, 2012).

Alghazeer et al. (2013) testaram dezenove espécies de algas contra nove
diferentes cepas bacterianas. Embora todas elas tenham inibido o crescimento de
Staphylococcus aureus, as algas pardas foram aquelas de maior potencial antibacteriano.
Alencar et al. (2014) analisaram duas espécies de algas vermelhas, Amansia multifida e
Meristiella echinocarpa, quanto a atividade antioxidante e a citotoxicidade e concluiram que
ambas sdo boas fontes de compostos antioxidantes naturais com potencial de uso na industria

alimenticia, ja que apresentaram baixissima atividade citotoxica.

2.2 Radicais livres e Espécies reativas

Os radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions que apresentam um ou mais
elétrons desemparelhados, tornando-os altamente instdveis e quimicamente reativos, com
tendéncia a se emparelhar a outro elétron para alcangar a estabilidade. Os radicais livres mais
relevantes do ponto de vista bioldgico derivam de trés elementos: oxigénio, nitrogénio e

enxofre. Devido a existéncia de outras estruturas, igualmente reativas, porém desprovidas de
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elétrons desemparelhados, a nomenclatura mais adequada e atualmente utilizada para fazer
referéncia a esses compostos ¢ espécies reativas de oxigénio (EROs), espécies reativas de
nitrogénio (ERNs) e espécies reativas de enxofre (ERSs) (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Alguns dos principais exemplos de EROs sdo ions superoxido, peroxido de
hidrogénio, hidroxil e oxigénio singleto e de ERNs, ¢xido nitrico, ions nitrito, ions nitrato e
ions peroxinitrito (PETEU; BOUKHERROUB; SZUNERITS, 2014).

Os ions superdxidos (03 ) podem ser gerados nas mitocondrias através da cadeia
respiratoria pela adi¢do de um elétron a molécula de oxigénio em estado fundamental, como
também por enzimas intracelulares como NADPH-oxidase e xantina-oxidase. Eles sao

rapidamente convertidos em peroxido de hidrogénio (H,0,), um intermediario formado pelo
desproporcionamento (dismutagdo) do O; ao receber ions hidrogénio ou pela redugdo do

oxigénio divalente, por reacdo espontdnea ou por catdlise enzimatica promovida pela

superdxido-dismutase. H,0, € uma espécie reativa e ndo um radical livre, e diferentemente

desse, tem vida longa e pode atravessar membranas plasmaticas sendo toxica para as células.
O equilibrio no compartimento intracelular € mantido pela decomposi¢do de H,0, em 4gua e
oxigénio através da catalase. O radical hidroxil (OH") é gerado principalmente a partir da
reacio de H,0, com fons metdlicos divalentes, ferro (Fe’") ou cobre (Cu®*), sendo
considerado o mais oxidante de todas as EROs, por causa de sua alta reatividade e baixa
especificidade nas reagdes, o que possibilita sua reagdo com quase todos os tipos de moléculas
biologicas. O oxigénio singleto ¢ resultante da excitagdo do oxigénio em seu estado
fundamental, sendo mais reativo do que os ions superdxidos. Ele pode ser extinto ao transferir
sua energia de excitagdo para outras moléculas, retornando a seu estado fundamental, ou ao
participar de reacdes de oxidacdo com outras moléculas, por exemplo os lipidios (BARBOSA
etal.,2014; SATOH et al., 2014).

O inicio do ciclo de producdo de ERNs € a dieta, responsavel pela maior parte dos
fons nitrato que aportam no organismo, que sd3o enzimaticamente reduzidos pela nitrato-
redutase para ions nitrito, potentes vasodilatadores que estdo envolvidos na regulagdo da
pressao arterial. Uma parte dos ions nitrito sofre protonagao sob condi¢des acidas, geralmente
encontradas no estdmago, resultando na formacdo de acido nitroso, que por sua vez, se
decompde em oOxido nitroso e outros derivados. O 6xido nitrico, que desempenha importante
papel como mensageiro intracelular e agente citotoxico nos sistemas bioldgicos, ¢ sintetizado
durante a conversdo enzimética de L-arginina em L-citrulina pela 6xido-nitrico-sintase. E

altamente reativo, interagindo com muitas moléculas. Quando ocorre interacdo com ions
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superdxido hd formagdo de ions peroxinitrito, que sdo uma entidade instavel com tempo de
vida curto, mas elevado poder oxidante, capaz de causar danos a muitos componentes
moleculares na célula, inclusive DNA e proteinas (OMAR; WEBB, 2014; PETEU;
BOUKHERROUB; SZUNERITS, 2014).

Segundo Gruhlke e Slusarenko (2012), as ERSs poderiam ser definidas
simplificadamente como moléculas contendo enxofre redox-ativo capazes de oxidar ou
reduzir biomoléculas em condic¢des fisioldgicas. O radical sulfanil pode ser formado pela
oxidagdo de um elétron do grupo tiol como intermedidrio para a produgdo de dissulfeto. Em
condigdes de estresse oxidativo, qualquer uma dessas espécies reativas (oxigénio singleto,
ions superoxido, 0xido nitrico ou ions peroxinitrito) € capaz de reagir com tiois, produzindo
uma variedade de ERSs, como acido sulfénico, acido sulfinico, tiossulfinatos, entre outros.

EROs, ERNs e ERSs desempenham importantes papeis fisioldgicos, dentre os
quais merecem destaque o controle da pressdo sanguinea, a sinalizagc@o celular, as respostas
celulares a infecgdes e a fagocitose de agentes patogénicos. Entretanto, quando em excesso no
organismo, elas provocam estresse oxidativo, que tem sido associado com cancer, doengas
cardiovasculares graves e aterosclerose (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Em seu trabalho de
revisdo, Lobo et al. (2010) disponibilizam muitas informagdes sobre os impactos negativos
das espécies reativas na saude humana. Por exemplo, o desenvolvimento do cancer pode
ocorrer quando a fita do DNA ¢ quebrada e reconectada em uma posicao diferente, alterando
a ordem das bases nitrogenadas, com consequente mutagdo, que pode desencadear a
oncogénese. Outro dano que pode ser provocado pelas espécies reativas consiste na oxidacio
dos lipidios presentes na membrana plasmatica interferindo nos mecanismos de transporte
ativo e passivo, ou até mesmo na ruptura da plasmalema levando a morte celular. O excesso
dessas espécies reativas pode também ser responsavel pela oxidagdo dos lipidios do sangue,
uma reacdo citotdxica que pode danificar as células endoteliais que recobrem o interior dos
vasos sanguineos. Além disso, o elevado grau de oxidagdo desses lipidios pode levar a
formacdo de células esponjosas, cujo acimulo resulta no surgimento de aterosclerose, infarto,
trombose e acidente vascular cerebral. Com relago as proteinas, o processo de oxidagido pode
altera-las devido a trés causas principais: modificagdo oxidativa de um aminoacido especifico,
quebra da ligacdo peptidica mediada por uma espécie reativa e ligagdes cruzadas nas proteinas
devido a reagdes com produtos da peroxida¢io lipidica.

E importante ressaltar também que existem fatores exdgenos relacionados ao
estresse oxidativo no organismo, como tabagismo, consumo de alcool e exposi¢ao a radiagdo

ionizante. A fumaga do cigarro contém diversas substancias quimicas capazes de causar danos
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aos lipidios, dentre elas as ERONSs (espécies reativas de oxigénio, nitogénio e enxofre). Os
metabolitos secunddrios gerados a partir da ingestdo de dalcool sdo responsaveis pela
diminui¢do dos niveis de antioxidantes dietarios, como a-tocoferol e acido ascdrbico. As
radiacdes ionizantes podem gerar disfun¢do da cadeia transportadora de elétrons e redugdo da
atividade de enzimas antioxidantes, como a superoxido-dismutase (BARBOSA et al., 2010;
LOBO et al., 2010).

De acordo com Silva et al. (2010), na indudstria alimenticia, as ERONSs sdo
responsaveis pelas reacdes quimicas em cadeia, que levam a peroxidagdo lipidica e a
degradacdo de proteinas, acelerando o processo de deterioracdo dos alimentos, resultando na
diminuicdo da vida de prateleira dos alimentos e reduzindo sua qualidade sensorial e
nutricional. Tais reagdes sdo influenciadas pela temperatura, luz e presenca de oxigénio, além
das interferéncias das propriedades fisicoquimicas e presenca de possiveis iniciadores e/ou

catalisadores no alimento.

2.3 Antioxidantes

Segundo Halliwell e Gutteridge (1995), um antioxidante pode ser definido como
qualquer substancia capaz de inibir ou retardar significativamente a oxidagdo de um substrato
oxiddvel, mesmo quando presente em concentragdes relativamente baixas em comparagdo
aquela do substrato em questdo. Mais tarde a definicdo foi modificada, tornando-se mais
simples, mas a0 mesmo tempo, mais abrangente: um antioxidante ¢ qualquer substincia capaz
de retardar, impedir ou remover o dano oxidativo de uma molécula-alvo (HALLIWELL,
2007).

Os antioxidantes podem agir de varias maneiras: inibindo a formagdo de radicais
livres resultantes da inicia¢do da oxidagdo de lipidos e as reagdes de oxidagdo pelos radicais
livres (oxidantes preventivos); interrompendo a propagacdo das reagdes em cadeia no
processo de auto-oxidagdo; extinguindo o oxigénio singleto; e atuando como sinergistas com
outros antioxidantes, como agentes redutores que convertem hidroperdxidos em compostos
estaveis, como quelantes de metais que convertem metais pro-oxidantes (ferro e cobre) em
produtos estaveis e como inibidores de enzimas pro-oxidativas como a lipo-oxigenase
(CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Normalmente, o mecanismo de defesa antioxidante presente no organismo ¢
dividido em enzimatico ¢ ndo-enzimatico (BARBOSA et al., 2010; CAROCHO; FERREIRA,
2013; LOBO et al., 2010).
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O mecanismo enzimatico de defesa antioxidante é composto pelas enzimas
antioxidantes celulares, superoxido-dismutase, catalase e glutationa-peroxidase, que sdo
capazes de inativar o excesso de espécies reativas pela formacdo de produtos inertes. A
superoxido-dismutase ¢ a primeira linha de defesa do organismo e existe em trés formas:
(1) localizada no citoplasma ¢ dependente de cobre e zinco; (2) encontrada na mitocondria
necessita de mangangés; e (3) localizada fora da célula apresenta cobre e zinco como cofatores.
Todas sdo responsaveis por catalisar a reacdo de desproporcionamento de duas moléculas do
radical superéxido a uma de peroxido de hidrogénio e uma de oxigénio (LOBO et al., 2010).
A catalase e a glutationa-peroxidase impedem o acumulo de perdxido de hidrogénio e,
consequentemente, a formagdo do radical hidroxil. A catalase promove a decomposi¢do do
peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua, com eficiéncia indiscutivel: uma molécula de
catalase é capaz de converter milhdes de moléculas de peroxido de hidrogénio em oxigénio e
agua a cada segundo. A glutationa-peroxidase, tendo o selénio como cofator, atua sobre
perdxidos em geral, desproporcionando perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Para isto
ela oxida a glutationa reduzida em glutationa oxidada e, para a recupera¢ao da glutationa
oxidada, tem-se a enzima glutationa-redutase, que nio ¢ vista como uma enzima antioxidante,
porém € de grande importancia para manter o ciclo redox da glutationa (CAROCHO;
FERREIRA, 2013; LOBO et al., 2010).

O mecanismo nao-enzimatico de defesa antioxidante, por sua vez, ¢ constituido de
substancias antioxidantes de origem enddgena ou exogena.

O mecanismo nao-enzimatico endogeno ¢ formado principalmente por glutationa,
melatonina, coenzima Q10 e 4cido Urico. A glutationa, ligada diretamente a agcdo da enzima
glutationa-peroxidase, ¢ um peptideo encontrado na maior parte dos organismos aerdbicos,
ndo sendo requerida na dieta por ser sintetizada nas células a partir dos aminodacidos: acido
glutamico, cisteina e glicina. A melatonina, hormdnio encontrado naturalmente em muitos
animais ¢ conhecido quimicamente por N-acetil-5-metoxitriptamina, ¢ um poderoso
antioxidante capaz de atravessar as membranas plasmaticas com facilidade. Diferentemente
de outros antioxidantes, a melatonina nio possui ciclo redox, ou seja, ao se oxidar ela forma
produtos estaveis e ndo pode se regenerar, por isso ¢ conhecida como antioxidante suicida
(LOBO et al., 2010). A coenzima Q10 esta presente em todas as células e desempenha
importante papel na cadeia respiratoria e em outros metabolismos celulares. Ela atua
impedindo a formagdo de radicais lipidicos, embora exista relatos de que ela também € capaz
de neutralizar radicais ja formados. O 4cido urico € um dos produtos finais do metabolismo

das purinas e mesmo ndo atuando sobre todos os radicais, como o ion superoxido, sob certas
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condigdes ele pode apresentar efeitos protetores, sendo sua maior limitagdo o fato de atuar
somente em condi¢des hidrofilicas. Ele também pode exercer efeito pro-oxidante causando
danos oxidativos as células, e, por isso existe um parodoxo quanto a sua a¢do oxidante-
antioxidante (SAUTIN; JOHNSON, 2008).

Apesar de sua notavel eficiéncia, o mecanismo ndo-enzimatico endogeno ¢
insuficiente, de modo que os seres humanos dependem de varios antioxidantes exdgenos que
aportam no organismo via dieta e servem para manter as espécies reativas em baixas
concentracdes. Dentre os antioxidantes de origem dietdria se destacam as vitaminas, os
minerais ¢ os compostos fendlicos. Acido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-
caroteno (provitamina A), licopeno, luteina e zeaxantina sdo alguns exemplos de compostos
com potencial antioxidante (BARBOSA et al., 2010).

A vitamina C ou 4cido ascdrbico ¢ essencial para o0 homem, ndo havendo rota de
sintese no organismo humano pela inexisténcia da enzima gulonolactona-oxidase que
participa da biossintese dessa vitamina. Como todo nutriente essencial, sua ingestdo ¢
necessaria, sendo boas fontes os alimentos de origem vegetal, incluindo as algas (LORDAN;
ROSS; STANTON, 2011). Nos sistemas biologicos a maior parte da vitamina C se encontra
na forma de ascorbato nos compartimentos aquosos dos tecidos por ser hidrossoltvel. Como
agente antioxidante, o ascorbato pode atuar doando um elétron para entidades oxidantes
potencialmente prejudiciais, tais como: radical hidroxil, radical peroxil e radical sulfanil; esta
oxidagdo de um elétron do ascorbato resulta na producdo do radical ascorbato (CsH7Os"), que
¢ relativamente pouco reativo e pode ser reduzido para ascorbato por nicotinamida adenosina
dinucleotideo (NADH). O ascorbato também atua na regeneragdo da vitamina E, sendo, dessa
forma, de grande importancia para manter o potencial antioxidante do organismo. Entretanto,
na presenca de ions metalicos, o ascorbato também pode exercer efeitos pro-oxidantes (DU;
CULLEN; BUETTNER, 2012; PISOSCHI et al., 2014).

A vitamina E ¢ o termo utilizado para duas familias de compostos, os tocoferois e
os tocotrienois. Estruturalmente eles diferem apenas na cadeia lateral, ocorrendo sob quatro
isoformas lipossolaveis (a, B, y € 8). Todas as formas de vitamina E tém um anel cromanol e
uma cadeia lateral; nos tocoferois esta cadeia apresenta-se saturada e nos tocotrienois sao
encontradas trés duplas ligagcdes. As diferentes isoformas de tocoferois e tocotrienois resultam
de variagdes na posi¢o (5- ou 7-) e no grupo (H ou CH3) do anel cromanol (Figura 1).

A atividade antioxidante da vitamina E ¢ conferida pelo grupamento fendlico do
anel cromanol; a cadeia lateral ndo tem tanta influéncia sobre essa atividade. A interrupgdo da

peroxidacdo lipidica ocorre porque o atomo de hidrogénio do grupamento fendlico do anel
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cromanol ¢ doado aos radicais peroxil formando radicais tocoferoxil, os quais sdo
relativamente pouco reativos e, portanto, incapazes de dar continuidade a reacdo de oxidagdo
em cadeia. Além disso, eles sdo regenerados pelo acido ascorbico retomando, assim, seu
potencial antioxidante. A vitamina E € considerada um dos principais antioxidantes
lipossoluveis e atua como protetor das estruturas lipidicas presentes nas membranas

plasmaticas (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Figura 1 — Estruturas quimicas de tocoferois e tocotrienois.
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Fonte: JIANG (2014).

As diferentes formas de vitamina E sdo sintetizadas pelos vegetais, sendo
encontradas em algumas frutas e legumes. Amendoim, améndoas, girassol, pistache e
gergelim, comumente utilizados na alimentacdo, sdo fontes ricas de a- e 7y-tocoferol.
Consequentemente, os dleos resultantes destas sementes sdo também boas fontes. Sementes
de tomate, gérmen de arroz ¢ dleo de soja sdo fontes de o-tocoferol. Os tocotrienois, menos
comuns que os tocoferois, sdo encontrados principalmente no éleo de palma, na cevada e no
urucum (JIANG, 2014). As algas marinhas sdo também fontes de vitamina E. Pires-
Cavalcante et al. (2011) quantificaram a-tocoferol em cinco espécies de algas verdes
pertencentes ao género Caulerpa e observaram valores muito parecidos com aqueles
encontrados em vegetais normalmente presentes e consumidos na dieta humana.

Dotados de reconhecido poder antioxidante, os carotenoides sdo pigmentos
lipossoluveis encontrados na natureza, principalmente nos primeiros niveis tréficos devido a
sua estreita relacdo com o processo de fotossintese, embora possam ocorrer em organismos de
outros niveis tréficos como resultado da predacdo e posterior absor¢do, sendo responsaveis
pela coloragdo amarela, laranja ¢ vermelha encontrada em muitos vegetais ¢ animais. Eles sdo

sintetizados pelos vegetais, incluindo as algas, e por micro-organismos fotossintetizantes.
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Quimicamente eles sdo divididos em carotenos e xantofilas; os primeiros possuem
somente hidrogénio e carbono em sua estrutura, enquanto os ultimos s3o derivados
oxigenados dos carotenos (PEREIRA; VALENTAO; ANDRADE, 2014). Alguns carotenos
sdo precursores da vitamina A por apresentarem pelo menos um anel B-ionona insubstituivel
(AZQUETA; COLLINS, 2012). Apos a ingestdo desses precursores, eles sdo convertidos em
vitamina A no figado humano (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Os carotenoides sdo terpenos com quarenta atomos de carbono em sua estrutura.
Esta cadeia poli€nica que ¢ comum a todos os carotenoides, consiste em um longo sistema de
duplas ligacdes conjugadas, responsavel pela atividade antioxidante. A oxidagdo ocorre
quando as duplas ligagdes reagem com espécies reativas como oxigénio singleto,
interrompendo as reagdes em cadeia que ERONSs estido envolvidas (SILVA et al., 2010).

Algumas moléculas de carotenos e xantofilas estdo apresentadas na Figura 2.

Figura 2 — Estruturas quimicas de carotenoides presentes em macroalgas marinhas.
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Os minerais sd3o encontrados apenas em pequenas quantidades em animais e
vegetais ¢ desempenham importantes papeis no metabolismo geral. Selénio e zinco sdo os
principais com relagcdo a atividade antioxidante. O selénio pode ser encontrado nas formas
orgadnica (selenocisteina e selenometionina) e inorgéanica (ions selenito), ndo atuando
diretamente sobre as espécies reativas, mas como parte indispensdvel de algumas
metaloenzimas e enzimas antioxidantes como a glutationa-peroxidase, cujas atividades sdo
dependentes da presenca de selénio. Do mesmo modo, o zinco também ndo age diretamente
sobre as espécies reativas, mas previne sua formacdo. Além disso, ele estd presente na
superoxido-dismutase, uma importante enzima antioxidante, ¢ ¢ um inibidor de NADPH-
oxidases, que sdo enzimas geradoras de espécies reativas (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Os compostos fenolicos sdo metabdlitos secundarios presentes em vegetais, que
contribuem para a sua qualidade nutricional e os protegem contra patdgenos e predadores.
Eles compreendem uma variedade de moléculas com grupos hidroxila ligados a aneis
aromaticos, que podem atuar como antioxidantes através da doag@o de atomos de hidrogénio
ou elétrons. Sao divididos em flavonoides, acidos fenolicos e taninos (IGNAT; VOLF; POPA,
2011; OLIVEIRA; BASTOS, 2011).

A maioria dos flavonoides ¢ formada por quinze atomos de carbono em uma
estrutura composta por dois aneis benzénicos (A e B) e outro (anel C) contendo oxigénio

(Figura 3).

Figura 3 — Estrutura geral de um flavonoide.

Fonte: BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN (2006).

Variagdes estruturais no anel C subdividem os flavonoides em seis classes
principais: flavonois, flavonas, flavanois (catequinas), flavanonas, antocianidinas e
isoflavonas. As substituicdes nos aneis A ¢ B originam compostos diferentes dentro de cada

classe de flavonoide. Eles sdo agentes redutores, doadores de hidrogénio e capazes de quelar
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metais, caracteristicas que fazem com que eles possuam atividade antioxidante (IGNAT;
VOLF; POPA, 2011).

Os acidos fendlicos apresentam um grupo funcional carboxila e estdo divididos
em duas classes: os derivados do acido hidroxibenzoico, entre os quais se encontram os acidos
salicilico, gentisico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e galico (Figura 4A), e
aqueles derivados do 4cido hidroxicindmico, como os acidos cindmico, o-, m- € p-cumarico,
cafeico, ferdlico e sindpico (Figura 4B) (SOARES, 2002). A atividade antioxidante dos acidos
fenolicos esta relacionada com a proximidade do grupamento carboxila ao anel benzénico, de
modo que quanto mais proximos, maior sua capacidade antioxidante (OLIVEIRA; BASTOS;

2011; SILVA et al., 2010).

Figura 4 — Estruturas quimicas de compostos fendlicos derivados dos acidos hidroxibenzoico (A) e

hidroxicinamico (B).
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Ri=R4s=H, R,= R3= OH - 4acido protocatecuico Ri=R;=R4=H, R3= OH - 4cido p-cumarico
Ri= R4=H, R,= OCH3, R3= OH - 4cido vanilico Ri=R4=H, Ro= R3= OH - 4cido caféico
Ri=H, R,= Rs= R4= OH - 4cido galico Ri;=R4=H, Ro,= OCH3, R3= OH - 4acido fertlico

Ri;=H, R»>= R4= OCH3, R3= OH - 4cido sinapico

Fonte: SOARES (2002).

Os taninos s@o compostos fendlicos de alto peso molecular, classificados como
taninos hidrolisaveis, taninos derivados do 4cido galico e taninos condensados, por exemplo,
epicatequina e catequina. Dentro desta divisdo dos compostos fenolicos encontram-se os

florotaninos, que sdo encontrados nas algas pardas (CABRAL et al., 2011; CORNISH;
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GARBARY, 2010). A atividade antioxidante dos taninos estd associada a sua capacidade de
quelar ions metalicos (IGNAT; VOLF; POPA, 2011).

Outras classes de compostos fenolicos menos representativas sdo os estilbenos e
as lignanas. O principal representante da primeira classe ¢ o resveratrol, um composto
fenolico que ¢ produzido por varios vegetais em resposta a infecgdes por patdgenos ou a
situacdes de estresse. Quando expostos a tais condi¢des, ocorre rdpida ativacdo da enzima
estilbeno-sintase facilitando a biosintese do resveratrol, comumente encontrado em uva e
amendoim, que age sobre seu precursor, a fenilalanina (SUMMERLIN et al., 2015). As
lignanas sdo produzidas por dimerizacdo oxidativa de duas unidades de fenilpropano. O
recente interesse por elas e seus derivados sintéticos tem crescido por causa do potencial de
aplicacdo na quimioterapia (IGNAT; VOLF; POPA, 2011).

Além da enorme variedade de antioxidantes mencionados, existem aqueles,
sintéticos ou naturais, utilizados rotineiramente pelas industrias de alimentos e medicamentos,
especialmente nos produtos que contém Oleos e gorduras, com a finalidade de protegé-los
contra a oxidacdo. Antioxidantes fendlicos sintéticos, como butil-hidroxitolueno (BHT) e
butil-hidroxianisol (BHA), sdo amplamente usados na indudstria alimenticia, cosmética e
terap€utica. Por possuirem algumas propriedades fisicas indesejaveis (alta volatilidade e
instabilidade em temperaturas elevadas) e possiveis efeitos maléficos a saude humana,
incluindo efeitos carcinogénicos, seu uso ¢ regulamentado em diversos paises (LOBO et al.,
2010).

No Brasil o uso de antioxidantes sintéticos como BHT, BHA, galato de propila
(GP) e terc-butil hidroquinona (TBHQ) (Figura 5), em alimentos ¢ regulamentado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2011), que, de um modo geral, limita em
0,01 para BHT e GP e em 0,02 para BHA e TBHQ, ambos expressos em grama (g) por 100 g
de gordura do alimento. No Canada ou na Comunidade Europeia, o uso do TBHQ ndo ¢
permitido (CORNISH; GARBARY, 2010). Entre 2011 e 2012, a Autoridade de Seguranga
Alimentar Europeia (EFSA) reavaliou todas as informagdes disponiveis sobre BHT e BHA e
estabeleceu doses didrias aceitaveis, expressas em miligrama (mg) por quilograma (kg) peso

corporal, de 0,25 e 1,0, respectivamente (CAROCHO; FERREIRA, 2013).
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Figura 5 — Estruturas de antioxidantes sintéticos

OH OH
(CH3)5C C(CHs)3 C(CH3)3

CHj OCH3

Terc-butil-hidroxitolueno (BHT) Terc-butil-hidroxianisol (BHA)
OH OH

HO OH C(CH3)3
COOC3H; OH

Propil galato (PG) Terc-butil-hidroquinona (TBHQ)

Fonte: ALVES et al. (2010).

Com a atual facilidade de informagdes, os consumidores t€ém se tornado cada vez
mais exigentes, dando preferéncia a produtos alimenticios mais saudaveis. Com isso, eles
impulsionam uma mudanca de atitude por parte da industria alimenticia, para que ela utilize
matéria-prima e aditivos de qualidade e ndo prejudiciais a saude, visando agradar aos clientes.
Assim, algumas linhas de pesquisa, dentre elas a de antioxidantes provindos de fontes
naturais, alavanca como area de interesse imediato para varios setores, como nutricdo e
medicina, no sentido de encontrar respostas para a promoc¢ao da saude das pessoas.

A pesquisa de algas como fontes de antioxidantes naturais iniciou no Japdo, em
1980, com Fujimoto e Kaneda. Passados mais de trinta anos o interesse por essa fonte de
antioxidantes s6 tem crescido tendo em vista que ndo apresentam riscos a saide humana
(CHO et al., 2011; FARASAT et al., 2014; GANESAN et al., 2011; O’'SULLIVAN et al.,
2011; RAMAH et al., 2014; SHANAB; SHALABY; EL-FAYOUMY, 2011). No Brasil,
mesmo com mais de 8.500 km de costa litoranea, as pesquisas nessa area sdo incipientes e
escassas, mas com promessa de crescimento (LIMA, 2013; PIRES-CAVALCANTE, 2012;
RAYMUNDO; HORTA; FETT, 2004; ROCHA et al., 2007; SOUZA et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das algas

Cinco espécies de algas marinhas pertencentes ao filo Chlorophyta, ordem
Bryopsidales, familia Caulerpaceae: Caulerpa cupressoides, C. mexicana, C. prolifera,
C. racemosa e C. sertularioides (Figura 6) foram coletadas mensalmente, de janeiro a
dezembro de 2006, na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceard, em mar¢ baixa. As algas foram
transportadas para o laboratério e lavadas com 4gua destilada para a retirada de epifitas e
impurezas macroscopicas. Em seguida, o excesso de dgua foi drenado e, entdo, as algas foram
congeladas, sendo depois desidratadas pelo processo de liofilizagdo. O material liofizado foi
utilizado para a preparag@o dos extratos algaceos das cinco espécies do género Caulerpa.

As exsicatas de cada espécie foram preparadas e estdo depositadas no Herbario
Professor Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara, sob os numeros de 47303 a

47307.

Figura 6 — Cinco espécies de algas marinhas verdes do género Caulerpa.

C. mexicana C. prolifera

FONTE: ALGAEBASE (2015).
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3.2 Preparacio dos extratos

Os extratos algaceos foram preparados em metanol (MeOH) na proporc¢ao 1:20
(p:v) sob agitacdo por 1 h a 20°C em um agitador orbital. Em seguida, foram filtrados em
papel de filtro, e os residuos, submetidos a mais duas extragdes sucessivas.

Os trés extratos metandlicos foram reunidos e concentrados em um evaporador
rotativo. Por¢des de 10 mg do extrato concentrado foram suspensas em 10 mL de MeOH
(50%). Esse extrato (1.000 pg/mL) foi utilizado para a determinac¢do do conteido fendlico
total (CFT).

A atividade antioxidante in vitro foi medida através da capacidade de sequestrar o
radical DPPH, do poder de reducdo de ions férricos (FRAP), do branqueamento do B-caroteno
(BCB) e da habilidade de quelagdo de ions ferrosos (FIC), nas concentragdes 5, 50, 500 e
1.000 pg/mL, preparadas a partir do extrato.

O antioxidante sintético butil-hidroxianisol (BHA) foi utilizado como controle
positivo nas determina¢des de DPPH, FRAP e BCB, e o quelante de metais EDTA, nas de

FIC. Os controles positivos foram utilizados nas mesmas concentragdes dos extratos algaceos.

3.3 Determinaciao do conteudo fendlico total (CFT)

CFT foi estimado pelo método de Folin-Ciocalteu descrito por Kumar, Ganesan e
Rao (2008). A 200 pL dos extratos algaceos foram adicionados 1,4 mL de 4agua destilada,
100 pL do reagente de Folin-Ciocalteu e 300 pL de carbonato de sddio (20%). Depois de
30 min de incubagdo em temperatura ambiente e no escuro, a absorbancia foi medida em
760 nm em uma leitora de microplacas (Biochrom Asys UVM 340).

CFT foi calculado com base na curva padrio de acido gélico (G7384 Sigma-
Aldrich), no intervalo de concentragdo de 0,005 a 0,5 mg/mL, e os resultados expressos em

mg de 4cido galico equivalente (AGE) por grama de extrato algaceo.

3.4 Determinacao da atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante in vitro foi determinada através da capacidade de

sequestrar o radical DPPH, do poder de redugao de ions férricos (FRAP), do branqueamento

do B-caroteno (BCB) e da habilidade de quelagdo de ions ferrosos (FIC).
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3.4.1 Capacidade de sequestrar o radical DPPH

A capacidade de sequestrar o radical DPPH foi determinada de acordo com o
método de Blois (1958). A porcentagem de sequestro foi calculada com base nas absorbancias
dos tubos denominados amostra, branco da amostra e controle de acordo com a equacao 1.

A amostra consistiu na mistura de uma aliquota de 0,5 mL dos extratos algaceos e
2,5 mL da solugdo metandlica de DPPH a 75 puM. No branco da amostra, a solucdo
metanodlica de DPPH foi substituida por MeOH e, no controle, foram utilizados somente 3 mL
da solugdo metanodlica de DPPH a 75 uM. Os tubos (amostra, branco da amostra e controle)
foram incubados por 30 min em temperatura ambiente € no escuro, € as absorbancias lidas em

517 nm em leitora de microplacas (Biochrom Asys UVM 340).

Capacidade de sequestro do radical DPPH (%) = [1 _ (AbSamostra~AbSbranco da am"ma)] x 100% (1)

AbScontrole

3.4.2 Poder de reducdo de ions férricos (FRAP)

FRAP foi determinado pela metodologia descrita por Ganesan, Kumar e Bhaskar
(2008). A 1 mL dos extratos algaceos foram adicionados 2,5 mL de tampio fosfato (0,2 M;
pH 6,6) e 2,5 mL de ferrocianeto de potéssio (1%). Esta mistura foi incubada por 20 min a
50°C, resfriada em agua gelada e, entdo, foram acrescentados 2,5 mL de acido tricloroacético
(10%). Apos agitacdo, foram retirados 2,5 mL e misturados com 2,5 mL de dgua destilada e
0,5 mL de cloreto férrico (0,1%). Apds 10 min de incubagdo a temperatura ambiente, a
absorbancia foi lida em 700 nm em leitora de microplacas (Biochrom Asys UVM 340). O
aumento da absorbancia indicou incremento do FRAP, ou seja, quanto maior a absorbancia,
maior o FRAP.

A quantificagdo do FRAP foi feita com base na curva padrdo do acido galico
(G7384 Sigma-Aldrich), no intervalo de concentracdo de 1,95 a 250 mg/mL, e os resultados

expressos em mg de acido galico equivalente (AGE) por grama de extrato algaceo.
3.4.3 Branqueamento do f-caroteno (BCB)

O branqueamento do B-caroteno foi executado de acordo com o método de Chew

et al. (2008), com pequenas modifica¢des. Foram adicionados 2,5 mg de B-caroteno e 40 mg
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de 4cido linoleico, ambos solubilizados em cloroférmio, a 400 mg do emulsificante Tween
40. Em um evaporador rotativo, o cloroférmio foi evaporado ¢ 100 mL de agua ultrapura
oxigenada foram adicionados. Em seguida, a mistura foi vigorosamente agitada formando
uma emulsdo. Foram adicionados 3 mL dessa emulsdo a 1 mL dos extratos algaceos e foi feita
uma leitura de absorbancia inicial em 470 nm. Os tubos foram incubados por 1 h a 50°C e,
apos esse tempo, foi realizada uma segunda leitura de absorbancia no mesmo comprimento de
onda, sendo as duas leituras realizadas em leitora de microplacas (Biochrom Asys UVM 340).

A atividade antioxidante foi calculada pela equagao 2.

Abslh
ADSinjcial

Atividade antioxidante (%) = ( ) X 100% 2

3.4.4 Habilidade de quelagdo de ions ferrosos (FIC)

O procedimento de determinagdo do FIC obedeceu ao descrito por Wang,
Jonsdéttir e Olafsdéttir (2009). A amostra consistiu em 1 mL dos extratos algaceos, 1,35 mL
de 4gua destilada, 50 puL de cloreto ferroso (2 mM) e 100 pL de ferrozina (5 mM). No branco
da amostra, 100 pL de dgua destilada substituiram a ferrozina, enquanto no controle, 1 mL de
agua foi usado em vez do extrato algdceo. Amostra, branco da amostra e controle foram
incubados por 10 min em temperatura ambiente e a absorbancia medida em 562 nm em leitora

de microplacas (Biochrom Asys UVM 340). FIC foi calculado pela equacao 3.

Abs —(Abs —Abs )
[ controle amostra branco da amostra)] x 100% (3)

Habilidade de quelacio de ions ferrosos (%) = be
controle

3.5 Radiacao solar

Os dados de radiagdo solar (kJ/m?), referentes ao periodo de coleta, compreendido
entre janeiro ¢ dezembro de 2006, foram obtidos da Plataforma de Coleta de Dados localizada
em Caucaia-CE (Coordenadas UTM: 535033,372821 / 9586846,58848) e fornecidos pela
Fundagdo Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos (FUNCEME).

A radiagdo solar que incidiu sobre as algas durante a maré baixa dos dias em que
as coletas foram realizadas foi somada e o somatorio, considerado o valor da radiacdo solar ao

qual a alga ficou exposta no dia da coleta.
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3.6 Analises estatisticas

Os resultados de CFT dos extratos das cinco espécies de alga foram submetidos a
analise de variancia unifatorial, seguida do teste de Tukey (p < 0,05).

Nas metodologias da capacidade de sequestro do radical DPPH, BCB e FIC néo
foram utilizadas andlises estatisticas.

No ensaio do poder de reducdo (FRAP), de maneira semelhante as demais
metodologias, ndo foi realizada analise estatistica. Ja na quantificagdo do FRAP nos extratos
das cinco espécies de alga foi comparada pela andlise de variancia unifatorial, seguida do teste

de Tukey (p <0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A variagdo sazonal da atividade antioxidante in vitro através da quantificacdo de
compostos fendlicos totais (CFT), da capacidade de sequestrar o radical 2,2 difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH), do poder de redugdo de ions férricos (FRAP), do branqueamento do
B-caroteno (BCB) e da habilidade de quelagdo de ions ferrosos (FIC) nos extratos de cinco
espécies de clorofitas do género Caulerpa, coletadas mensalmente de janeiro a dezembro de

2006 na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, foi avaliada neste trabalho.

4.1 Determinaciao do conteudo fendlico total (CFT)

O reagente de Folin usado na determinacdo do CFT pelo método de Folin-
Ciocalteu contém fosfomolibdato-fosfotungstato em alto estado de oxidagdo e, nesta
condicdo, sua coloragdo ¢ amarela. Em meio alcalino, quando este reagente entra em contato
com agentes redutores, como os compostos fenolicos presentes na amostra (extrato algaceo),
o fosfomolibdato-fosfotungstato ¢ reduzido a molibdénio, mudando sua coloragdo para azul
(SILVA et al., 2010). Assim, quanto maior a quantidade de compostos fendlicos presentes no
extrato algaceo, mais intensa foi a cor azul desenvolvida.

Os resultados de CFT, expressos em mg AGE/g extrato das cinco espécies de
alga, foram determinados com base na curva padrdo de acido galico (Equagdo 4) e

apresentaram variagdo significativa ao longo dos doze meses de analise (p < 0,05).

y = 0,0755 + 4,8965x n=8 r=0,9992 ()

Os intervalos de variagdo para cada espécie foram os seguintes: 4,11 a 12,69
(C. cupressoides), 4,07 a 8,69 (C. mexicana), 4,81 a 20,12 (C. prolifera), 7,34 a 20,21
(C. racemosa) e 11,47 a 32,01 (C. sertularioides), que corresponderam a aumentos de 3,1,
2,1,4,2,2,8 e 2,8 vezes, respectivamente.

Com exce¢do da C. racemosa, as demais espécies apresentaram um padrio de
variagdo em que os maiores valores se concentraram no segundo semestre do ano e os
menores, no primeiro (Figura 7). Apesar de haver variagdo estatisticamente significativa, do
ponto de vista biologico, esta ndo ¢ intensa o suficiente para permitir que seja dado destaque a

um més ou um periodo do ano. Parece que em condi¢des de elevada radiacdo solar e
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consequentemente elevada temperatura, muito comum no litoral do Ceard, as algas precisem

produzir uma determinada quantidade de compostos fendlicos para sua protecdo. Este

comportamento foi relatado por Holzinger e Liitz (2006) ao estudarem os efeitos da radiagdo

UV sobre a estrutura e fungdes metabodlicas das algas.

Figura 7 — Conteudo fendlico total (CFT) dos extratos metanolicos de cinco espécies de algas marinhas verdes
do género Caulerpa coletadas de janeiro a dezembro de 2006, na Praia do Pacheco, Caucaia, Cear4.
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Trigui et al. (2013) pesquisaram a sazonalidade na composi¢do fenolica da alga

verde Ulva rigida coletada na Tunisia e quantificaram maiores valores de compostos

fenolicos no final do inverno (fevereiro) e inicio da primavera (marco).

Entretanto, outros trabalhos relataram auséncia de diferencas sazonais no CFT

como verificado por Ramah et al. (2014), que estudaram sete espécies de algas marinhas das
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Maldivias, costa leste da Africa e, com excegdo da espécie Padina gymnospora, nenhuma
outra apresentou diferenga significativa (p < 0,001), quanto aos valores de CFT entre inverno
e verdo. Tal resultado ¢ diferente deste trabalho, em que todas as cinco espécies de Caulerpa
exibiram diferentes valores de CFT ao longo do ano.

O extrato de C. cupressoides exibiu o menor valor de CFT (4,11 mg AGE/g
extrato) em maio e o maior valor (12,69 mg AGE/g extrato) ocorreu no més de outubro.

O extrato de C. mexicana apresentou o menor valor de CFT de 4,07 mg AGE/g
extrato, em julho, valor esse semelhante ao exibido pela C. cupressoides em maio. Ja no més
de setembro ela atingiu o maior valor (8,69 mg AGE/g extrato), sendo entretanto, inferior ao
menor valor da C. sertularioides.

Mesmo ndo apresentando as maiores quantidades de CFT dentre as espécies
analisadas neste trabalho, o extrato de C. prolifera foi o que apresentou maior variagdo ao
longo do ano, com o maior valor registrado sendo cerca de quatro vezes superior a0 menor.
Os valores minimo, verificado em janeiro, € maximo, em novembro, foram, respectivamente,
4,81 e 20,12 mg AGE/g extrato.

Nos extratos de C. racemosa nos meses de agosto, setembro e outubro, onde nao
houve diferenga estatisticamente significativa (p < 0,0001), foram observados os menores
valores de CFT sendo igual a 7,34 mg AGE/g extrato. J4 o maior valor, de forma contraditéria
as demais espécies, C. cupressoides, C. mexicana, C. prolifera e C. sertularioides, foi
verificado no primeiro semestre do ano, em fevereiro, e foi de 20,21 mg AGE/g extrato. Esse
resultado poderia ser decorrente da morfologia, entretanto ndo € isso que ocorre, pois das
cinco espécies estudadas (Figura 6), a Unica que se diferencia morfologicamente é a C.
prolifera que apresenta uma lamina oval ou alongada, ereta, achatada e nao dividida. J4 as
outras t€m estruturas distintas: C. cupressoides — ramos verticais, paralelos e colunares; C.
mexicana — ramos achatados semelhantes a penas; C. racemosa — ramos formados por
vesiculas esféricas preenchidas com substincia mucilaginosa; e C. sertularioides — ramos
cilindricos também semelhantes a penas (LITTLER et al., 1989).

O extrato de C. sertularioides foi o mais rico em CFT. O maior valor, ocorrido em
novembro (32,01 mg AGE/g extrato), foi 2,5, 3,7, 1,6 e 1,6 vezes superior aos maiores
valores de CFT da C. cupressoides, C. mexicana, C. prolifera ¢ C. racemosa,
respectivamente. Mesmo o menor valor (11,47 mg AGE/g extrato), observado em julho, foi
superior ao maior CFT da C. mexicana.

Os compostos fenolicos agem como antioxidantes devido a sua habilidade em

doar hidrogénio ou elétrons e, também, devido a estabilidade dos seus radicais intermedidrios
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que impedem a oxidag@o especialmente de lipidios (SILVA et al., 2010). Os resultados de
CFT variando entre 4,07 a 32,01 mg AGE/g extrato deste trabalho sdo superiores aos alguns
encontrados na literatura, como por exemplo Farasat et al. (2014) avaliaram cinco algas
verdes do género Ulva da costa norte do Golfo Pérsico que exibiram valores de CFT de 1,30 a
5,10 mg AGE/g extrato, em que nenhuma das cinco espécies de Caulerpa, ao longo de doze
meses de coleta, apresentaram CFT inferiores a 4,00 mg AGE/g extrato. Das cinco algas
estudadas por eles, a Ulva clathrata foi a que exibiu maior CFT, os autores acreditam que a
exposicdo solar prolongada tenha resultado na maior producdo de compostos bioativos, como
os fendlicos e flavonoides, pois das espécies analisadas U. clathrata é a inica encontrada em
locais onde a exposi¢do € maior. O presente trabalho também apresentou, em geral, valores de
CFT superiores aos relatados por Li ef al. (2012) que determinaram condigdes Otimas de
extracdo para a quantificacdo do CFT (etanol a 60%; 50°C; 40 minutos; 1:40) e encontraram
em C. racemosa, coletada em uma Provincia da Republica Popular da China valor de
aproximadamente 6 mg AGE/g extrato. Foon et al. (2013) pesquisaram a eficiéncia da
extragdo de compostos bioativos de algas comestiveis e verificaram que entre o agitador e o
Sohlext, o ultimo € mais eficaz para a extragcdo de CFT.

Entretanto, os valores de CFT dos extratos algaceos de Caulerpa, obtidos neste
trabalho, sdo inferiores a alguns resultados da literatura como, os encontrados por Martins et
al. (2013) ao analisarem 26 espécies de algas marinhas da costa sudeste do Brasil, estando
entre elas a C. mexicana que exibiu cerca de 24 vezes mais compostos fenodlicos que a mesma
espécie estudada neste trabalho. Tal resultado pode talvez ser consequéncia do processo de
extracdo, em que os autores supracitados utilizaram outro solvente (diclorometano:metanol,
na propor¢ao 1:1), além do processo de extragdo ter sido mais prolongado (3 dias). Entretanto,
de forma contraditoria, existem trabalhos que mostram uma relacdo direta, até determinado
ponto, entre a polaridade de solventes e a eficiéncia de extragdo de compostos fendlicos
(AUEZOVA et al., 2013; LOPEZ et al., 2011; RAJAURIA et al., 2013). Talvez a diferenga
entre os resultados dos dois trabalhos seja explicada mais pelo tempo de extracdo do que
propriamente devido aos solventes usados. Os resultados de CFT das algas do género
Caulerpa, do presente trabalho, também sdo menores que os observados nas algas verdes, no
extrato metanolico da Enteromorpha spirulina (COX; ABU-GHANAM; GUPTA, 2010) e no
extrato etanolico da E. prolifera (CHO et al., 2011). J4 quando comparados com os dados
publicados por Soltani et al. (2011) para a alga verde Cladophora glomerata (3.077 mg
AGE/g extrato), os resultados do presente trabalho representaram apenas uma pequena fragao.

O processo de extragdo dos autores incluiu etanol a 70% como solvente e ultrassom. Mesmo o
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maior valor de CFT (32,01 mg AGE/g extrato) deste trabalho, encontrado na
C. sertularioides, foi inferior ao obtido por Ramah et al. (2014) na ocréfita P. gymnospora
(119,00 mg AGE/g extrato). Tal resultado ja era esperado, visto que, algas pardas sdo ricas em
fucoxantina (D’ORAZIO et al., 2012) e florataninos (WANG et al., 2012), classes de
compostos fenolicos que apresentam atividades bioldgicas, como antidiabética, antiobesidade
e anticancer.

A extracdo dos compostos fendlicos em algas pode ser influenciada por fatores
como tipo de solvente e sua concentragdo, temperatura e tempo de extracdo, € a propor¢ao
entre alga e solvente. Sabe-se que os solventes € os métodos ou equipamentos de extragcdo sao
relacionados com o rendimento e a quantidade de compostos fendlicos obtidos (TIERNEY et
al., 2013). Outros influenciadores sdo local e época de coleta e condi¢cdes ambientais como
radiacdo, salinidade e temperatura (JIMENEZ-ESCRIG; GOMEZ-ORDONEZ; RUPEREZ,
2012). Além desses fatores, a extragdo do CFT também pode variar com as espécies, como foi
visto neste trabalho, em que cinco espécies, pertencentes ao mesmo género (Caulerpa),
coletadas no mesmo local e época, portanto submetidas as mesmas condigdes ambientais, se
mostraram de maneira diferente com relagdo a quantidade dos compostos fendlicos. Esse
comportamento também foi observado por Kumar et al. (2011), ao avaliaram o potencial
antioxidante de trés algas verdes do género Caulerpa coletadas em Gujarat, india.

Segundo a FUNCEME, a maior radiagdo solar registrada ocorreu no més de julho
de 2006, nao coincidindo com valores maximos de CFT em nenhuma das espécies de alga
analisadas. Embora existam relatos da influéncia da luz sobre a produ¢do de CFT nas algas
como forma de protecio (HOLZINGER; LUTZ, 2006), ndo foi possivel visualizar este
comportamento no material analisado. Os ventos dos meses de julho e agosto no litoral do
Ceara concorrem para amenizar a temperatura, de modo que além da radiacdo solar outras
variaveis devem exercer influéncia sobre a sintese de compostos com atividade antioxidante.

Em algumas algas subantarticas a inducdo da sintese de florataninos, uma classe
de compostos fendlicos, ocorre em pequeno intervalo de tempo (2 - 3 horas), entretanto para
algas encontradas em profundidades inferiores a 10 m & necessario maior tempo para a
producdo desses compostos. Em outras algas onde eles estdo ausentes, a inducdo de
compostos fendlicos também ¢ demorada (HUOVINEN; GOMEZ, 2013). Assim, talvez a alta
radiagdo observada em julho no presente trabalho nio tenha levado a uma resposta imediata
na produg@o dos compostos fendlicos, uma vez que essa variavel ambiental foi medida no dia
da coleta. Logo, se a determinag¢ao do CFT tivesse sido feita em outro momento, ¢ possivel

que os valores observados tivessem sido diferentes.
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A grande variabilidade observada nos compostos fenolicos nas algas pode ter
origem em fatores ambientais externos, como a herbivoria, luz, profundidade, salinidade e
nutrientes, bem como a partir de fatores intrinsecos, como a idade e/ou estagio reprodutivo.
Todos esses fatores podem agir sobre a regulagdo das expressdes da sintese desses compostos
bioativos, dentre eles os fendlicos, induzindo a variagdes qualitativa e quantitativa, sem falar

das varia¢des interindividuais (FARVIN; JACOBSEN, 2013).

4.2 Determinacio da atividade antioxidante in vitro

4.2.1 Capacidade de sequestrar o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

O método do sequestro do radical DPPH, dentre os ensaios antioxidantes
colorimétricos, tem sido muito utilizado na busca de novos compostos antioxidantes de fontes
naturais devido sua simplicidade, rapidez e facilidade de comparacdo com outras fontes. A
molécula de DPPH ¢ caracterizada como radical livre estdvel que apresenta uma coloragdo
roxa, com absor¢do maxima no comprimento de onda de 520 nm. O método consiste em
avaliar a capacidade antioxidante de uma molécula, através da sua atividade em sequestrar o
radical DPPH. Quando a solugdo de DPPH entra em contato com essa substancia (extrato
algaceo) que age como doadora de atomos de hidrogénio, o DPPH ¢ reduzido a DPPH>
(difenil-picril-hidrazina), ocorrendo mudanca na coloragdo de roxa para amarela, com o
concomitante decréscimo da absorbancia (ALVES et al., 2010, MISHRA; OJHA,
CHAUDHURY, 2012).

A atividade antioxidante das cinco espécies de Caulerpa apresentou variacao sutil
ao longo do ano sem demonstrar relagdo com a radiagdo solar (Figura 8). Foi verificado um
pequeno incremento na atividade com aumento na concentracdo dos extratos algaceos. Dentre
todas as espécies, a C. mexicana foi responsavel pela menor atividade (23,9%), que ocorreu
no més de julho na concentragdo de 5 pg/mL. J4 a maior atividade (53,9%) foi exibida em
setembro pela C. prolifera na concentragdo de 1.000 pg/mL. A atividade no controle positivo
(BHA) nas quatro concentragdes (5; 50; 500; 1.000 pg/mL) foi, respectivamente, 42,3%,

93,5%, 96,7% e 97,7%., superior as atividades dos extratos algaceos.
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Figura 8 — Capacidade de sequestrar o radical DPPH dos extratos metanélicos, em quatro concentragdes (5, 50,
500 e 1.000 pg/mL), de cinco espécies de algas marinhas verdes do género Caulerpa coletadas de janeiro a
dezembro de 2006, na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara.
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A literatura ¢é escassa quando se trata de trabalhos que relatem a sazonalidade na
atividade antioxidante de extratos algdceos. Assim, da mesma forma que o presente trabalho,
onde ndo se conseguiu estabelecer relacdo alguma entre a radiag@o e a atividade antioxidante,
existe apenas o relato de Shanab, Shalab e El-Fayoumy (2011) que também ndo verificaram
essa relagdo, nem qualquer variacdo ao longo das estagcdes do ano, trabalhando com extratos
de etanol ou de éter de petrdleo da alga verde Enteromorpha compressa. Entretanto,
resultados diferentes do presente trabalho foram obtidos pelos autores supracitados, para os
demais extratos, preparados com cloroférmio, acetato de etila ou dgua, onde os autores
verificaram que na primavera essa atividade foi cerca de duas vezes superior aquela observada
nas outras estacdes do ano. Outro relato que se opdem ao deste trabalho, em que foi

estabelecida relacdo entre a radiacdo e, portanto, a temperatura da 4gua, e a atividade
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antioxidante, foi o realizado por Trigui et al. (2013) ao avaliarem a sazonalidade na atividade
antioxidante da Ulva rigida, verificaram que a capacidade de sequestro do radical DPPH foi
maior em meses que a temperatura da agua era menor que 15°C. Em contrapartida, nos meses
quentes com temperatura acima de 20°C, como o verdo e o outono, houve um declinio na
atividade, indicando uma relag¢do inversa entre a temperatura da dgua e a capacidade de
sequestro desse radical.

O extrato de C. cupressoides apresentou as maiores atividades de 30,7%, 32,8%,
36,3% e 42,0% nas concentragdes 5, 50, 500 e 1.000 pg/mL, respectivamente, que foram
observadas no més de dezembro, com excecdo da ultima concentragdo que foi em novembro.
Com relagdo as mais baixas atividades, seguindo na mesma ordem acima, foram 25,6%
(julho), 27,9% (julho), 29,9% (janeiro) e 33,6% (outubro). O resultado observado em
novembro (42%) foi semelhante ao exibido pela menor concentragdo do controle positivo
(BHA).

O extrato de C. mexicana apresentou nas concentragdes 5, 50, 500 e 1.000 ug/mL,
as maiores atividades de 28,9%, 31,4%, 34,7% e 38,2%, respectivamente, que foram
observadas no més de dezembro. Com relagdo as mais baixas atividades, seguindo a
sequéncia acima, foram 23,9% (julho), 25,6% (agosto), 28,4% (agosto) e 31,1% (junho). A C.
mexicana apresentou a menor atividade no mesmo més da C. cupressoides. O melhor
resultado, de 38,2% observado em dezembro, foi 2,5 vezes menor que o exibido pelo BHA na
mesma concentragao.

A atividade de sequestro do radical DPPH na C. prolifera, concentracdo de 5
pg/mL variou de 25,3% (julho) a 35,5% (agosto). Na concentragdo 50 pg/mL, a variagdo foi
de 27,4% (julho) a 39,2% (agosto). Na de 500 pg/mL os resultados foram de 30,6% (julho) a
45,5% (setembro), e esses mesmos meses (julho e setembro) foram verificados com a
concentracdo de 1.000 pg/mL, em que a mais baixa atividade foi de 35,6% e a maior foi de
53,9%. A C. prolifera apresentou a menor atividade de sequestro do DPPH no mesmo més e
concentracdo da C. cupressoides e C. mexicana, sendo as duas primeiras ligeiramente
superiores a C. mexicana. J4 no més de setembro, com a concentragdo 1.000 pg/mL, a
C. prolifera apresentou seu melhor resultado nesse ensaio antioxidante, sendo capaz de
sequestrar 53,9% do DPPH. Foi o maior resultado dentre as cinco espécies e também superior
ao BHA em sua menor concentracao.

Os valores minimos ¢ maximos da atividade de sequestro do radical DPPH (%)
para a C. racemosa foram 24,6% (setembro) e 30,0% (abril e maio) para a concentragdo de 5

pg/mL; 27,3% (setembro) e 33,2% (fevereiro) para a de 50 pg/mL; 29,2% (setembro) e
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40,1% (fevereiro) para a de 500 pg/mL; e 34,6% (setembro) e 47,0% (fevereiro) para a maior
concentracdo, a de 1.000 pg/mL. Essa maior eficiéncia detectada no més de fevereiro
(1.000 pg/mL) foi superior aquelas observadas para C. cupressoides, C. mexicana ¢ também
para a menor concentracdo do BHA.

Para a C. sertularioides os valores da atividade de sequestro do radical DPPH (%)
foram minimos e maximos, respectivamente, 25,3% (novembro) e 33,8% (outubro) para a
concentracdo de 5 pg/mL, 28,2% (novembro) e 35,8% (outubro) para a de 50 pg/mL,
34,9% (janeiro) e 43,7% (junho) para a de 500 ug/mL e 39,9% (marg¢o) e 50,4% (junho) para
a de 1.000 pg/mL. Nesta maior concentracdo, o extrato de C. sertularioides mostrou ser
melhor em sequestrar o radical DPPH que os de C. cupressoides, C. mexicana, C. racemosa €
também da menor concentracdo do BHA.

Esse comportamento de incremento na atividade sequestradora do DPPH com
aumento na concentracdo dos extratos algaceos, exibido pelas cinco espécies de Caulerpa,
também foi verificado na literatura para os extratos metandlicos das algas verdes, Caulerpa
cupressoides e Ulva fasciata, das vermelhas Amansia multifida e Cryptonemia crenulata e
das pardas Dictyota dichotoma e Sargassum vulgare (LIMA, 2013), para o extrato etandlico
da alga verde Enteromorpha prolifera (CHO et al., 2011) e para a fracdo aquosa da C.
racemosa (L1 et al., 2012). Entretanto, existem também trabalhos que mostram
comportamento diferente, como os observados no extrato etanolico e a fracdo de acetato de
etila da C. racemosa (LI et al., 2012) e nos extratos metandlicos de 26 espécies de algas,
incluindo verdes, vermelhas e pardas, onde ndo foi notada melhoria na atividade com o
aumento da concentragdo, pelo contrario, em alguns casos, concentragdes menores mostraram
maior capacidade de sequestrar o radical DPPH (MARTINS et al., 2013).

Para discussdo dos resultados da atividade de sequestro do radical DPPH do
presente trabalho com os encontrados na literatura, buscou-se utilizar, sempre que possivel,
fazer as comparac¢des com concentragdes semelhantes ou proximas das deste trabalho. Essa
atividade nas algas do género Caulerpa variou de 23,9% a 53,9%.

A literatura apresenta relatos que estdo de acordo com os resultados obtidos no
presente trabalho, como a verificada por Farasat et al. (2013) para os extratos metanolicos
60% de algas do género Chaetomorpha, que mostraram atividades variando entre 5,0% e
43,0%, para os extratos metandlicos de C. mexicana (34,0%), Codium taylorii (45,0%) e Ulva
lactuca (58,0%) (MARTINS et al., 2013) e para os extratos metanolicos 80% (2.000 pg/mL)
das algas verdes Ulva linza (52,0%), U. intestinalis (48,0%) e U. flexuosa (42,0%)
(FARASAT et al., 2014).
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Os resultados deste trabalho sdo mais de dez vezes superiores aos obtidos por Li
et al. (2012) para o extrato etandlico e fragdes aquosa e de acetato de etila da C. racemosa e
também superiores aos extratos metandlicos de trés espécies de clorofitas: Enteromorpha
compressa, E. linza e E. tubulosa analisadas por Ganesan, Kumar e Rao (2011).

Entretanto, os valores de sequestro do radical DPPH do presente trabalho sdo
inferiores ao do extrato etanolico da alga verde Enteromorpha prolifera (CHO et al., 2011),
ao dos extratos metanodlicos das algas C. cupressoides e Ulva fasciata (LIMA, 2013) e da
Caulerpa veravelensis (65,8%), C. scalpelliformis (66,9%) e C. racemosa (87,0%), coletadas
em Gujarat, India (KUMAR et al., 2011). Estes tltimos também verificaram que o metanol
foi o solvente de extracdo que propiciou maior sequestro de DPPH quando comparado a
acetona, acetato de etila, propanol e 4gua. Comparando-se os extratos da mesma espécie (C.
racemosa) na mesma concentracdo, a atividade encontrada no presente trabalho foi quase
duas vezes menor que a da India, o qual utilizou um processo extragio mais demorado e a
incubagcdo mais prolongada. De acordo com Auezova et al. (2013) e Mishra, Ojha e
Chaudhury (2012), as metodologias de extracdo e de determinacdo do DPPH exercem
influéncia sobre os compostos extraidos e, consequentemente, sobre os resultados obtidos.

As atividades dos extratos algaceos nas quatro concentra¢des estudadas (5, 50,
500 e 1.000 pg/mL) foram inferiores as do controle positivo (BHA). Estes resultados estdo de
acordo com a literatura (DEMIREL et al., 2011; LI et al., 2012; SHANAB; SHALAB; EL-
FAYOUMY, 2011).

Alguns trabalhos mostram correlacdo entre CFT e DPPH indicando, assim, que
essa atividade antioxidante ¢ resultante da presenca compostos fendlicos (FARASAT et al.,
2013). Entretanto, outros autores acreditam que alguns compostos presentes nos extratos
algaceos, por exemplo, carotenoides, tocoferois, acido ascdrbico, polissacarideos e proteinas,
também sejam responsaveis por essa atividade (LORDAN; ROSS; STANTON, 2011).

A diferenca nessa atividade sequestradora de radicais livres das amostras em
diferentes extratos mostra que o solvente afeta a extracdo e consequentemente a poténcia de
eliminacdo de radicais. A alteragdo na polaridade dos solventes modifica a eficacia de
extragdo, extraindo grupos especificos de compostos antioxidantes (FARVIN; JACOBSEN,
2013; LOPEZ et al., 2011). Assim, extratos provindos de diferentes solventes mostram

respostas diferentes quanto a atividade antioxidante (SOUZA et al., 2011).
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4.2.2 Poder de reducdo de ions férricos (FRAP)

As quatro concentracdes de cada extrato algdceo mostraram valores crescentes de
FRAP da menor (5 pg/mL) para a maior concentragdo (1.000 pg/mL) como pode ser
visualizado na Figura 9. Os intervalos de variagdo de FRAP, verificados através da
absorbancia a 700 nm, para cada espécie foram os seguintes: 0,084 a 0,100 (C. cupressoides),
0,050 a 0,158 (C. mexicana), 0,058 a 0,216 (C. prolifera), 0,139 a 0,221 (C. racemosa) e
0,129 a 0,222 (C. sertularioides). Os valores de absorbancia do BHA (controle positivo), nas
quatro concentragdes (5, 50, 500 e 1.000 pg/mL) foram 0,075, 0,219, 1,470 e 1,920,
respectivamente. Com excecdo da C. mexicana ¢ da C. prolifera que exibiram baixo FRAP
nos meses de setembro-dezembro e junho-setembro, respectivamente, as outras trés espécies
de Caulerpa apresentaram uma variagdo sutil na atividade antioxidante ao longo dos doze
meses de andlise; e nenhuma espécie mostrou relacdo com a radiagdo solar. Ramah et al.
(2014) fizeram um estudo sazonal da atividade antioxidante de sete algas, das quais cinco nio
exibiram diferengas entre o inverno e verao quanto ao FRAP.

Este ensaio antioxidante (FRAP) se baseia na presenca de antioxidantes na
amostra (extrato algiceo) que reduzem o ferro férrico (Fe*") a ferro ferroso (Fe?"), através da
doacgdo de um elétron. A quantidade de Fe** pode ser monitorada através da medicdo da
formacdo da cor conhecida como azul da Prussia, no comprimento de onda de 700 nm. O
incremento da absorbancia indica uma maior atividade de redugdo (SOLTANI et al., 2011).

Os valores de FRAP na C. cupressoides, para a concentragdo de 5 pg/mL
variaram de 0,084 (fevereiro) a 0,100 (novembro), para a de 50 ug/mL a variagdo foi de 0,087
(fevereiro) a 0,106 (novembro), na de 500 pg/mL os resultados foram de 0,098 (fevereiro) a
0,127 (junho), e para a concentragdo de 1. 000 ug/mL 0,109 (janeiro) a 0,142 (maio). Todos
os resultados de FRAP obtidos nos doze meses de pesquisa, na concentragdo de 1.000 png/mL,
foram superiores ao encontrado para o BHA na concentracdo de 5 pg/mL. Em geral, os
menores valores de FRAP foram observados no primeiro semestre do ano e, os maiores, no
segundo. A variagdo dessa atividade antioxidante ao longo do ano foi discreta, com os
maiores valores de FRAP iguais a 20% ou 30% superiores aos menores valores, para todas as

concentragdes.
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Figura 9 — Poder de redugdo de ions férricos (FRAP) dos extratos metandlicos, em quatro concentragdes (5, 50,
500 e 1.000 pg/mL), de cinco espécies de algas marinhas verdes do género Caulerpa coletadas de janeiro a
dezembro de 2006, na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara.
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Os valores de FRAP para a C. mexicana variaram de 0,050 (outubro) a 0,158
(margo) para a concentracao de 5 pg/mL, de 0,057 (setembro) a 0,171 (marco) para a de 50
pg/mL, de 0,074 (novembro) a 0,184 (abril) para a de 500 pg/mL e de 0,100 (setembro) a
0,210 (junho) para a maior concentracdo, a de 1.000 ng/mL, que corresponderam a aumentos
de 3,2, 3,0, 2,5 e 2,1 vezes, respectivamente. Essa maior eficiéncia detectada no més de junho
(1.000 pg/mL) foi superior aquela observada para todas as concentragdes dos doze meses da
C. cupressoides e semelhante a exibida pelo BHA na concentracdo de 50 ug/mL. Em geral, os
menores valores de FRAP foram observados no segundo semestre do ano, enquanto os
maiores, no primeiro. Apenas nos extratos de C. mexicana nos quatro ultimos meses do ano,
foi possivel observar uma diminui¢@o da atividade acompanhada pela diminui¢do da radiagéo

solar. Nenhum outro extrato apresentou este resultado.
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O poder de reducdo de ions férricos (FRAP) na C. prolifera exibiu os menores
valores sempre no més de julho. Na concentracdo de 5 pug/mL, a variagdo foi de 0,058 a 0,140
(novembro). Na de 50 pg/mL, a variacdo foi de 0,064 a 0,152 (dezembro). Nas de 500 e
1.000 pg/mL, os maiores valores foram observados no més de novembro, e a variagdo foi,
respectivamente, de 0,085 a 0,184 e de 0,102 a 0,216. Os extratos de C. prolifera,
diferentemente de C. cupressoides e de C. mexicana, apresentaram varia¢do ao longo dos
doze meses de andlise, mas sem obedecer um padrdo. Essa variacdo foi superior aquela
demonstrada pela C. cupressoides. Os menores valores foram observados nos meses de junho
a setembro para as quatro concentragdes testadas. Na maioria dos meses, os extratos algaceos
apresentaram FRAP maior quando comparados ao do BHA, ambos na concentracdo de
5 ng/mL.

O extrato de C. racemosa exibiu nas quatro concentragdes os maiores valores de
FRAP sempre no més de novembro. Nas concentragdes de 5 e 50 pg/mL; esses valores
variaram de 0,139 a 0,152 e de 0,143 a 0,169, respectivamente, onde os menores valores
foram no més de junho. Para a concentragdo de 500 ¢ 1.000 ug/mL a variacdo foi de 0,157
(agosto) a 0,191 e 0,177 (janeiro) a 0,221. Todos os resultados de FRAP obtidos dos doze
meses de pesquisa, na concentracdo de 1.000 pg/mL, foram superiores ao encontrado para o
BHA na concentragdo de 5 pug/mL e semelhante ao da de 50 pg/mL. Em oposicdo a
C. mexicana, a C. racemosa, em geral, teve os menores valores de FRAP no primeiro
semestre do ano e os maiores, no segundo. A variagdo dessa atividade antioxidante ao longo
do ano foi bem modesta, em que os maiores valores de FRAP foram 10% ou 20% superiores
aos menores valores.

O poder de reducdo (FRAP) para a C. sertularioides foram minimos ¢ maximos
de 0,129 (abril) e 0,156 (novembro) para a concentragdo de 5 ug/mL; de 0,134 (janeiro) e
0,161 (novembro) para a de 50 pg/mL; de 0,168 (abril) e 0,190 (dezembro) para a de 500
pg/mL; e de 0,184 (julho) e 0,222 (fevereiro) para a de 1.000 pg/mL. O extrato de
C. sertularioides na maior concentracdo exibiu o maior valor de FRAP (0,222) de todas as
espécies de Caulerpa analisadas e também maior a atividade que o BHA nas concentracdes de
5 e 50 pg/mL. A variagdo dessa atividade antioxidante ao longo do ano foi discreta, em que os
maiores valores de FRAP foram 10% ou 20% superiores aos menores encontrados. De modo
geral, os menores valores de FRAP foram observados no primeiro semestre do ano e os
maiores, no segundo, comportamento semelhante ao da C. cupressoides e C. racemosa.

Nos extratos metandlicos das cinco espécies de algas do presente trabalho,

verificou-se que com o aumento na concentragdo houve um leve incremento no poder de



47

reducdo. Resultado semelhante foi verificado por Soltani ef al. (2011) para o extrato etandlico
(70%) da alga verde Cladophora glomerata, nos diferentes extratos da alga vermelha
Kappaphycus alvarezii, preparados com metanol, etanol, acetato de etila e agua (KUMAR;
GANESAN; RAO, 2008) e também nos extratos metandlicos (50%) de Euchema
kappaphycus, Gracilaria edulis e Acanthophora spicifera (GANESAN; KUMAR;
BHASKAR, 2008) e nos de sete algas pardas, Dictyopteris australis, D. delicatula, Padina
tetrastromatica, Sargassum marginatum, Spatoglossum aspermum, S. variabile e
Stoechospermum marginatum (VINAY AK; SABU; CHATTERIJI, 2010).

Para discussdo dos resultados do poder de redugdo nos extratos algaceos buscou-
se utilizar, sempre que possivel, fazer as compara¢des entre o presente trabalho e os
encontrados na literatura com concentragdes semelhantes ou proximas entre si.

A atividade de redugdo nas algas do género Caulerpa variou de 0,050 a 0,221,
sendo semelhante aquela dos extratos metandlicos das algas verdes Chlorodesmis fastigiata e
Codium elongatum (VINAYAK; SUDHA; CHATTERII, 2011).

Contudo, os resultados aqui apresentados sdo superiores aos dos extratos
metanolicos de algas verdes, Enteromorpha compressa, E. linza e E. tubulosa (GANESAN;
KUMAR; RAO, 2011) e Ulva fasciata (LIMA, 2013) e aos do extrato etandlico da
Cladophora glomerata, uma alga verde abundante na costa do Ird (SOLTANI ef al., 2011) e
da C. racemosa (Ll et al., 2012).

Mesmo exibindo uma boa atividade, os extratos de Caulerpa deste trabalho
exibiram menores valores de FRAP quando comparados a alguns relatos da literatura, como
aos dos extratos metanolicos das espécies Caulerpa veravelensis, C. scalpelliformis e
C. racemosa (KUMAR et al., 2011) e aos extratos metanolico ou de éter dietilico da alga
verde Halimeda tuna, em que, desses dois, o primeiro apresentou maior FRAP, demonstrando
a interferéncia do solvente nesse ensaio antioxidante (DEVI et al., 2011).

As atividades de reducdo dos extratos algaceos foram inferiores a do controle
positivo (BHA). Esse resultado ¢ semelhante aos relatos da literatura. Trabalhos com
resultados parecidos foram realizados por Shanab, Shalab e El-Fayoumy (2011) com extratos
de etanol ou de éter de petrdleo da alga verde Enteromorpha compressa; Demirel et al. (2011)
com extratos metandlico, cloroformico e hexanico da Laurencia obtusa; e Li et al. (2012)
com extrato etandlico e fragdes de acetato de etila e aquosa da Caulerpa racemosa.

A atividade de reducdo pode ser influenciada por algumas causas dentre elas o
processo de extracdo. Foon et al. (2013) encontraram que nos extratos preparados sob

agitacdo, a atividade do FRAP era menor do que naqueles utilizando o Soxhlet. Assim,
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acredita-se que a metodologia pode afetar a extracdo dos compostos antioxidantes e ser
responsavel por variagdes na atividade antioxidante quantificada nesses extratos. Extratos
etandlicos de algas verdes, vermelhas e pardas mostram menor poder de reducdo comparado a
extratos aquosos, indicando que componentes hidrofilicos presentes nesses extratos afetam a
atividade de reducio (FARVIN; JACOBSEN, 2013; JIMENEZ-ESCRIG; GOMEZ-
ORDONEZ; RUPEREZ, 2012).

De acordo com Rajauria et al. (2013) e Wang et al. (2012) existem fortes
correlagdes positivas entre os compostos fendlicos e o poder de redugdo dos extratos algaceos.

A quantificagdo do FRAP, feita nos extratos das cinco espécies com base na curva
padrdao de acido gélico (Equacdo 5), foi comparada estatisticamente apresentando variagdo
significativa ao longo dos doze meses de andlise (p < 0,05). Os resultados da quantificagdo

foram expressos em mg AGE/g extrato.

y =0,0711 + 6,4626x n=8 r = 0,9961 5)

E interessante observar que os extratos apresentaram variacdes de 5,92 a 10,91
(C. cupressoides), de 4,50 a 20,56 (C. mexicana), de 4,75 a 22,42 (C. prolifera),
de 16,35 a 23,16 (C. racemosa) e de 17,44 a 23,41 (C. sertularioides), que corresponderam a
aumentos de 1,8, 4,6, 4,7, 1,4 e 1,3 vezes, respectivamente (Tabela 1). Dentre as cinco
espécies, o menor valor (4,50) foi verificado na C. mexicana no més de setembro e o maior
(23,40) na C. sertularioides, em fevereiro. C. cupressoides apresentou menores valores dentre
as cinco espécies estudadas e também exibiu uma variacao discreta ao longo dos doze meses,
semelhantemente a C. racemosa e C. sertularioides.

O extrato metanolico da C. cupressoides exibiu os menores valores de FRAP nos
meses de janeiro e margo, que ndo apresentaram diferenca significativa, sendo
respectivamente 5,92 e 7,60 mg AGE/g extrato. Os meses de fevereiro, maio, junho,
setembro, outubro e dezembro também ndo apresentaram diferenga significativa e neles foram
observados os maiores valores de FRAP. Essa espécie de Caulerpa apresentou variagdo ao
longo dos doze meses analisados, porém nenhum padrao foi verificado. Ja a C. mexicana,
como pode ser visualizado na Tabela 1, em geral, mostrou menores valores de FRAP (mg
AGE/g extrato) no segundo semestre do ano, em que os minimos foram nos meses de
setembro a dezembro, os quais ndo diferiram estatisticamente. Ja os maiores valores foram
observados no primeiro semestre do ano ¢ os valores nesses meses nao apresentaram

diferencas significativas. Também pode ser visualizado que o intervalo de variacdo nesta
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espécie foi o segundo maior dentre as cinco espécies de Caulerpa deste trabalho, onde o
maior valor (20,56 mg AGE/g extrato) é 4,6 vezes maior que o menor (4,50 mg AGE/g
extrato).

O poder de redugdo de ions férricos na C. prolifera, semelhante a C. cupressoides,
também ndo obedeceu a um padrao de variagdo ao longo de um ano de pesquisas. Os menores
valores foram verificados nos meses de junho a agosto, de 4,75 a 5,80 mg AGE/g extrato.
Enquanto os meses de novembro e dezembro foram os responsaveis pelos maiores valores, de,
respectivamente, 22,42 e 20,50 mg AGE/g extrato. Mesmo ndo exibindo um padrdo de
variacdo, pode-se perceber que os maiores valores seguiram certa sequéncia, com inicio no
més de outubro e prosseguindo até o més de mar¢o. Também € notorio que o maior intervalo
de variagdo foi visto nesta espécie, em que o maior valor (22,42 mg AGE/g extrato) ¢ 4,7

vezes superior ao menor que ¢ 4,75 mg AGE/g extrato.

Tabela 1 - Poder de reducdo de ions férricos (FRAP) dos extratos metandlicos das cinco espécies de algas
marinhas verdes pertencentes ao género Caulerpa, coletadas de janeiro a dezembro de 2006, na Praia do
Pacheco, Caucaia, Ceara.

Meses FRAP (mg AGE/g extrato)
C. cupressoides C. mexicana C. prolifera C. racemosa C. sertularioides
Janeiro 5,92¢ 19,36 15,20¢ 16,354 22,70%®
Fevereiro 9,243b 18,86 15,20¢ 21,342 23,40°
Margo 7,60 20,56 15,76¢ 17,41¢ 18,924
Abril 9,20P 18,732 12,61¢ 19,320 19,54¢
Maio 10,912 17,900 12,98¢ 21,122 19,39
Junho 9,86 20,56* 5,80" 18,27 21,52°
Julho 9,08° 15,98¢ 4,75¢ 17,38¢ 17,44¢
Agosto 8,77° 21,37* 5,21t 17,78 17,964
Setembro 10,84 4,50¢ 8,93¢ 18,18 20,78%
Outubro 9,92 5,304 18,40° 17,56% 20,78
Novembro 8,40° 5,714 22,42* 23,16* 22,05
Dezembro 10,20% 5,464 20,50° 22,45° 21,62°

Letras mindsculas iguais na coluna - inexisténcia de diferenga estatisticamente significativa (p > 0,05).
Letras mindsculas diferentes na coluna - existéncia de diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).
Fonte: AUTOR.

Os valores de FRAP na C. racemosa exibiram um padrao de variacdo semelhante
aquele exibido pela C. mexicana, em que no geral, no primeiro semestre do ano foram
quantificados os maiores valores e no segundo, os menores. O maior valor foi verificado em

novembro, sendo 23,16 mg AGE/g extrato, e os menores, em janeiro (16,35 mg AGE/g
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extrato) e em julho (17,38 mg AGE/g extrato) que ndo apresentaram diferencas significativas.
Vale ressaltar que essa variagdo percebida para a C. racemosa foi moderada, como pode ser
visto na Tabela 1, em que o maior valor foi 40% superior ao menor. De forma similar aos
extratos de C. prolifera e C. cupressoides, os de C. sertularioides ndo obedeceram a um
padrdo de variagcdo ao longo de um ano. O menor valor de FRAP (17,44 mg AGE/g extrato)
foi detectado em julho, e o maior (23,40 mg AGE/g extrato) em fevereiro. Apesar da
inexisténcia de um padrdo de variagdo, ¢ importante destacar que as maiores atividades sdo
observadas a partir do més de novembro persistindo até fevereiro. A variagdo ¢ discreta,
sendo a maior atividade 30% superior a menor.

Era de se esperar que a variagdo no FRAP nos extratos metanolicos das algas
deste estudo fosse semelhante a variagdo verificada nos compostos fendlicos, ou seja,
resultados mais elevados no segundo semestre. Geralmente, extratos algadceos que apresentam
alta quantidade de CFT também mostram altos valores de FRAP, sugerindo que esses
constituintes sdo os principais responsaveis por essa atividade antioxidante. Esta propriedade
de reducdo indica que os compostos antioxidantes atuam doando elétrons e, assim, reduzem
moléculas, como no caso desse ensaio onde ocorre a redugdo do ferro férrico. Este mecanismo
¢ semelhante ao dos compostos fenolicos, reforgando a ideia de que eles sdo os principais

responsaveis por tal atividade (FARVIN; JACOBSEN, 2013; RAJAURIA et al., 2013).

4.2.3 Branqueamento do f-caroteno (BCB)

Houve variagdo da atividade BCB nas quatro concentragdes de cada um dos
extratos algaceos, mas sem seguir qualquer padrdo. Em todos eles as atividades foram
inferiores as determinadas para o controle positivo em todas as concentragdes testadas.
Entretanto, na maioria dos extratos, as atividades foram superiores a 70,0% (Figura 10),
considerado um resultado excelente para algas. As maiores concentragcdes dos extratos ndo
resultaram em melhores atividades como visto no sequestro do DPPH e FRAP. A menor
atividade foi verificada em novembro na C. sertularioides (5 pg/mL) e a maior em janeiro, na
C. racemosa (1.000 png/mL), 27,4% e 88,5%, respectivamente. A atividade antioxidante do
controle positivo (BHA) foi 81,4%, 87,2%, 89,8% e 92,7% para as concentragdes 5, 50, 500 e
1.000 pg/mL, respectivamente.

No BCB, a peroxidag@o do acido linoleico gera radicais livres, devido a abstragao
de atomos de hidrogénio, os quais, por sua vez, oxidam a molécula de B-caroteno, que ¢

altamente insaturada. A consequente degradagdo da cor laranja pode ser monitorada
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espectrofotometricamente. Entretanto, a presenga de antioxidantes, como os que ocorrem em
extratos algaceos, neutraliza os radicais livres e, assim, evitam a descoloracdo do B-caroteno
(ALVES et al., 2010; CHEW et al., 2008).

A atividade antioxidante na C. cupressoides na concentracdo de 5 pg/mL variou
de 40,5% (setembro) a 80,5% (fevereiro). Na de 50 pg/mL a variagdo foi de 41,0% (margo) a
77,5% (dezembro). Na de 500 ug/mL os resultados foram de 43,6% (julho) a 86,3% (janeiro),
e na concentragdo de 1.000 pg/mL, a mais baixa atividade foi de 65,4% (junho) e a maior foi
85,7% (margo). A menor atividade no extrato de C. cupressoides nao foi registrada na menor
concentracdo, por exemplo, nos extratos de 5 ug/mL a atividade foi quase sempre superior
aquela encontrada nos extratos de 50 pg/mL. As trés maiores atividades das concentracdes de

500 e 1.000 pg/mL assemelharam-se a do BHA em sua menor concentragao.

Figura 10 — Branqueamento do B-caroteno (BCB) nos extratos metandlicos, em quatro concentragdes (5, 50, 500
e 1.000 ug/mL), de cinco espécies de algas marinhas verdes do género Caulerpa coletadas de janeiro a dezembro
de 2006, na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara.
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A varia¢do na atividade antioxidante na C. mexicana foi de 48,3% (abril) a
89,2% (setembro) na concentracdo de 5 pg/mL, e para a de 50 pg/mL foi de 44,3% (janeiro) a
83,2% (margo). As atividades entre 62,2% (fevereiro) e 85,0% (outubro) foram exibidas pela
concentracdo de 500 pg/mL, e entre 50,0% (abril) e 87,6% (setembro) para a concentragdo de
1.000 pg/mL. De maneira semelhante aos extratos de C. cupressoides, a concentragdo de
5 pg/mL apresentou melhores resultados que a de 50 ng/mL, na maioria dos meses. O extrato
de C. mexicana referente ao més de setembro na concentragdo de 5 pg/mL exibiu a maior
atividade dentre as cinco espécies em todas as concentragdes testadas, atividade inclusive
superior a do BHA nas concentrag¢des de 5 e 50 pg/mL.

A atividade antioxidante do extrato metandlico de C. prolifera na concentragdo de
5 pg/mL variou de 33,0% (janeiro) a 85,1% (fevereiro). Para a de 50 pg/mL a variagdo foi de
33,9% (maio) a 79,6% (agosto). Na de 500 pg/mL os resultados foram de 46,8% (fevereiro) a
82,4% (maio), e para a concentragdo de 1.000 pg/mL, a mais baixa atividade foi de 56,9%
(abril) e a maior foi 86,9% (junho). De forma similar aos extratos de C. cupressoides ¢
C. mexicana, a concentracdo de 5 pg/mL apresentou resultados superiores a de 50 pg/mL. Na
maioria dos meses, C. prolifera apresentou atividade inferior a do BHA.

O extrato metanolico da C. racemosa exibiu varia¢do na atividade antioxidante
através do BCB para as concentragdes 5, 50, 500 e 1.000 pg/mL, respectivamente, de 60,9% a
85,2% (agosto e junho), 39,9% a 84,1% (novembro e setembro), 51,2% a 85,5% (margo e
outubro) e 70,2% a 88,5% (junho e janeiro). Em todos meses, os extratos de C. racemosa na
concentragdo de 5 pg/mL exibiram maiores atividades que os da concentragdo de 50 pug/mL.
Tal comportamento foi semelhante ao exibido pelas espécies C. cupressoides, C. mexicana e
C. prolifera deste trabalho. No més de janeiro, C. racemosa na concentragdao de 1.000 pg/mL
exibiu a segunda maior atividade dentre as cinco espécies, atividade essa superior a do BHA
nas concentracdes de 5 e 50 pg/mL.

A variagdo na atividade antioxidante de C. sertularioides na concentragdo de
5 pg/mL foi de 27,4% (novembro) a 83,7% (janeiro) e na de 50 pg/mL foi de 30,2% a 81,3%,
observadas nos meses de dezembro e janeiro. As atividades minima de 50,3% em agosto e
maxima de 86,8% em janeiro foram exibidas na concentracdo de 500 pg/mL, e a variacdo
entre 62,6% (setembro) e 86,4% (abril) na concentracdo de 1.000 pg/mL. Diferentemente das
demais espécies, em C. sertularioides apenas em um més na concentragdo de 5 pg/mL a
atividade foi superior a de 50 pg/mL. No més de novembro foi verificada a menor atividade
dessa espécie (27,4%), alids esse resultado foi inferior a todas as atividades das cinco espécies

e do BHA.
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Diferentemente dos demais ensaios antioxidantes do presente trabalho, no BCB, o
aumento da concentracdo dos extratos algaceos ndo foi acompanhada por incremento na
atividade. Este resultado também foi visualizado no extrato etanolico da alga verde
Enteromorpha compressa (SHANAB; SHALABY; EL-FAYOUMY, 2011) e nos extratos
etandlico das rodofitas Amansia multifida e Meristiella echinocarpa (ALENCAR et al., 2014)
e metandlico de Eucheuma cottonii (FOON et al., 2013).

Entretanto, de forma contraria ao resultado obtido no presente trabalho, existem
relatos na literatura em que extratos algaceos com concentragdes menores exibem atividades
mais baixas que aquelas exibidas pelos extratos com concentragdes maiores, como 0s
descritos para as rodofitas Laurencia obtusa (DEMIREL et al., 2011), Gracilaria birdiae e G.
cornea (SOUZA et al., 2011) e também para a alga parda Saccharina bongardiana
(AUEZOVA et al., 2013). Os autores desses trabalhos observaram que ao duplicar a
concentracdo do extrato, a atividade antioxidante foi melhorada ou até mesmo dobrada.

Para a comparagdo dos resultados do presente trabalho com de outros autores,
tentou-se utilizar extratos com concentragcdes semelhantes. Os extratos algaceos das cinco
espécies de Caulerpa exibiram atividade antioxidante que variou de 27,4% a 88,5%, sendo a
maioria superior a 70,0%. Estes resultados foram semelhantes aos da literatura: Murugan e
Iyer (2014) para os extratos metanolicos de trés algas vermelhas, Kappaphycus alvarezii
(70,0%), Acantophora spicifera (50,0%) e Gracilaria corticata (20,0%).

Os resultados de BCB nos extratos metanolicos de cinco algas pardas estudadas
por O’Sullivan et al. (2011), Ascophyllum nodosum (76,0%), Laminaria hyperborea (50,0%),
Pelvetia canaliculata (54,0%), Fucus vesiculosus (71,0%) e F. serratus (72,0%), também
foram similares aos deste trabalho, mas com uma grande diferenga: a concentracdo dos
extratos destas ocrofitas (10 mg/mL) foi de 10 a 2.000 vezes maior do que as usadas no
presente trabalho.

Entretanto, existem estudos que mostram extratos algaceos com atividade inferior
a encontrada no presente trabalho, como observada nos extratos etanolicos da alga verde
Enteromorpha compressa (SHANAB; SHALABY; EL-FAYOUMY, 2011) e das roddfitas
Amansia multifida e Meristiella echinocarpa (ALENCAR et al., 2014); nos extratos
metanolico, cloroférmico, hexanico e de oOleo essencial da Laurencia obtusa, uma alga
vermelha rica em metabdlitos secundarios (DEMIREL et al., 2011); no extrato metandlico
(2.000 pg/mL) da rodofita Eucheuma cottonii (FOON et al., 2013); nos extratos metandlico,
etandlico e acetdnico da alga parda Saccharina bongardiana (AUEZOVA et al., 2013); e nos

extratos da ocrofita Turbinaria ornata preparados com diferentes solventes: metanol,
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cloroformio, acetato de etila e 4gua (MURUGAN; IYER, 2014). Estes ultimos também
observaram efeitos pré-oxidantes do extrato aquoso.

Martins et al. (2013) ndo registraram atividade antioxidante no extrato metanolico
de Caulerpa mexicana preparado na concentracdo de 2.000 pg/mL. Este resultado esta em
desacordo com os encontrados neste trabalho, especialmente porque a concentragdo usada foi
de duas a quatrocentas vezes maior do que a do presente trabalho.

As atividades antioxidantes verificadas nos extratos algadceos foram inferiores a do
controle positivo (BHA). Trabalhos com resultados parecidos foram realizados por Alencar et
al. (2014), com extratos etanolicos das roddfitas Amansia multifida e Meristiella echinocarpa;
Demirel ef al. (2011), com extratos metanolico, cloroféormico e hexanico da Laurencia obtusa;
Souza et al. (2011), com extratos metandlico e etandlico da Gracilaria birdae e G. cornea; €
Auezova et al. (2013), com extratos metanolico, etandlico e acetonico da alga parda
Saccharina bongardiana.

Diferentemente do FRAP e da capacidade de sequestro do DPPH, em geral, o
BCB nao estd correlacionado com a quantidade de CFT. Segundo Chew et al. (2008),
verificar essa correlacdo ¢ dificil devido a presenca de antioxidantes avaliados nos dois
métodos. O valor de CFT fornece uma indicagdo dos niveis de compostos antioxidantes tanto

lipofilicos como hidrofilicos, enquanto no BCB, apenas os lipofilicos.

4.2.4 Habilidade de quelacdo de ions ferrosos (FIC)

A atividade antioxidante verificada através da habilidade de quelacdo de ions
ferrosos ndo exibiu um padrio de variagdo ao longo dos doze meses analisados,
semelhantemente ao encontrado para o BCB.

Em geral, foi observado um leve incremento na atividade com aumentos na
concentracdo dos extratos algdceos, similar ao verificado nas metodologias de sequestro do
radical DPPH e da atividade de redu¢do (FRAP). A maioria das atividades foi superior a
10,0% (Figura 11). Em todas as concentracdes testadas as atividades foram inferiores as
determinadas para o controle positivo nas quatro concentragdes testadas. Dentre as cinco
espécies, C. mexicana exibiu tanto a menor (2,5%) como a maior atividade (32,0%)
detectadas, respectivamente, em janeiro e novembro. A atividade antioxidante do controle
positivo, o quelante de metais EDTA, foi 19,1%, 96,8%, 98,7% e 100,0% para as

concentracdes 5, 50, 500 e 1.000 pg/mL, respectivamente.
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A metodologia do FIC se baseia na capacidade da ferrozina em formar complexos
com ions metalicos, resultando em uma coloragdo rosea. Porém, nos extratos algaceos que
possuem compostos com atividade quelante, a formacdo desse complexo € interrompida,
resultando em diminui¢do da coloragdo. A redugdo na intensidade da cor ajuda a estimar a

atividade de quelacdo desses extratos (GANESAN; KUMAR; RAO, 2011).

Figura 11 — Habilidade de quelag@o de ions ferrosos (FIC) dos extratos metanélicos, em quatro concentragdes (5,
50, 500 e 1.000 pg/mL), de cinco espécies de algas marinhas verdes do género Caulerpa coletadas de janeiro a
dezembro de 2006, na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara.
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A atividade antioxidante do extrato de C. cupressoides na concentracdo de 5
pg/mL variou de 4,1% a (julho) a 16,3% (outubro). Para a de 50 pg/mL a variacdo foi de
6,6% (janeiro e marco) a 17,8% (julho). Na de 500 pg/mL os resultados foram de 12,8%

(fevereiro) a 23,6% (maio), e para a concentracdo de 1.000 pg/mL, a mais baixa atividade foi
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de 15,2% (agosto) e a maior foi 26,7% (novembro). A maioria dos resultados da
C. cupressoides foi inferior ao EDTA.

A varia¢do na atividade antioxidante na C. mexicana foi de 2,5% (janeiro) a
12,2% (maio) na concentragdo de 5 ug/mL e para a de 50 pg/mL foi de 7,6% a 16,8%,
observadas nos meses de janeiro e novembro. As atividades (10,9% em abril e 22,9% em
outubro) foram encontradas na concentracdo de 500 pg/mL, e os resultados variando entre
14,4% (janeiro) e 32,0% (novembro) para a concentragdo de 1.000 pg/mL. Nessa espécie foi
observado o menor valor e também o maior, entretanto, ela ndo foi a que exibiu os maiores
resultados. Na maioria dos meses na concentracdo de 1.000 pg/mL os extratos apresentaram
atividade superior a do EDTA (5 pg/mL).

A atividade antioxidante na C. prolifera, concentragdo de 5 pg/mL variou de
4,9% (junho) a 12,2% (dezembro). Para a de 50 pg/mL a variacdo foi de 10,2% (agosto) a
15,7% (margo). Nas de 500 e 1.000 pg/mL, os menores resultados foram em abril (15,7% e
20,9%) e os maiores em julho (25,2% e 29,9%), respectivamente. Em geral, as maiores
atividades foram registradas nos extratos de C. prolifera (superiores a 15,0%). Na
concentracdo de 1.000 ug/mL a atividade foi maior que a do EDTA (5 pug/mL).

No extrato metanolico da C. racemosa as menores atividades foram observadas no
més de outubro para as quatro concentragdes, e os resultados variaram de 3,0% a 10,1%
(abril), 7,0% a 14,9% (dezembro), 9,2% a 18,3% (maio) e 11,4% a 23,0% (margo) para as
respectivas concentragdes: 5, 50, 500 e 1.000 pg/mL. A atividade nos extratos de C. racemosa
foi, na maioria das vezes, menor que a do EDTA.

A variacdo no ensaio de habilidade de quelacdo na C. sertularioides variou de
4,7% a 12,0%, marco e julho, respectivamente, na concentra¢do de 5 pg/mL. Para as demais
concentracdes o menor valor foi verificado no més de abril, e os resultados para a de
50 pg/mL ficaram entre 8,7% e 18,1%, para a concentragdo de 500 pug/mL, entre 8,4% e
16,3%, e para a concentracdo de 1.000 pg/mL, entre 12,1% e 21,1%, em que as maiores
atividades foram observadas nos meses de maio, agosto e novembro, respectivamente. Dentre
as cinco espécies, somente o extrato de C. sertularioides na concentragdo de 50 pg/mL
apresentou atividade superior aquela observada para a concentracdo de 500 pg/mL, na
maioria dos meses. A maior parte dos resultados do FIC dessa espécie foi inferior ao EDTA.

Semelhantemente aos dos demais ensaios antioxidantes do presente trabalho, com
o aumento da concentracdo dos extratos algaceos foi observado incremento na atividade. Esse
comportamento também foi relatado para os extratos metandlicos das algas verde Caulerpa

racemosa, vermelha Kappaphycus alvarezii e parda Padina antillarum (CHEW et al., 2008),
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da K. alvarezii (KUMAR; GANESAN; RAO, 2008) e de sete espécies de algas pardas
(VINAYAK; SABU; CHATTERII, 2010).

Para a comparagdo dos valores encontrados no presente trabalho com os relatos da
literatura, tentou-se utilizar concentra¢des semelhantes entre ambos. Os resultados de FIC nos
extratos metandlicos das cinco espécies de Caulerpa variaram de 2,5% a 32,0%, sendo
semelhantes aos dos extratos metanolicos das algas pardas, Dictyopteris australis,
D. delicatula, Padina tetrastromatica, Sargassum marginatum, Spatoglossum aspermum,
S. variabile e Stoechospermum marginatum, que apresentaram atividade menor que 30%,
(VINAYAK; SABU; CHATTERIJI, 2011), e aos dos extratos metandlicos das algas verdes
Caulerpa peltata, C. racemosa, C. taxifolia, Chlorodesmis fastigiata e Codium elongatum, em
que o potencial antioxidante variou de 0% a 30,0% (VINAYAK; SUDHA; CHATTERII,
2011).

Tierney et al. (2013) determinaram FIC no extrato aquoso da alga verde Ulva
intestinalis menor do que os resultados do presente trabalho.

Entretanto, na literatura existem relatos de extratos algdceos com valores de FIC
superiores aos obtidos neste trabalho, como aqueles metanolicos das algas verdes
Enteromorpha compressa (50,0%), E. linza (35,0%) e E. tubulosa (38,0%) (GANESAN;
KUMAR; RAO, 2011); das algas vermelhas Amansia multifida (15,0%) e Meristiella
echinocarpa (17,0%) (ALENCAR et al. 2014); e Kappaphycus alvarezzi, Acantophora
spicifera e Gracilaria corticata, em geral, superior a 35,0% (MURUGAN; IYER, 2014).

As atividades antioxidantes verificadas nos extratos algaceos foram inferiores a do
controle positivo (EDTA). Resultados semelhantes aos relatos da literatura foram
apresentados nos extratos metanolicos de algas verdes nos trabalhos de Ganesan, Kumar e
Rao (2011) com Enteromorpha compressa, E. linza e E. tubulosa; de Vinayak, Sudha e
Chatterji (2011) com Caulerpa peltata, C. racemosa, C. taxifolia, Chlorodesmis fastigiata €
Codium elongatum; e de Demirel et al. (2011) nos extratos metandlico, cloroférmico e
hexanico da roddfita Laurencia obtusa. Resultado mais incomum foi encontrado por Alencar
et al. (2014) com o extrato etandlico da rodofita Meristiella echinocarpa que exibiu atividade
quelante superior a dos controles positivos (BHA e BHT).

A atividade de quelagdo de ions ferrosos tem sido atribuida a fibras dietarias,
como carragenana, agar e alginato, presentes nos extratos algaceos (VINAYAK; SUDHA;
CHATTERIJI, 2011). De forma mais generalizada, Farvin e Jacobsen (2013) atribuem a
capacidade de quelacdo de ions ferrosos a presenca de compostos polares. De acordo com

Wang et al. (2012), essa atividade ndo tem correlagdo com CFT.
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Em extratos algdceos, a quantificacdo da atividade antioxidante através de
diferentes metodologias ¢ variavel e dependente do solvente. Por exemplo, os extratos
metanodlicos de algas do género Enteromorpha apresentaram FIC mais elevado quando
comparado com os preparados em acetato de etila, propanol, acetona e dgua (GANESAN;
KUMAR; RAO, 2011). Extratos de Acantophora spicifera preparados com cloroférmio ou
com acetato de etila exibiram efeitos pré-oxidantes (MURUGAN; IYER, 2014).

A atividade de quelar metais ¢ um dos principais mecanismos antioxidantes por
reduzir a concentragdo de metais de transi¢do, os quais catalisam a peroxidagdo lipidica.
Dentre os metais de transi¢do, o ferro é conhecido como o pré-oxidante de maior relevancia
devido a sua alta reatividade. O ferro em estado ferroso acelera a oxidacéao lipidica por reagir
com peroxidos de hidrogénio e lipidico, gerando radicais livres. O ferro férrico também pode
produzir radicais a partir de peroxidos, entretanto em uma taxa muito menor, e correspondente
a !/10 da exibida pelo ferro ferroso. Assim, ele ¢ considerado o mais poderoso pré-oxidante

dentre as varias espécies de ions metalicos (SUGANTHY et al., 2013).
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5 CONCLUSOES

As algas Caulerpa cupressoides, C. mexicana, C. prolifera, C. racemosa e
C. sertularioides apresentaram variacdo no conteudo de compostos fendlicos (CFT). Com
excecdo da C. racemosa, as demais espécies exibiram maiores valores no segundo semestre
do ano e os menores no primeiro.

Quanto a capacidade de sequestrar o radical DPPH, as cinco espécies de Caulerpa
apresentaram atividade moderada, com variagdo sutil ao longo do ano. Com relagdo ao poder
de reducdo de ions férricos (FRAP), C. cupressoides, C. racemosa ¢ C. sertularioides
exibiram, em geral, maiores atividades no segundo semestre do ano, ja a C. mexicana foi o
inverso, com melhores resultados no primeiro semestre, ¢ a C. prolifera ndo apresentou
nenhum padrdo de variagdo ao longo ano. As atividades antioxidantes determinadas através
do branqueamento do B-caroteno (BCB) e da habilidade de quelagdo de ions ferrosos (FIC)
ndo apresentaram qualquer padrdo ao longo dos doze meses de andlise. O primeiro ensaio
também nao exibiu padrdo quanto as concentragdes, mas em todos os meses € concentracdes
os resultados foram excelentes.

Em todas as metodologias as atividades dos extratos algaceos foram inferiores as
determinadas para os controles positivos (BHA ou EDTA), nas quatro concentragdes testadas.
Em alguns casos, a atividade dos extratos algaceos foi proxima daquela exibida pelo controle
positivo. Assim, como ndo apresentam riscos a saude humana, suas atividades sdo relevantes
e as algas do género Caulerpa podem ser consideradas fontes de potenciais antioxidantes. A
aplicagdo delas como substitutos de compostos sintéticos pode ocorrer, havendo, para isso,
necessidade de estudos mais aprofundados.

Apesar de haver variacdo na atividade antioxidante dos extratos algaceos, do
ponto de vista bioldgico, esta ndo foi intensa o suficiente para permitir que um més ou um
periodo do ano merecesse destaque. Este resultado foi melhor do que o esperado, visto que,
como as espécies estudadas s@o fontes potenciais de antioxidantes, com possiveis usos nas
mais variadas industrias (alimenticia, cosmético, farmacéutica, nutracéutica), a exploragdo
dessa atividade ou o cultivo dessas espécies pode ocorrer ao longo do ano, sem a espera de
um determinado periodo para a sintese desses compostos de tdo grande interesse.

Este ¢ o primeiro relato cientifico de pesquisa sazonal da atividade antioxidante in

vitro com extratos algaceos de espécies da familia Caulerpaceae.
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