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RESUMO

As algas marinhas vermelhas sédo fontes naturais de varios compostos bioativos,
destacando-se o0s carboidratos. Dentre esses polimeros, o0s polissacarideos
sulfatados s&o moléculas complexas que tém despertado grande interesse na area
alimenticia, farmacéutica e biotecnolégica. Diante disso, o estudo objetivou isolar o
polissacarideo sulfatado da alga marinha vermelha Acanthophora spicifera (PS) e
verificar suas propriedades reoldgicas e seu efeito antioxidante. O PS apresentou
uma massa molar média de 364 kDa e contetudo de carboidratos de 75,3%. Além
disso, a microandlise mostrou niveis de carbono (23,76%), hidrogénio (4,95%),
enxofre (6,48%). A caracterizacdo quimica do PS foi realizada através de analises
por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), identificando o PS como uma galactana
sulfatada do tipo agarana. Experimentos para avaliar as propriedades reoldgicas de
solucbes aquosas do polissacarideo sulfatado em estudo foram realizados a 25 + 1
°C, utilizando medidas estacionarias e dinamicas e apontaramcomo agente
espessante. O polissacarideo sulfatado apresentou consideravel atividade
antioxidante em todos os testes realizados com resultados de 30,29%, 53,48%,
48,27% no sequestro do radical DPPH, sobre a quelacdo de ions de ferro e na
capacidade antioxidante total, respectivamente. Os resultados sugerem o
polissacarideo sulfatado de Acanthophora spicifera com capacidade espessante

aplicado na producéo alimenticia e potencial antioxidante natural.

Palavras-chave: Acanthophoraspicifera. Polissacarideo. RMN. Reoldgicas.

Antioxidante.



ABSTRACT

Red seaweeds are a natural source of various bioactive compounds, especially
carbohydrates. Among these polymers, sulphated polysaccharides are complex
molecules that have aroused great interest in the food, pharmaceutical and
biotechnology area. Therefore, the study aimed to isolate the sulphated
polysaccharide from the red sea kelp Acanthophora spicifera (PS) and to verify its
rheological properties and its antioxidant effect. The PS had a mean molar mass of
364 kDa and a carbohydrate content of 75.3%. In addition, the microanalysis showed
levels of carbon (23.76%), hydrogen (4.95%), sulfur (6.48%). The chemical
characterization of PS was performed by Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR) and Nuclear Magnetic Resonance (NMR), identifying PS as a sulfated
galactan of the agarana type. Experiments to evaluate the rheological properties of
agueous solutions of the sulphated polysaccharide under study were performed at 25
+ 1 ° C using stationary and dynamic measurements as a thickening agent. The
sulfated polysaccharide presented considerable antioxidant activity in all the tests
performed with results of 30.29%, 53.48%, 48.27% against the radical DPPH, on the
chelation of iron ionsand total antioxidant capacity, respectively. The results suggest
the sulphated polysaccharide of Acanthophora spicifera with thickening capacity

applied in food production and natural antioxidant potential.

Keywords: Acanthophora spicifera. Polysaccharide. NMR. Rheological. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

1.1 Algas Marinhas

As algas sdo organismos eucarifticos que ndo possuem caracteristicas
que os permitam ser classificadas como elementos dos reinos Plantae, Fungi ou
Animalia. Sendo, dessa forma, incluidas no reino Protista. Embora esta seja a
classificagdo mais bem aceita na atualidade, muitas divergéncias ainda ocorrem
entre os evolucionistas, uma vez que as relacfes filogenéticas entre os individuos
incluidos em tal grupo estédo distantes de uma clara elucidacdo (RAVEN; EVERT;
EICHHORN 2014).

As algas sao classificadas, principalmente de acordo com as variedades
dos tipos estruturais observadas. Dentre estas estdo incluidas células ameboides;
células solitarias que podem ou ndo possuir flagelos; coldénias compostas por
agrupamentos de células que podem ser flageladas (com um ou mais flagelos) ou
nao; filamentos ramificados ou ndo ramificados; laminas com uma ou duas células
de espessura; tecidos que se assemelham a alguns dos presentes em plantas ou
animais e massas multinucleadas de protoplasma com ou sem parede celular.

As variacdes observadas no grupo Protista ndo estao restritas as células
e sua organizacao em tecidos. H& ainda consideraveis variagées de tamanho habitat
e mecanismos de obtencéo de energia. De acordo com a morfologia e tamanho, as
algas séo classificadas em: microalgas e macroalgas (JOHN et al., 2011).

Destacando as caracteristicas empregadas para a classificacdo de
macroalgas, a mais utilizada baseia-se na presenca de pigmentos especificos
(clorofilas, carotenoides e ficobiliproteinas), identificando-as como fazendo parte dos
filos: Chlorophyta (algas verdes), Rhodophyta (algas vermelhas) ou Phaeophyta
(algas pardas).A presenca dos diferentes pigmentos nas macroalgas esta
relacionada com a sua distribuicdo no ambiente, de acordo com a disponibilidade de
energia luminosa para a realizacdo do processo fotossintético (PANGESTUTI; KIM,
2011).Todas as macroalgas possuem clorofila a, sendo as clorofilas a e b os
pigmentos majoritarios nas verdes; nas macroalgas vermelhas, além das clorofilas a
e d, os pigmentos mais abundantes séo as ficoeritrinas (pigmentos vermelhos) e as
pardas, além das clorofilas a e c, os carotenoides como a fucoxantina sdo 0s
pigmentos predominantes (GRAHAM; WILCOX, 2000; TEIXEIRA, 2013).
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A diversidade das macroalgas marinhas esta associada diretamente com
as condicbes ambientais, principalmente com a qualidade da agua e o tipo de
substrato. Elas estdo adaptadas ao ambiente marinho e costeiro, desempenhando
inumeras funcdes ecoldgicas em seu habitat, na ciclagem de nutrientes, como
produtores primarios na producdo de oxigénio molecular, formagdo e manutencéo
dos recifes de corais (GHILARDI-LOPES; HADEL; BERCHEZ, 2012).

A descoberta de metabolitos primarios e secundarios com estruturas
guimicas elucidadas e com atividades biologicas a partir de macroalgas cresceu
substancialmente, contribuindo para expandir o conhecimento na area de produtos
naturais bioativos (BLUNT et al., 2006).

Segundo a literatura, sdo atribuidas propriedades reoldgicas e
antioxidantes (MOURAO, 2015; VADLAPUDI, 2012), além de atividades biolégicas
aos compostos isolados das algas tais como: anti-inflamatéria (LEE et al., 2013),
antitumoral (PEREIRA et al, 2011), anticoagulante (WIJESEKARAA;
PANGESTUTIA; KIM, 2011).

1.2 Género Acanthophora

Acanthophora spicifera (M. Vahl) Bgrgesen € uma macroalga vermelha
pertencente a classe Rhodophyceae, ordem Ceramiales e familia Rhodomelaceae
(ALGAEBASE, 2018). Esta alga é nativa do Caribe e da Flérida (HORN, 2012) e é
amplamente distribuida no litoral brasileiro, ocorrendo desde o litoral do Estado do
Maranhdo até o do Rio Grande do Sul. Cresce em zona de mares, fixadas em
substratos duros como rochas, bordas basalticas, ou ainda flutuando (FIALHO,
2013).

A espécie de A. spicifera apresenta talo marrom claro, formando tufos
isolados, livres, com 3 a 18cm de comprimento, fixo ao substrato por um pequeno
apressorio discoide. Eixos cilindricos, ramificados irregularmente, com ramos laterais
geralmente alternos, os quais produzem ramulos espinescentes. Ramificagdo
geralmente escassa na regido basal. Apresentam estruturas polissifénicas com 5
células pericentrais. Tetrasporangios tetraédricos produzidos em ramulos laterais
(N'YEURT e PAIRY, 2010).

Varios compostos de interesse foram identificados em A. spicifera, entre
eles: antimicrobiana (SEENIVASAN et al., 2012), antitumoral (LAVAKUMAR et al.,
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2012), anticoagulante e antioxidante (ZENG et al., 2001). Esta espécie também é
utilizada como biofiltro (FIALHO, 2013) e alimenticia (LANG, 2006; ZAKARIA et al.,
2011). O aspecto macroscopico da alga e sua classificacdo taxonémica podem ser

observados na Figura 1.

Figura 1 - O aspecto macroscopico da alga Acanthophora spicifera e sua

classificacéo taxonémica

Filo: Rodophyta

Classe: Florideophyceae
Ordem: Ceremiales

Familia: Rhodomelaceae
Género: Acanthophora
Espécie:Acanthophora spicifera

|_
Fonte: Algaebase, 2018

1.3 Polissacarideos sulfatados de algas marinhas

Os polissacarideos sdo macromoléculas formadas pela polimerizacéo de
monossacarideos, acucares simples, unidos por ligacdes glicosidicas. Se for
constituido somente por uma Unica espécie monomérica recebe a denominacédo de
homopolissacarideo e, formado por duas ou mais € definido como um
heteropolissacarideo. Podem ser encontrados associados covalentemente a
proteinas e a lipideos formando glicoconjugados, tais como os proteoglicanos,
glicoproteinas e glicolipideos e, exercem algumas fungbes especificas celulares,
como sinalizadores, pontos de adesado celular, reconhecimento e transferéncia de
informacao intercélulas, além de serem componentes de estruturas citolégicas
(NELSON; COX, 2011; MARCIEL; STADNIK; FREITAS, 2014).

Os polimeros de carboidratos sulfatado, também chamados de
polissacarideos sulfatados sdo moléculas carregadas negativamente por apresentar
grupos hidroxilas substituidas por radicais sulfatos. Esses compostos séao
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encontrados em bactérias, fungos, vegetais, algas e animais (VASCONCELOS,
ARAUJO; SANTANA, 2015).

A presenca de polissacarideos sulfatados nas algas marinhas ocorreu,
nos primordios da vida nos oceanos, quando 0s organismos marinhos precisaram se
adaptar as grandes concentracbes de sais presentes no meio. Deste modo,
desenvolveram mecanismos para utilizacdo dos nutrientes disponiveis, onde altas
concentracbes de ions neste ambiente (cloreto, brometo, sulfato, e iodeto)
resultaram na presenca de compostos altamente sulfatados e halogenados nas
algas marinhas. Assim, é observado um acumulo de anions sulfato nos organismos
que vivem em ambientes com altas concentracbes de ions (CARVALHO; ROQUE,
2000).

Os polissacarideos sulfatados encontrados nas algas marinhas tém
muitas estruturas diferentes, essas estruturas variam de espécie para espécie, e as
vezes em diferentes partes da mesma alga (DIETRICH et al., 1995).As paredes
celulares das algas marinhas séo ricas em polissacarideos sulfatados incluindo
carragenanas e agaranas em algas vermelhas, alginato e fucanas em algas pardas
e ulvanos em algas verdes (CUNHA; GRENHA, 2016).

1.3.1 Galactanas sulfatadas de algas vermelhas

As galactanas sulfatadas séo frequentemente encontradas na matriz
extracelular das algas marinhas vermelhas.

Estas sdo polimeros de agucares complexos e heterogéneos constituidos
por unidades repetitivas alternadas de B (1—3) D-galactopiranose (unidade A) e
a (1 — 4) D- ou L- galactopiranose (unidade B), onde ambas as unidades, A e B,
podem ser sulfatadas. Algumas unidades de a- D- galactopiranose podem ocorrer
também na forma ciclica 3,6- anidrogalactopiranose (PAINTER, 1983). Entédo, todos
os dissacarideos séo formados por duas subunidades, A e B, e o polissacarideo é

constituido pela alternancia (AB)n (Figura 2).
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Figura 2 - Representacdo esquematica estrutural das galactanas de algas

vermelhas

[(— 3)-I[$-D-galactopiranose - (1—4)-a-galactopiranose-(1—) | ,

|
Unidade A Unidade B

Fonte: PAINTER, 1983.

As galactanas sao classificadas de acordo com a estereoquimica de suas
moléculas, especialmente relacionada com a unidade B (DE ALMEIDA, et al., 2011;
MOHAMED; HASHIM; RAHMAN, 2012). Galactanas s&o classificadas como:
Carragenana é um termo que compde poucas familias conhecidas de Lambda(A),
Kappa(k), Beta(B)e omega(w). Essas familias, verificadas na Figura 3, sao
subdivididas em diferentes tipos e constituidas de unidades (1—3)-B-D-
galactopiranose (Unid A) e (1—4)-a-D-galactopiranose (Unid B) (BONDU et al.,
2010). Rotineiramente séo identificadas por letras gregas, sendo divididas em 6
formas basicas, de acordo com a posi¢ao dos grupos fosfatos nas unidades Ae B e
a forma ciclica da unidade B: lota(1), Kappa(k), Lambda(A), Mu(u), Nu(v), Theta(0)-
carragenanas, sendo esta classificacdo quimica de suma importancia
comercialmente (CAMPO et al., 2009) e a agarose (as vezes chamada de agarana)
€ polimero linear com a sequéncia alternada AB chamada agarobiose, onde a
unidade B é a 3,6- a -L-anidrogalactopiranose (Figura 4) (MORRICE et al., 1983;
HIRASE AND WATANABE, 1972.).



Figura 3 - Estrutura quimica basica de carregenanas com unidades D-

alternantes
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Fonte: CAMPOS et al., 2009.

Figura 4 - Estrutura quimica basica de agaranas
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1.3.2 Agaranas

As agaranas correspondem a uma familia de polissacarideos cuja
estrutura quimica consiste de duas fracGes principais: agarose e agaropectina, que
estdo presentes na parede celular de algumas algas vermelhas e podem variar
dentro da mesma espécie.

A agarose é caracterizada como um polissacarideo neutro, que possui
estrutura linear de unidades repetitivas do dissacarideo agarobiose (1—3)-B-D-
galactose e (1—4)- 3,6-anidro-a-L-galactose. Entretanto, a agaropectina €
caracterizada por ser um polissacarideo &cido contendo sulfato, metil, &cido pirdavico
e acido D-glucurénico adicionado a agarobiose (MARINHO-SORIANO; BOURRET,
2003).

A estrutura bésica repetitiva difere das carragenanas pela forma
estereoquimica L da unidade B (Figura 5) (PAINTER, 1983).

Figura 5 - Estrutura quimica da agarose, também chamada de agarobiose (1) e
da agaropectina (2). O primeiro polimero é formado por repeticdes de unidades
(1—3)- B-D-galactose (unidade A) e (1—4)-3,6-anidro-a-L-galactose (unidade B)
enquanto o segundo apresenta (1—3)-B-D-galactose como unidade A e (1—4)-
a-L-galactose formando a unidade B com substituic6es por grupamentos metil

ou sulfato nos atomos indicados
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S X
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Fonte: PAINTER, 1983.

A producdo do gel pelo agar se faz devido a estrutura molecular em
cadeia com formacéao helicoidal, que produz uma rede capaz de reter consideravel

guantidade de moléculas de agua no intersticio. As ligacdes de hidrogénio formadas
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entre os a4tomos de oxigénio presentes no polissacarideo com moléculas de agua

sdo responsaveis pela estabilizacdo da estrutura do gel (LAHAYE; ROCHA, 1991).

1.4 Aplicacdes biotecnoldgicas de polissacarideos sulfatados

Os polissacarideos sulfatados de algas marinhas possuem uma
versatilidade de aplicacdes biotecnoldgicas geradoras de interesses econémicos e
cientificos devido as suas bioatividades, tais como anticoagulante, antiinflamatoria,
antitumoral, anti-hiperlipidémica, antitrombotica, imuno estimulante e antioxidante
(ROPELATTO, 2011; MELO et al., 2012; COSTA, 2012) e propriedades reolbgicas
(MOURAO, 2015).

No campo biomédico essas moléculas se tornaram uma poderosa
ferramenta, devido suas propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade.
Séo utilizados na engenharia de tecidos, curativos e cicatrizador (BUENO et al.,
2015), excipientes de farmacos (CUNHA; GRENHA, 2016), carreador e imobilizador
de micro e nanoparticulas (RODRIGUES; COSTA; GRENHA 2012).

Possuem propriedades gelificantes, espessante, estabilizantes e
emulsificantes, 0 que os tornam bastante apreciados pela industria de alimento,
cosmeético e téxtil por assegurar caracteristicas fisicas de emulsdes, suspensdes,
viscosidade e adesividade no produto que o recebe como aditivo (SOUZA 2011).

Do ponto de vista fisiolégico, essas macromoléculas promovem
flexibilidade e resisténcias a macroalga contra forcas fisicas exercidas por ondas e
correntes do oceano, evita seu ressecamento quando exposta a elevada radiacao
solar, evita o0 estresse quando exposta a variagcbes de salinidades, pH e
temperaturas extremas. Protege contra a contaminagdo de metais pesados e
confere propriedades antioxidantes (ANDRADE et al., 2010).

15 Propriedades reolégicas de agaranas

Steffe (1996) sugere que a reologia é a ciéncia dos materiais em
alimentos. Com propriedades determinadas frente a uma tensdo ou deformacao
externa (TOLEDO, 1991).

A classificacdo reolégica dos fluidos, que leva em consideracdo o

comportamento da relacdo taxa de deformacdo/tensdo de cisalhamento, subdivide
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0S materiais em newtonianos e nao-newtonianos (STEFFE, 1996) e pode ser

observado na Figura 06.

Figura 6 - Classificacdo do comportamento reoldgico dos fluidos

Fluidos
1
| |
| Newtonianos I | N&o-Newtonianos |
|
| |
Inelasticos Viscoelasticos
|
| ]
Independentes do tempo Dependentes do tempo
]
] ]
—I Pseudoplastico | | Tixotrépico | | Reopético

—| Dilatante |

— Plasticos de Bingham

1 Herschel-Bulkley

— Qutros

Fonte: STEFFE, 1996.

Os fluidos s&o newtonianos quando possuem viscosidade constante, e
nao-newtonianos quando ndo possuem constancia na relacdo entre a tensdo de
cisalhamento e a taxa de deformacdo. Os fluidos n&do-newtonianos podem ser
classificados em viscoelasticos ou inelasticos (SCHRAMM, 2006).

Os fluidos viscoelasticos apresentam caracteristicas de materiais solidos
e elasticos como as gelatinas, as massas de farinha de trigo e alguns tipos de
gueijos. Os inelasticos podem ser dependentes ou independentes do tempo caso
suas propriedades reologicas variem ou ndo conforme o tempo de aplicacdo das
tensoes.

Os fluidos inelasticos dependentes do tempo podem ser tixotropicos ou
reopéticos. Os fluidos tixotrépicos apresentam uma diminuicéo reversivel do tempo
necessario para que forcas tangenciais mantenham uma taxa de deformacéo
constante, a uma temperatura também constante. Os reopéticos se apresentam de
maneira inversa aos tixotropicos. Curvas de escoamento de fluidos tixotropicos e

reopéticos podem ser observadas na Figura 07.
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Figura 7 - Curva de escoamento de fluidos ndo-newtonianos de propriedades
dependentes do tempo de cisalhamento

F

Tixotropicos

RFeopéticos

tensao de cisalhamento

¥

taxa de deformacac
Fonte: http://www.setorl.com.br

A tixotropia dos materiais pode ser medida pelos testes da curva de
histerese (BARNES, 1997). A &rea de histerese é uma éarea delimitada pelas curvas
ascendentes e descendentes na curva de fluxo. Esta area serd proporcional a
energia requerida para a quebra da estrutura tixotropica, sendo esta area igual a
zero caso os fluidos ndo alteram sua viscosidade em fungdo do tempo (BARNES,
1997, SCHRAMM, 2006).

Os fluidos inelasticos independentes do tempo ndo dependem do tempo
de aplicacdo da tensédo de cisalhamento e séo classificados em Pseudoplasticos,
Dilatantes, Plasticos de Bingham e Herschel-Bulkley.

Os Plasticos de Bingahm e os Herschel-Bulkley necessitam de uma
tensdo inicial para comecar a escoar € ndo possuem uma relacdo de linearidade
entre a tenséo de cisalhamento e a taxa de deformacéo (SCHRAMM, 2006).

Os fluidos Pseudoplasticos sédo substancias que, quando em repouso,
tém um estado molecular desordenado. Quando estes materiais sdo submetidos a
uma tensdo de cisalhamento, suas moléculas tendem a se orientar na direcdo da
forca aplicada. Desta forma, a tensdo aplicada e o ordenamento das moléculas
estdo em uma relacdo direta. Quanto maior a tensdo aplicada, maior sera a
ordenacdo. Assim, quanto maior a tensédo sofrida pelo material pseudoplastico,
menor a viscosidade do mesmo. Sdo exemplos de substancias pseudoplasticas as
polpas de frutas, os caldos de fermentacéo e o melago decana. Os fluidos Dilatantes
tém um comportamento inverso ao dos Pseudoplasticos. Dessa forma, os fluidos
Dilatantes aumentam a viscosidade com o incremento das tensdes. Sdo exemplos

de fluidos Dilatantes solu¢cfes de amido e solugbes de farinha de milho e agucar.
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Curvas de escoamento que representam os fluidos newtonianos e fluidos
ndo- newtonianos independentes do tempo (Herschel-Bulkley, Plasticos de Bingham,

Dilatante e Pseudoplastico) podem ser observadas na Figura 08.

Figura 8 - Curva de escoamento de fluidos newtonianos e ndo-newtonianos de

propriedades independentes do tempo de cisalhamento
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Fonte: http://www.setorl.com.br

As curvas de escoamento sdo bastante Uteis para desenvolver produtos,
controlar sua qualidade de producdo e na aceitacdo por parte dos consumidores.
Para a realizacao dos testes oscilatorios (dinAmicos) com a finalidade de determinar
as propriedades viscoelasticas dos materiais, sado efetuadas duas etapas distintas e
independentes, a varredura de tensao e a varredura de freqiéncia (w). A varredura
de tensdo determina o intervalo viscoelastico linear e ocorre quando a amostra é
aplicada uma tensdo com frequéncia de oscilagdo e temperaturas constantes,
registrando-se os valores de modulo de armazenamento G’ e médulo de dissipacao
viscosa ou perda G”. Tais ensaios permitem a classificacdo dos materiais em
solucéo diluida, solucdo concentrada, gel fraco e gel forte, conforme seja a relacéo
entre G’ e G” (SATO, CUNHA, 2007)

Segundo Lapasin & Pricl (1999), os polimeros de carboidratos possuem
grande aplicabilidade na industria de alimentos. Algumas vezes, estao presentes por
razdes tecnolbégicas, como auxiliares no processo, para estabilizar emulsées e
suspensdes ou para fornecer a estrutura fisica necesséria para o0 empacotamento e
distribuicdo. No entanto, seu uso mais frequente esta associado a sua capacidade
de espessar e gelificar solu¢des, sendo aplicados para melhorar e padronizar a

gualidade dos alimentos processados. De acordo com Stephen & Churms (2006), os
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polissacarideos estdo sendo empregados em quantidades crescentes na tecnologia
de alimentos como espessantes, estabilizantes, emulsificantes e agentes
gelificantes, dentre outras funcgdes.

Os géis obtidos a partir de polissacarideos sulfatados do tipo agar podem
ser classificados como fortes ou fracos. O gel fraco tem forma pouco estruturada,
quando comparado ao gel forte, que tem maior capacidade de forca. O &gar que
resulta em um gel fraco é bastante utilizado como agentes espessante,
emulsionante, e gelificante em alimentos. JA o agar que origina um gel forte é
utilizado como meio de cultura sélido para plantas, propagacdo de bactérias e géis
para separacdo e analise de moléculas em biologia molecular (LORBEER, THAM,
ZHANG, 2013).

O gel de agar de maior forca € obtido a partir das algas dos géneros
Pterocladia e Gelidium. Os géis de agar obtidos a partir das algas do género
Gracilaria sé@o considerados fracos quando comparados aos obtidos de outras algas,
como as do género Gelidium. Ficocolbide (adgar) extraido de alga marinha do género
Acanthophora pode apresentar-se como espessante (CARDOZO et al., 2007).

O efeito da temperatura tem um maior efeito no indice de consisténcia (K)
em fluidos alimenticios ndo-newtonianos, do que no indice de comportamento (n).
O efeito da temperatura na viscosidade aparente de fluidos alimenticios, a uma taxa
de cisalhamento constante, pode ser descrita pela equacdo de Arrhenius (RAO,
1986), na qual a viscosidade aparente diminui em uma funcdo exponencial com o
aumento da temperatura. A equacdo de Arrhenius é apresentada na Equacéao 1
(STEFFE, 1996).

Nap = ﬂOeXPaEq'(l)

RT

onde:

Nap - Viscosidade aparente (mPa.s)

No - fator pré-exponencial

T- temperatura absoluta (K)

R- constante universal dos gases (kJ/mol.K)

Eat- energia de ativagao para viscosidade (kJ/mol)



28

1.6 Estresse Oxidativo e defesa antioxidante

As espécies reativas do oxigénio (EROS) sdo moléculas reativas e
radicais livres derivados do oxigénio molecular. Com a evolucdo dos seres
aerdbicos, as células tiveram que lidar com a producdo de EROS, moléculas
formadas pelo metabolismo normal da célula. Existe um balan¢co homeostatico entre
a producédo e degradacdo de EROS, porém, em varias condicdes fisioldgicas ou de
estresse pode haver um grande aumento em sua producdo. O estresse oxidativo é
caracterizado por um desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em
favor da geracdo excessiva de radicais livres ou em detrimento de sua remogao
conforme exibido na Figura 9 (BARBOSA et al., 2010).

No caso de um estresse oxidativo acentuado pode provocar danos em
macromoléculas bioldgicas, incluindo proteinas, lipidios e DNA (CHEN; GUO;
KONG, 2012; CUI et al., 2011).

Figura 9 - Demonstracao do estresse oxidativo

Espécies Reativas
Oxigénio

Defesa
Antioxidante

Fonte: http://www.pgsskroton.com.br/seer/index.php/JHealthSci/article/viewFile/449/419

Os radicais livres sdo considerados qualquer atomo, grupo de atomo ou

molécula que possui um ou mais elétrons ndo pareados nos orbitais externos, sendo
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instaveis e altamente reativos com proteinas, lipidios e DNA (PISOSCHI; POP,
2015). Os principais alvos dessas espécies reativas sdo mostrados na Figura 10.
No entanto, os radicais livres tendem a ligar seus elétrons desemparelhados a
outros elementos e estruturas celulares, dessa forma, podendo ceder um elétron
(radical redutor) ou captar um elétron (radical oxidante) (KOURY; DONANGELO,
2003). Dentre eles podem-se citar os radicais superoxido (O2e), hidroxila (OH?¢),
alcoxila (ROe¢), peroxila (ROOQO¢), hidroperoxila (OOHe), o acido hipocloso (HOCL), o
oxido nitrico (NOe) e o oxigénio singleto (O2-) (YE et al., 2015).

Figura 10 - Alvos dos radicais livres
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Fonte: CAROCHO e FERREIRA, 2013.

Na maioria dos casos, as EROS sao produtos de reducdo parcial do
oxigénio molecular, formados na cadeia transportadora de elétrons, em reacoes
enzimaticas e reagdes de auto-oxidagdo. Podem ser formados como intermediarios

em reacles de oxidacdo catalisadas por centros metélicos de enzimas.
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Fisiologicamente, o organismo apresenta algumas defesas antioxidantes
enzimaticas, que incluem a enzima superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e catalase (CAT), e outras ndo enzimaticas, como a glutationa
(GSH). A enzima SOD é a primeira a combater os radicais livres, ela age dismutando
0 anion superoxido a H202. As enzimas CAT e GPx se integram para impedir o
acumulo de H202, que possibilita, por meio das reacdes de Fenton e Haber- Weiss,
a geracao do radical hidroxila (OHe), contra o qual ndo existe defesa enzimatica.
A GPx reduz o H202 a 4gua, no entanto o faz a custa da conversdo da glutationa
reduzida (GSH) em oxidada (GSSG). Assim, é fundamental a acado da glutationa
redutase (GR), responséavel pela recuperacdo da GSH, possibilitando a manutencéo
da integralidade do ciclo redox da glutationa e, consequentemente, do equilibrio

adequado entre os sistemas de defesa enzimatico (ROVER, et al, 2001) (Figura 11).

Figura 11 - Integracdo dos sistemas de defesa enzimética
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Fonte: BARBOSA et al. (2010, p. 634).

Na cadeia respiratoria mitocondrial, ha um vazamento de elétrons, que ao
ter oxigénio disponivel como aceptor de elétrons, convertendo-se no radical anion
superoéxido.

O reticulo endoplasmético é uma organela envolvida no enovelamento de
proteinas, mas também participa da producdo de lipidios, em processos de

detoxificacdo e no armazenamento de substancias. O reticulo endoplasmatico
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também pode gerar moléculas reativas como subproduto de seu metabolismo,
consequentemente, levando ao estresse oxidativo (YE et al., 2015).

As EROS podem atuar como sinalizadores intracelulares, possibilitando o
controle de vias metabdlicas através da regulacédo redox. Além disto, ndo se pode
esquecer da atuacdo das EROS na defesa contra infec¢gbes, onde apés a ativagédo
de fagocitos ha elevada producdo de EROS, especialmente dependente da ativacdo
do complexo enzimatico da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-oxidase.
Complexo o qual leva a formacdo de moléculas citotoxicas para microrganismos,
incluindo H202, &cido hipocloroso, radical hidroxila e oxigénio singleto (ZIMNIAK,
2011).

Embora as EROS sejam fundamentais para os processos biolégicos
normais, elas sdo potencialmente perigosas, podendo causar lesdes celulares por
peroxidacdo de lipidios, proteinas e danos aos acidos nucléicos (RAY; HUANG;
TSUJI, 2012), relacionado a diversas doencas inflamatorias, cardiovasculares e

diferentes formas de cancer (NIKI, 2010).

1.7 Atividade antioxidante

Atividade antioxidante (Figura 12) baseia-se na capacidade que um
composto tem para inibir a degradacao oxidativa.

Compostos antioxidantes podem captar radicais livres, inativar moléculas
de oxigénio eletronicamente excitadas, inativar peroxidos e outras espécies reativas
de oxigénio, quelar ions metalicos pré-oxidantes, inativar produtos oxidativos
secundarios e inibir enzimas pro-oxidantes (ZHONG & SHAHID, 2012).

Figura 12 - Atividade antioxidante

-

/\ Antioxidante
/

Radical Livre

Doacgdo

Fonte: https://fithessmagazine.com.br/que-sao-os-antioxidantes-e-como-
eles-trabalham/
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Os radicais livres sdo espécies reativas de oxigénio e nitrogénio geradas
pelo organismo por diversos sistemas enddgenos, exposicao a diferentes condicdes
fisico-quimicas ou estados patoldgicos. E necessario um equilibrio entre radicais
livres e antioxidantes para que a funcao fisiolégica seja adequada. Se os radicais
livres dominam a capacidade do organismo para regula-los, segue- se uma condic¢ao
conhecida como estresse oxidativo (LOBO et al., 2010).

A oxidacdo é um fendmeno natural que também ocorre em alimentos e
bebidas, sendo responsavel por uma série de alteracdes que levam a perda do valor
nutricional, alteracdes das caracteristicas sensoriais, e, eventualmente, formacao de
compostos toxicos.

Os produtos da oxidacdo afetam a maioria dos componentes no alimento,
levando ao brangueamento dos pigmentos, a destruicdo de vitaminas, a formacao
de flavour desagradavel e a alteracédo da sua textura (REIS, 2014). Por essa razéo,
0s antioxidantes sdo usados para aumentar a estabilidade oxidativa de alimentos, e
estes quando consumidos podem retardar ou prevenir 0 aparecimento de doencas
cronicas. Contudo, os antioxidantes sintéticos amplamente utilizados na industria
alimentar e farmacéutica, como o BHA (Butil-hidroxianisol) e o BHT (Butil-
hidroxitolueno) tém sofrido restricbes na sua utilizacdo devido a possiveis efeitos
toxicos e carcinogénicos (GULCIN, 2012).

Assim, como moléculas promissoras para combater danos oxidativos
provocados por radicais, o destaque é dado para os polissacarideos (COSTA et al.,
2014). A atividade antioxidante dos polissacarideos tem sido relacionada as
caracteristicas fisico-quimicas inerentes a estrutura desses polimeros (NGO et al.,
2013).

1.8 Efeito antioxidade de moléculas bioativas

No intuito de evitar os danos causados pelo estresse oxidativo através
das EROs, moléculas sintetizadas pelo proprio organismo sdo responsaveis pela
defesa antioxidante, evitando que moléculas reativas, inclusive as EROs, danifiquem
as células do organismo.

As células possuem um sistema antioxidante que atua em dois principais
mecanismos—evitando a acao e formacao de espécies reativas através de moléculas

doadoras de elétrons, quelantes e sequestradoras de espécies reativas (NATHAN
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&CUNNINGHAM-BUSSEL, 2013), como exemplos de moléculas que agem dessa
forma podem-se citar: glutationa reduzida (GSH), superoxido-dismutase (SOD),
catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitaminas C e E.

O segundo mecanismo de acdo do sistema antioxidante celular consiste
no reparo das lesbes ocorridas evitando um maior estresse oxidativo em decorréncia
da lesdo celular e é exercido na maioria das vezes por enzimas (VALKO et al.,
2007). Contudo, muitas situacdes levam a uma quebra da homeostase, e o equilibrio
entre EROs e o sistema antioxidante € perdido em detrimento de uma maior
guantidade de oxidantes, o que leva a danos celulares e o surgimento de doencas.
No intuito de se resguardar disso, organismos obtém moléculas antioxidantes do
meio exterior a partir da alimentacdo (GUPTA et al., 2012).

Muitos compostos sdo apontados como excelentes antioxidantes, como
vitaminas, flavonoides, carotenoides (HAN et al., 2012) e os polissacarideos
sulfatados de algas marinhas (COSTA et al., 2014). (Tabela 1).

Tabela 1 - Atividade antioxidante de diversas espécies de algas e compostos

bioativos responsaveis

MacroalgaMarinha Extrato/ Composto Bioativo Referéncia
Ulva fascinata Extratos etanolicos Vijayavel y Martinez, 2010.
Taonia atomaria Meroterpenoides Nahas et al., 2007.
Polifendis Chandini et al., 2008.
Turbinaria conoides Polissacarideos sulfatados: acido ~ Chattopadhyay et al., 2010.
alginico, fucoidan, laminarano
Extratos de metanol e de éter Devi et al., 2011.
etilico
Turbinaria ornata Carotenoides: fucoxantina Kelman et al, 2012.
Undaria pinnatifida Carotenoides: fucoxantina, Sachindra et al., 2007.
fucoxanthinol
Polifendis Cofrades et al., 2010.
Acanthophora spicifera Extratos metanolicos Ganessan et al., 2008.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar a estrutura quimica, avaliar as propriedades reolégicas e 0
efeito antioxidante do polissacarideo sulfatado obtidos a partir da alga marinha

vermelha Acanthophora spicifera.

2.2 Especificos

a) Extrair polissacarideo sulfatado da alga Acanthophora spicifera por
digestdo enzimatica com papaina;

b) Calcular o rendimento de obtencdo dos polissacarideos sulfatados
totais;

¢) Quantificar o teor de carboidratos, proteinas e sulfato no PS;

d) Estimar a massa média molar do polissacarideo sulfatado através de
Cromatografia de Permeacéo em Gel (GPC);

e) Determinar a estrutura quimica do polissacarideo por Espectroscopia
na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier e por
Ressonancia Magnética Nuclear de préton (*H) e carbono (13C);

f) Verificar comportamentos reologicos do polissacarideo extraido (em
solucdo aquosa) em teste estacionario e dinamico;

g) Avaliar o potencial antioxidante in vitro pelos métodos de quelagdo do
ion ferroso e ensaio de capacidade total e formacdo do complexo
fosfomolibdénio e sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila
(DPPH).
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3 MATERIAIS

3.1 Alga marinha

A alga Acanthophora spicifera foi coletada em agosto/2016, as 6:00 horas
da manhd, durante maré baixa na praia de Buzios (Figura 13), pertencente ao
Municipio de Nisia Floresta, a 23 Km de Natal/ Rio Grande do Norte, localizada a
06°00’43,3” S e 35°06°27,2” W. Esta praia € caracterizada por apresentar na regiao
do mesolitoral, formacdes de pocas-de-marés sobre as faixas de recifes de corais e
arenito-ferruginoso, substratos adequados para a fixagdo de macroalgas (Marinho-
Soriano, 1999).

Apoés a coleta, as algas foram transportadas em recipiente térmico em
baixa temperatura para o Departamento de Oceonografia e Liminologia (DOL) da
UFRN. A identificacdo taxondmica e o material algal coletado foram analisados pela
Professora Dra. Eliane Soriano Marinho.

Figura 13 - Local de coleta da Acanthophora spicifera, Praia de Buzios-RN

Praia de Buzios - RN

Ponto de coleta

Fonte: MARINHO-SORIANO, 1999.
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3.2 Solucbes e reagentes

Os reagentes e solucdes utilizadas foram: acido etilenodiaminotetra-
acético,2,2-difenil-1-picrilidrazila, acetato de sodio, acetona, acido ascoérbico, acido
sulflrico, agua deuterada, alcool comercial, butilado de hidroxitolueno, cisteina,
cloreto de cetilpiridinio, cloreto de sédio, etanol, fenol, ferrozina, galactose, hidréxido

de sédio, molibdato de amdnio, papaina e sulfato ferroso.
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4 METODOS

4.1 Extracdo do polissacarideo sulfatado

A extracdo do polissacarideo sulfatado (Figura 14) foi realizada de acordo
com Farias et al. (2000), com algumas modificacbes. Primeiramente, a alga foi
desidratada em temperatura ambiente e macerada com triturador. Ap6s maceracao,
10g da alga foi colocada em contato com 500mL do tampé&o de extracdo acetato de
sédio 0,1M e pH 5,0 contendo EDTA 5 mM e cisteina 5mM para ser digerida com
34mL solucao de papaina bruta (30mg/mL) durante 6 horas a 60°C em banho-maria.
Em seguida, o material foi filtrado em malha fina e centrifugado (8000 x g; 25°C; 20
min).

O polissacarideo presente no sobrenadante do material centrifugado foi
precipitado por adicdo de 16mL de uma solucdo a 10% de cloreto de cetilpiridinio
(CCP) e mantido por 24h a 25°C. Apoés este periodo, o material foi novamente
centrifugado (8000 x g; 25°C; 20 min) e o sobrenadante descartado.
O polissacarideo precipitado foi lavado com 200mL de solu¢do a 0,05% de CCP,
centrifugado (8000 x g; 25° C; 20 min) e depois dissolvido em 174mL de solucao
NaCl 2 M, etanol comercial (100:15; v/v).

O polissacarideo foi novamente precipitado com adicdo de 200mL de
etanol comercial por 24 h a 4°C. Apés a precipitacdo, o material foi nhovamente
centrifugado (8000 x g; 25°C; 20 min) e submetido a duas lavagens com 200mL
etanol comercial diluido a 80% e uma vez com 200mL etanol comercial, seguido de
centrifugacéo (8000 x g; 25°C; 20 min). Por fim, foi realizada a lavagem e secagem
do precipitado com acetona para que se obtenha o PS.
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Figura 14 - Esquema de extracdo enziméatica de polissacarideo sulfatado de

Acanthophora spicifera

10 g de alga seca em 500 mL de tampéao de . .
acetato de so6dio, 0,1 M (pH 5,0) contendo Dlgoestao
EDTA 5mM, Cisteina 5mM e 34mL de (60°C,6h) Filtrado
solucdo de papaina 30 mg/mL
Precitacao Centrifugacao
CCP 10% (8000 g, 25°C,
(25°C, 24h) 25 min)
Precipitado
Lavagem Filtracdo
(CCP
0,05%)
Dissolucao
NaCl 2M Etanol
- 100:15 v/ .
Precipitado < ( viv) Precipitado
Precipitacéo Etanol P. A
(4° C; 24h)/ Filtracéo
Lavagens: Secagem
2x Etanol 80% com
1x Etanol P.A acetona
(PA)

Polissacarideo Sulfatado de
Acanthophora spicifera (PS)

Fonte: Farias et al,

(2000).

4.2 Rendimento

Para calculo do rendimento do PS obtido em relacdo ao peso de alga

seca utilizado para a extracao foi realizado através da formula:
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Massa (g) do extrato seco obtido

x100 Eq.(2)
Massa (g) de macroalga seca utilizada para o processo de extragdo

Teor de 4gar%

4.3  Anédlise quimica do polissacarideo sulfatado de Acanthophora spicifera

4.3.1 Quantificacéo de carboidratos totais

A determinacdo do teor de carboidratos foi realizada pelo método de
Albalasmeh; Berhee Ghezzehei (2013). A partir de uma solucéo estoque de 1mg/mL
dos PS foram realizadas trés diluicdes em proporcdes diferentes (1:10, 1:20 e 1:30).
Em seguida, 1 mL de cada diluicdo foi separado em tubos de ensaio para posterior
adicdo de 3 mL de acido sulftrico, seguido de agitacdo por 30 segundos.
Posteriormente, a solucdo foi colocada em banho de gelo por 2 minutos até atingira
temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a leitura de absorbancia a 315 nm
em espectrofotdbmetro ultravioleta (UV). Todas as concentracdes foram realizadas
em triplicata (Figura 15). Foi realizada a curva padrao de galactose substituindo os
polissacarideos por uma solucéo de galactose (10 a 100 pug/mL), permitindo assim a

qguantificacdo do PS por correlacdo com a curva de calibracao.

Figura 15 - Esquema de quantificagcdo do contetdo de carboidratos

Solugéo estoque do PS 1 mg/mL

Dilui¢cdes: 1:10, 1:20 e 1:30

\i
Em tubo de ensaio (triplicata): 1 mL da diluicdo + 3 mL de H2SO4 (conc.)

Agitacao (30seg) Resfriamento: banho de gelo (2min)

\ 4
Leitura em espectrofotdbmetro UV (315 nm)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3.2 Quantificacdo do conteudo de proteinas contaminantes

O conteudo de proteinas contaminantes foi determinado através do
método proposto por Bradford (1976). Foi realizada a confeccdo de uma curva
padrdo com Albumina Sérica Bovina (BSA) e todas as andlises foram realizadas em
espectrofotometro em um comprimento de onda de 595 nm. Todas as concentragbes
foram analisadas em triplicata.

Para quantificar o conteddo de proteinas da amostra, foram utilizadas
solugdes de 1 mg/mL dos PS. A partir dessas solugdes, 0,1 mL foi adicionado a 2,5
mL de solu¢do de Bradford e ap6s 10 minutos foram realizadas as leituras em
espectrofotometro a 595 nm. A andlise foi realizada em triplicata (Figura 16).
A estimativa das concentracbes de proteinas foi realizada através da correlacéo
entre as leituras obtidas das solugbes contendo as amostras e as da curva padréo
de BSA.

Figura 16 - Esquema de quantificacdo do conteudo de proteinas contaminantes

Em tubo de ensaio (triplicata):

Tempo: 10 min Leitura em

[
|

0,1 mL solucdo PS 1 mg/mL + 2,5 mL Espectrofotdmetro (595 nm)

Reagente de Bradford

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3.3 Quantificacdo do conteudo de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre

A porcentagem de carbono, nitrogénio, hidrogénio e enxofre no PS foi
estimada usando um analisador CHNS PerkinElmer 2400 Series Il (PerkinElmer,
Waltham, MA, EUA). A analise foi realizada de acordo com Maciel et al. (2008). O
grau de sulfatacao foi determinado baseado nos percentuais de carbono (C%) e

enxofre (S%) a partir da equacéo abaixo:

Teor de sulfato % = (5% / massa atdbmica S)

=45 x | (S%)
(C% /massa atomica do Cx12) (C%) [EQq.(3)
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Para a determinacdo do grau de sulfatacdo por unidade dissacaridica
repetitiva € necesséario o conhecimento da estrutura do PS, que € formado por
dissacarideos contendo um [B-D-galactopiranose (Unid A) com outroa-L-
galactopiranose ou 3,6-anidro-a-L-galactopiranose (Unid B). Visto que o teor de
sulfatagdo é definido como o numero de OSOs3’, ou 4&tomos de enxofre, por unidade
AB, com 12 atdmos de carbono, entdo o niumero 12 multiplicado pela massa atémica
do carbono corresponde ao numero de carbonos por unidade dissacaridica.

Para determinacdo, em microanalise, do contetdo de proteinas utilizou-se
a porcentagem de N utilizando o fator de correcdo de 6,25, conforme proposto por
Marks, Buchsbaum e Swain (1985).

4.3.4 Determinacdo da massa molar por cromatografia de permeacdo em gel

A determinagdo da massa molecular média dos PS foi realizada por
cromatografia de permeacdo em gel (GPC) com concentracdo de 1mg/mL em 0,1 M
de NaNOs como solvente. A cromatografia ocorreu em equipamento Shimadzu em
temperatura ambiente usando uma coluna Ultrahydrogel linear (7,8 x 300 mm), com
fluxo de 0,5 mL/min. Um refratbmetro diferencial e um fotdmetro de raios ultravioleta
(a 280 nm) foram utilizados como detectores e o volume de eluicdo corrigido para o
marcador interno de etileno glicol a 11,25 mL. Foram utilizadas amostras de
pululanas (Shodex Denko-marca de colunas de HPLC e é mais conhecida por
colunas inovadoras de cromatografia de exclusdo de tamanho e analise de acgucar),
homopolissacarideos lineares isolados do fungo Aureobasidium pullulans
(LEATHERS, 2003) de diferentes massas molares, em intervalo de grandeza de
103a 106 g/mol. A equagao obtida da curva de calibracdo foi logMM = +13,94 -
1,007.VEeL, onde VeL € 0 volume de eluicdo em mL. O coeficiente linear obtido para

esta equacéo foi de — 0,992.

4.3.5 Caracterizacdo quimica por espectroscopia de absorcéo naregido do

infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos com
espectrometro de Infravermelho com transformada de Fourier da Shimadzu, modelo


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/High-performance_liquid_chromatography&xid=17259,15700021,15700124,15700149,15700168,15700173,15700186,15700190,15700201&usg=ALkJrhgTMHj-UhBI3iy6s4VQbUYmg-EPpw
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FTIR-8300, apresentando uma regido espectral de 4000 a 400 cm™. Pastilhas de

Brometo de Potassio (KBr) foram utilizadas para a analise da amostra.

4.3.6 Determinacdo da estrutura quimica por ressonancia magneética nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétio (RMN *H) e de
Carbono-13 (RMN *3C), uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrometro
Agilent DD2 de 600 MHz (para nucleo de 1H), equipado com uma sonda One Probe
de 5 mm de diametro interno (H-F/15N-31P), de deteccao inversa, e gradiente de
campo no eixo “z“, pertencente ao Laboratério Multiusuério de Quimica de Produtos
Naturais (LMQPN) da Embrapa Agroindustria Tropical. O PS da alga marinha

Acanthophora spicifera foi dissolvido em agua deuterada D20 a 2,5% m/v.

4.3.7 Propriedades reolégicas do polissacarideo sulfatado de A. spicifera

4.3.7.1 Analise Reoldgica - Estado Estacionario

As andlises reoldgicas em regime estacionario foram realizadas em um
redbmetro rotacional (Ares, TA Instruments, New Castle, USA), usando a geometria
cone-prato (50 mm de diametro, angulo do cone medindo 0,0399 rad e lacuna de
0,0553 mm), verificado na Figura 17. Todas as medidas foram realizadas a 25 *+ 1°C.

Foi realizada a curva viscosidade por taxa de cisalhamento. Range de 0 a
1000 s 1.

Figura 17 - Sistema cone-prato.

Fonte: BRUMMER (2006).
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4.3.7.2 Andlise Reoldgica - Estado Dinamico

Testes dindmicos foram realizados para a avaliagdo do comportamento
do médulo de armazenamento (G’) em funcdo da frequéncia. As varreduras de
frequéncia foram realizadas na regido linear viscoelastica (RVL) verificando atraves
das amostras do polissacarideo sulfatado da alga marinha Acanthophora spicifera a

formacgé&o ou ndo de géis.

4.3.7.3 O Efeito da temperatura em relacdo a viscosidade

O efeito da temperatura na viscosidade, sobre as amostras PS 1%, PS
2% e PS 3% da A. spicifera foi descrito pela equacdo de Arrhenius. A equacéo de
Arrhenius envolve a temperatura absoluta (T), a constante universal dos gases (R), 0
fator pré-exponencial (no) e a energia de ativagdo para viscosidade (Eat), (STEFFE,
1996).

4.4 Atividade Antioxidante in vitro

4.4.1 Ensaio de quelacao do ion ferroso

A capacidade de quelacdo de ions férricos do PS foi determinada de
acordo com o método de Chew et al. (2008), com algumas modificagdes.
Resumidamente, foram adicionados 1 mL de sulfato ferroso (0,1 mM) e 1 mL de
ferrozina (0,25 mM) ao PS (0,125, 0,25, 0,5, 1, 2 e 4 mg/mL). Apds 10 min a
temperatura ambiente, a absorbancia da mistura foi medida a 562nm contra o
branco (dgua destilada e reagentes). O acido etilenodiaminotetracético (EDTA) foi
utilizado como controle positivo. Todas as rea¢des foram realizadas em triplicata e
0s resultadosforamexpressoscomoporcentagemdeatividadequelantecomomostrado

abaixo:

Atividade quelante (%) = [AO - (Al - A2) / AO] x 100Eq. (4)
Onde AO = FeSOa4 + Ferrozina; A1 =PS ou EDTA + FeSOs + Ferrozina; e A2 = PS ou
EDTA sem FeSOa + Ferrozina
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4.4.2 Ensaio de capacidade antioxidante total pela formacdo complexo
fosfomolibdénio

O ensaio de capacidade antioxidante total foi realizado através da
formacédo do complexo fosfomolibdénio descrito por Prietro, Pineda e Aguilar (1999).
Adicionou-se 300 pL da amostra (PS 0,125,0,25,0,5,1,2 e 4mg/mL) a uma solucao
de 3 mL contendo os seguintes reagentes: solugdo de molibdato de amdnio (4 mM),
acido sulfurico (0,6 M) e fosfato de sddio (28 mM). Apds 90 min a 95 °C a mistura foi
arrefecida e a sua absorbancia foi determinada (695 nm). O acido ascoérbico (AA) foi
utilizado como controle positivo e seu potencial antioxidante foi considerado como
100% de atividade antioxidante. Todas as reagOes foram realizadas em triplicatas.
Os resultados foram expressos em capacidade antioxidante total (%) e calculados

através da seguinte férmula:

Capacidade antioxidante total (%) = [(Al - A2) / (AO - A2)] x 100 Eq.(5)
Onde A0 = A.A; A1 = PS; e A2 = Branco

4.4.3 Ensaio de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo-hidrato
(DPPH)

O sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo-hidrato (DPPH) foi
avaliado de acordo com o método descrito por Blois (1958), com algumas
modificacdes. Este método de analise se fundamenta na medida da capacidade
antioxidante de uma substancia em conseguir sequestrar o radical DPPH, reduzindo
este a uma hidrazina. A hidrazina é atingida quando ocorre a mudanca na coloracéo,
a qual passa de violeta para amarelo palido. Isto ocorre quando uma determinada
substancia que esta agindo como doadora de atomos de hidrogénio € acrescentada
a uma solucéo de DPPH (ALVES et al, 2010).

O efeito no sequestro do radical livre DPPH (%) foi calculado através da
seguinte férmula:

Atividade de eliminag&o do radical DPPH (%) = [AO - (Al - A2) / AQ] x 100)Eq. (6)

Onde A0 = DPPH; A1 = PS ou BHT + DPPH; e A2 = PS ou BHT sem
DPPH
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4.5 Analise estatistica

Os dados obtidos do ensaio antioxidante in vitro foram expressos como
meédiat S.E.M analisados estatisticamente através da andlise de variancia (ANOVA)
utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5.0. Valores de p <0,05 foram

definidos como estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 Rendimento

A partir de 10g de massa seca da alga Acanthophora spicifera foram
obtidos 2,409 de polissacarideos sulfatados totais, correspondendo a um rendimento
de 24%. Esse rendimento situa-se na faixa entre valores obtidos em outras algas,
conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2 - Rendimento de polissacarideos sulfatados em espécies de algas

vermelhas
Espécie Local Rendimento (%) Referéncia
Acanthophora spicifera Brasil 24,0 Presente estudo
Acanthophora muscoides Brasil 11,6 QUINDERE et al., 2013

Fonte: Elaborada pelo autor.

O rendimento de polissacarideo sulfatado de algas pode ser influenciado
por diversos fatores como o tipo de espécie, a metodologia empregada na extracéo,
estagio de vida da alga, variacbes sazonais e também o habitat natural das
espécies. O rendimento obtido nesse estudo esta em conformidade com os valores
encontrados para outras espécies de algas marinhas vermelhas da costa brasileira,
que apresentaram rendimento variando de 2,4 a 46% (MARINHO-SORIANO;
BOURRET, 2003).

A metodologia empregada na extracdo do polissacarideo, pode explicar a
diferenca no rendimento encontrado neste estudo (24,0%), comparado ao valor de
11,6% encontrado por Quinderé et al. (2013) para os polissacarideos sulfatados da
alga Acanthophora muscoides obtidos por extracdo aquosa a 100 °C. Em geral, na
extracdo aquosa esperam-se maiores rendimentos de polissacarideos, pois envolve
um numero bem menor de etapas durante o processo. O resultado encontrado no
presente estudo demonstrou que Acanthophora spicifera apresenta alto rendimento

na extracao enzimatica de polissacarideo.
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5.2  Anélise quimica do polissacarideo sulfatado

5.2.1 Quantificacdo do conteudo de carboidratos

A composicdo quimica de carboidratos (galactose) do PS foi precipitada
com acetona de Acanthophora spicifera correlacionadas com a curva de calibracao,
apontam para um percentual de 75.3% de carboidratos (de galactose). Em outro
estudo, foi encontrado teor de acucar 52,65% para Gracilaria debilis (SUDHARSAN
et al.,, 2015). A quantidade de carboidrato pode variar devido as condicGes

experimentais utilizadas na extracdo dessas moléculas (RODRIGUES et al., 2011).

5.2.2 Quantificacdo do conteudo de proteinas contaminantes

A quantificacdo espectrofotométrica de proteinas na solucao do PS foi
correlacionada com a curva de calibragdo de BSA. O PS apresentou resultado
negativo no teste de Bradford, demostrando a possivel auséncia de proteinas na
amostra. Baixas quantidades de proteinas sdo observadas apés extracao enzimatica
com papaina como foi demonstrado nos trabalhos de nosso grupo de pesquisa
(BARROS et al., 2013; SOUSA et al., 2016). O alto teor de carboidratos e a possivel
auséncia de proteinas demonstram a eficiéncia do método de extracdo enzimatica,
evidenciando a pureza do material obtido. Além disso, evidencia que nesse caso néo
foram necessarios passos extras de purificacdo para a obtencdo de uma molécula

com consideravel grau de pureza.

5.2.3 Quantificacdo do contetdo de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre

As amostras do PS apresentaram 6,48% de enxofre, 4,95% hidrogénio e
23,76% de carbono, permitindo assim calcular o grau de sulfatacdo (DS) do material,
correspondente a 0,28 (Tabela 3). O grau de sulfatacdo obtido foi conforme o
esperado, pois, em geral, agaranas apresentam alta sulfatacdo em sua estrutura.

O grau de sulfatacéo encontrado para o PS de Acanthophora spicifera foi
maior que o valor encontrado por Barros et al. (2013) para os polissacarideos
sulfatados com DS de 0,13 da alga Gracilaria caudata obtidos por extracdo aquosa.
Em outro estudo, Maciel et al. (2008) encontrou para os polissacarideos sulfatados

da alga marinha vermelha Gracilaria birdiae um grau de sulfatagédo com DS de 0,22.
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Tabela 3 - Andlises quimicas do polissacarideo sulfatado de
Acanthophora spicifera

Amostra Rendimento Carboidratos ~ Proteinas Sulfato Anélises CHNS (%)C
(%) (%) o)° (DS)°

C H N S

PS 24 23,76 nd 0,28 23,76 4,95 nd 6,48

apDeterminado de acordo com Albalasmeh, Berhe e Ghezzehei (2013).
bpeterminado de acordo com Bradford (1976).

CDeterminado por microanalise de acordo com Maciel et al.(2008).
Fonte: Elaborada pelo autor.

A microandlise confirmou a auséncia de nitrogénio na amostra,
confirmando a auséncia de contaminantes proteicos como j& havia sido evidenciado
pelo método colorimétrico, demonstrando o alto grau de pureza dos polissacarideos
sulfatados obtidos de A. spicifera.

5.2.4 Determinacdo da massa molar por cromatografia de permeacéo em gel

Os polissacarideos, por serem polimeros naturais, sdo polidispersos, o
gue significa que ndao exibem massas molares precisamente definidas, mas sim uma
média das massas molares que representa uma distribuicAo das espécies
moleculares quase idénticas sem estrutura, mas variando de comprimento de cadeia
(STANLEY, 2006). O perfil cromatografico do PS é apresentado na Figura 18. O
cromatograma mostra um Unico pico com volume de eluicdo de 8,032 mL no seu
apice, comportando-se como um sistema homogéneo. A massa molar do pico foi
estimada em 364 kDa. Essa massa molar esta dentro de uma faixa esperada, ja que
macromoléculas bioldgicas ja sdo conhecidas por possuirem alta massa molar (10%a
10%g/mol) (CHANG, 2009). O valor encontrado foi superior ao dos polissacarideos
sulfatados da alga marinha vermelha G. caudata obtidos por extracdo aquosa que

tiveram sua massa molar estimada em 250 kDa (BARROS et al., 2013).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861712009174#bib0150
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Figura 18 - Perfil cromatogréafico do polissacarideo sulfatado da alga
Acanthophora spicifera em cromatografia de permeag&o em gel
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5.2.5 Caracterizacdo quimica por espectroscopia de absorcédo naregido do

infravermelho

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho é uma técnica
bastante atil para a elucidacdo de estruturas de compostos quimicos e € uma das
técnicas mais Uteis para a identificacdo de componentes estruturais em
polissacarideos (PEREIRA et al., 2011). O espectro infravermelho de um composto
quimico é bastante caracteristico para a molécula em questéo e pode ser utilizado
como assinatura quimica da mesma. Por isso, a espectroscopia na regidao do
infravermelho possui extensa aplicagdo na identificacdo de compostos quimicos
(SOLOMONS, 2001). Também € bastante utilizada por ser uma técnica que
necessita de pequenas quantidades de amostra (miligramas) e por ser um método
nao agressivo, com alta confiabilidade. Em polissacarideos sulfatados de algas
vermelhas, as bandas do espectro de FT-IR podem ser utilizadas para distinguir
algas produtoras de carragenanas e agaranas (GOMEZ-ORDONEZ; RUPEREZ,
2011). A Figura 19 mostra os espectros na regido do infravermelho de PS
expandidos na regido de bandas entre 1400 e 700 cm para melhor identificar os
grupos sulfatados presentes. A Tabela 4 indica as atribuicdbes dadas aos picos
obtidos. O espectro de infravermelno do PS apresentou perfis de bandas

semelhantes as que sado relacionadas aos polissacarideos de algas. A partir do
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espectro € possivel deduzir que o polissacarideo € um &gar, devido a presenca da

banda encontrada a 893 cm, correspondente ao grupo dos agares (MOLLET;

RHAOUI; LEMOINE, 1998).

Figura 19 - Espectros FT-IV em pastilhas de KBr do polissacarideo de
Acanthophora spicifera na regido e numero de onda de 1400-700
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A andlise do espectro foi possivel pela comparacdo com dados da

literatura vistos, em resumo, na tabela abaixo (Tabela 4). O espectro de absor¢céo na

regido do infravermelho do PS sugeriu bandas comuns as que séo relacionadas aos
polissacarideos de algas: 1249, 1157, 1072, 931 e 893 cm™. A banda com nimero

de onda de 1072 cm™ é atribuida ao esqueleto carbonico de polissacarideos do tipo

galactana, enquanto a banda com nimero de onda de 931 cm, encontrada no

espectro do PS, é caracteristica de acucar do tipo 3,6-anidrogalactose (CHOPIN;
WHALEN, 1993; PRADO; FERNANDES; NATALE, 2003; ROCHAS; LAHAYE;

YAPHE, 1986).
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Tabela 4 - Atribuicdes no espectro do infravermelho para polissacarideo
sulfatado de algas marinhas

Numero de onda (cm™) Atribuicbes Referéncias

1249,1157 Ester Sulfato Prado; Fernandes; Natale,
2003; Rochas; Lahaye;
Yaphe, 1986.

1157 O =S = O (estiramento assimétrico) Chopin:  Whalen  1993;

Prado; Fernandes; Natale,
2003; Rochas; Lahaye;
Yaphe, 1986.

1072, 1033 Esqueleto de galactanas (C -O + C—OH) Mollet; Rahaoui; Lemoine,
1998; Prado; Fernandes:
Natale, 2003; Rochas;
Lahaye; Yaphe, 1986.

991, 931 C — O — C de 3,6-anidrogalactose Chopin:  Whalen  1993;
Prado; Fernandes; Natale,
2003; Rochas; Lahaye;

Yaphe, 1986.

893 Banda especifica do agar Prado; Fernandes; Natale,
2003.

825 Galactose-4-sulfato Prado; Fernandes; Natale,
2003; Villanueva et al.,
2010.

767 Galactose-6-sulfato Chopin:  Whalen  1993;

Prado; Fernandes; Natale,
2003; Rochas; Lahaye;
Yaphe, 1986.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A andlise do espectro de infravermelho revela que o PS pertence ao
grupo dos agares, devido a banda observada com nimero de onda 893 cm
(CHRISTIAEN; BODARD, 1983), além de evidenciar a presenca de grupamentos
sulfato na molécula, percebidos pelas bandas com nimeros de onda de 1157 cm™ e
1249 cm? (CHOPIN; WHALEN, 1993; LIOYD et al.,, 1961). A baixa intensidade
dessas bandas sugere que o OS possui um pequeno grau de sulfatacdo. Esse
resultado foi confirmado pelo grau de sulfatacéo (0,28) determinado por microanalise
elementar.

A regido entre 700 e 850 cm é usada para inferir a posicdo dos grupos
sulfato em polissacarideos do tipo agar. A banda em 825 cm™ pode ser atribuida a
4-O-sulfato de residuo de D-galactose, enquanto que a banda em 767 cm™ pode ser
atribuida a 6-O-sulfato da unidade de L-galactose (LIOYD et al., 1961).

A andlise do PS por espectroscopia de Infravermelho sugeriu que grupos
sulfato ocorrem em C-6 dos residuos de L-galactose, devido a presenca de um sinal

de baixa intensidade na regido em 800 cm™. Os residuos de 6-sulfato-a-L-galactose
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sdo conhecidos por serem precursores dos residuos de 3,6-anidro-a-L-galactose
(TALARICO et al., 2004).

Os polissacarideos sulfatados de Acanthophora spicifera néo
apresentaram nenhum sinal resolvido em 750 e 880 cm indicando a auséncia de
sulfatacdo em C-2 de 3,6-anidro-L-galactose e no C-4 da unidade D-galactose
(LIOYD et al., 1961).

5.2.6 Determinacdo da estrutura quimica por ressonancia magnética nuclear
(RMN) delH e'3C

O espectro de RMN de 'H do PS (Figura 20) revela picos em 5,119 e
4,107 ppm, indicativos de prétons anoméricos de 3,6-a-L-anidrogalactose (LA) e B-
D-galactose (G) ligado a LA, respectivamente. Ja o sinal em 5,352 ppm é atribuido a
préton anomérico do residuo L-galactose (IZUMI, 1973). O espectro de RMN H
também mostrou sinais resolvidos em 3.431 e 3.507 ppm, caracteristicos de
metilacdo, atribuidos a prétons de grupamentos metil ligados a C-6 de B-D-galactose
(G6M) e C-2 de 3,6-anidrogalactose (LA2M), respectivamente. O sinal intenso em
1.501 ppm é representativo de proton metilico do acetal de acido piravico ligado nas

posicoes C4 e C6 de 3-D-galactose.
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Figura 20 - Espectro de RMN de *H do polissacarideo sulfatado da alga

Acanthophora spicifera
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O espectro de RMN de *3C (Figura 21) dos polissacarideos sulfatados
totais de A. spicifera sugeriu um padrao tipico de 4gar com 8 sinais, relacionados
aos carbonos oriundos da agarose (USOV; YAROTSKY; SHASHKOV, 1980). Os
sinais em 98,641; 77,969; 81,231 e 66,233 ppm correspondem aos carbonos C (1-6)
da unidade B-D-galactose (G), enquanto os sinais em 101,282; 77,969; 69,496 e
67,272 ppm correspondem aos carbonos C (1-6) da unidade 3.6-a-L-anidrogalactose
(LA). Sinais adicionais no espectro sugerem a presenca de grupos substituintes na
estrutura repetitiva da agarose. O sinal em 25,438 indica a presenca de acido

piravico neste polissacarideo.
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Figura 21 - Espectro de RMN de 13C do polissacarideo sulfatado da alga
Acanthophora spicifera

Fonte: Elaborada pelo autor.

A ressonancia em 75,772 ppm no espectro de 3C RMN foi atribuido ao
carbono C-6 dos residuos de [-D-galactose-6-O-metil (USOV; IVANOVA,
SHASHKOQV, 1983), porém o PS ndo apresentou sinal no espectro de 13C RMN para
residuos de 2-O-metil-a-L-anidrogalactose.

O PS nao apresentou sinal em 61,487 ppm, descrito para residuos de 4-
O-metil-a-L-galactose (IZUMI, 1973), demonstrando a auséncia de grupamentos
metil nessa posi¢do. Em adicéo, a falta de sinais em 97,51; 102,87 e 77,77 ppm,
atribuidos a B-D-galactose-4-sulfato, indica que o PS ndo apresenta sulfatacdo em
C-4 dos residuos de B-D-galactose. Esse resultado corrobora com os dados obtidos
no experimento de FT — IR.

Atraveés do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear HSQC de
1H-13C (figura 22) foi possivel confirmar algumas atribuicdes de deslocamentos
quimicos, permitindo associar de forma convincente importantes absorcdes de

hidrogénios com seus respectivos carbonos, conforme mostra a tabela 5.
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Figura 22-'H - 13C HSQC do polissacarideo extraido da alga marinha
Acanthophora spicifera
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Fonte: Elaborada pelo autor.

De acordo com os dados obtidos através dos espectros de RMN e dados
da literatura, podemos concluir que o PS é polissacarideo sulfatado do tipo agar,
formado principalmente por repeticdes dos residuos de (1—3) B-D-galactopiranose e
a (1 — 4) - 3,6-anidro-a-L-galactose, com substituicdes desses monossacarideos
por B-D-galactopiranose-6-metil (G-6M), e a-L- galactose-6-sulfato (L-6S), além de
apresentarem substituices por acetal de acido pirdvico em sua unidade de B-D-

galactopiranose.
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Tabela 5 - Assinalamentos de RMN de 1H e 13C para o PS de A. spicifera

Residuo 2 'H Deslocamento quimico (ppm)

H-1 H-2 H3 H4 H5 H-6 O-Me

B-D-galactose (G) 4,7 3,7 3,8 4,0 b 3,9 -
3,6 a-L-anidrogalactose (LA) 51 4,1 4,3 4,5 4,6 4,7 -
Galactose-6 sulfato (L-6S) 5,2 b b b b 3,3 -
B-D-galactose-6-O-metil (G6M) b b b b 3,7 b 3,4

13C Deslocamento quimico (ppm)

C-1 c2 (€3 C4 C5 C6 O-Me

B-D-galactose (G) 102,4 70,2 822 687 754 614 -
3,6 a-L-anidrogalactose (LA) 98,3 689 79,0 773 756 694 -
Galactose-6 sulfato (L-6S) 104,0 b b b b 64,0 -
B-D-galactose-6-O-metil (G6M) b b b b 75,0 b 59,1

aNomenclatura proposta por Knutsen et al. (1994).

bEsse sinal pode ter sido sobreposto por sinais de unidades ndo substituidas.
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3 Propriedadesreoldgicas do polissacarideo sulfatado

Os ensaios reolégicos em estado dindmico e estacionario foram
realizados em um rebmetro rotacional (Ares, TA Instruments, New Castle, USA),
usando a geometria cone-prato (50 mm de diametro, angulo do cone medindo
0,0399 rad e lacuna de 0,0553 mm).

5.3.1 Analise em regime estacionario

O resultado das analises em regime estacionario que correspondem a
relacdo entre a viscosidade e taxa de cisalhamento esta mostrada na Figura 23.

As amostras PS 1%, PS 2% e PS 3% de A. spicifera apresentaram
comportamentos de fluido Nao-Newtoniano ao modelo de Plastico de Bingahm,
devido apresentar uma tensao inicial para comecar a escoar e ndo possuem uma
relacdo de linearidade entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformacao
(SCHRAMM, 2006).

As amostras também apresentaram caracteristicas tixotropicas, em

funcao das diferencas de tensao e viscosidade entre as curvas de taxa ascendente e


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861712009174#tblfn0005
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descendente. Este fen6meno, conhecido por histerese e pode ser quantificado como
a area entre as curvas de fluxo. Quanto maior a area compreendida entre as curvas,
maior o efeito tixotrépico (HOLDSWORTH, 1993).

As demais amostras PS 1% e PS 2% apresentaram valor de histerese em
uma ordem de grandeza menor. Observou-se que a amostra PS 3% tem maior valor
de viscosidade e foi a que apresentou caracteristica tixotrOpica mais evidente,
representada pela maior area de histerese calculada.

Tal fato pode ser explicado pelos maiores valores de viscosidade obtidos
para a amostra PS 3%, o0 que permite um aumento relativo desta grandeza mais

significativa durante o cisalhamento.

Figura 23 -Curva relacédo entre a viscosidade e taxa de cisalhamento das
amostras PS 1%, PS 2% e PS 3% de Acanthophora spicifera
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3.2 Analise em regime dinamico

Os espectros mecanicos obtidos por reologia dindmica sdo uma das
medidas mais comuns para o estudo do comportamento viscoelastico de alimentos
porque os resultados obtidos sdo muito sensiveis a composicdo quimica e a
estrutura fisica. Observou-se que o resultado das andlises de PS da Acanthophora
spicifera ndo apresentou o médulo de armazenamento G', ou seja, ndo formou gel,

sendo um agente espessante.
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5.3.3 Efeito da temperatura em relagcdo a viscosidade

Durante o processamento, as amostras de PS 1%, PS 2% e PS 3% de
Acanthophora spicifera em solucdo aquosa (liquido), foram submetidas as
temperaturas (0° a 50° C) verificadas na Figura 24. O aumento da temperatura
levou a reducdo da viscosidade aparente (nap) € do indice de consisténcia (k),
obedecendo a equacédo de Arrhenius. O melhor resultado foi para a amostra de
PS 3% (a 50°C-0,025). Do ponto de vista industrial, a diminuicdo da viscosidade
facilita o escoamento e a troca de calor durante o processamento. Sabe-se que,
guanto menor a viscosidade de um fluido, menor é a perda de carga durante o

escoamento, 0 que resulta em menor gasto de energia.

Figura 24 - Influéncia da temperatura em relacdo a viscosidade para as
amostras PS 1%, PS 2% e PS 3% de Acanthophora spicifera
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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54 Atividade antioxidante in vitro
5.4.1 Ensaio de quelacao do ion ferroso

A figura 13 mostra a habilidade de quelacdo do ion ferroso do PS
extraidos da alga A. spicifera. Foi realizado a quelacdo do ion ferroso com o
composto antioxidante 5 mM EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético).O PS na
maior concentracdo testada(4 mg/mL) obteve maxima quelacdo de ferro (53,41%),
entretanto, esse valor foi muito menor quando comparado com o controle.

Nos estudos realizados por Castro (2014) e Qi et al. (2005b), os autores
sugerem que a atividade na quelacéo de ion ferroso em polissacarideos oriundos de
algas marinhas, esta associado ao teor de sulfatacdo presente na estrutura quimica
desses compostos de origem natural.

A atividade quelante se resume a capacidade de um composto capturar
ions metalicos presentes no meio, impossibilitando assim que o0 mesmo reaja com
outras substancias. Nos sistemas bioldgicos, alguns ions metalicos agem causando
danos oxidativos, como nas lesdes gastricas induzidas por etanol, através da
catalisacdo de reacbes desfavoraveis ao organismo ou inativando enzimas (CHEW
et al. 2008).

Estudos sobre mecanismos de lesdo oxidativa confirmam a acao catalitica
dos metais pesados em processos patologicos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).
O ferro é o ion mais importante como pré-oxidante da peroxidacao lipidica, que

ocorre segundo a reacéao de Fenton (Fe2++ Ho0z2 — Fe” '+ OH™ + ®OH), devido a sua
alta reatividade (CHUN-HUI et al., 2007). A peroxidacéo lipidica esta associada a
varios processos patologicos em sistemas bioldgicos (ZHANG et al., 2011).

O PS mostrou alta capacidade de quelacdo do ion ferroso de forma
concentracdo-dependente (0,125-4 mg/mL/43,57-53,48%). Na menor concentracao
testada o PS exibiu um potencial de quelacéo de 43,57%. Na maior concentragao

testada o PS mostrou um consideravel potencial antioxidante de 53,48% (Figura 25).
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Figura 25 - Habilidade de quelacdo do ion ferroso do PS extraido da alga
A. spicifera
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados sdo expressos em porcentagem (%) como média + S.E.M. (n=3),
analisados por ANOVA e teste de Borferroni (*p<0,05). Os diferentes valores acima das barras
indicam diferencas significativas entre as concentragbes. Os resultados do PS (0,125-4 mg/mL)

foram comparados com 0 EDTA (2 mg/mL).

Os resultados corroboraram com o fato de que o polissacarideo tem
potencial antioxidante sobre ions de ferro e cobre, atuando através do mecanismo
de inibicdo da geracdo de radicais livres (WANG et al.,, 2016). Além disso, o0s
compostos contendo na sua estrutura mais de um dos seguintes grupos funcionais: -
OH, -SH, - COOH, -POsH2, -C = O, -NR2, -S- e -O-, sdo moléculas com potencial
promissor sobre quelacéo de ion ferroso (GULCIN, 2006). A caracterizacdo quimica
e estrutural do PS confirmou a presenca de alguns dos grupos funcionais, acima
mencionados, no esqueleto quimico dos polissacarideos sulfatados obtidos de

A. spicifera, justificando seu consideravel poder em quelar ion ferroso.

5.4.2 Ensaio de capacidade antioxidante total pela formacé&o do complexo

fosfomolibdénio

A formacdo do complexo fosfomolibdénio € realizada pela reducdo do
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Molibdénio (M06+—> M05+) pelo agente redutor (material de estudo) e complexacéo
do molibdénio com fosféro em meio &cido (formando o fosfomolibdénio de cor azul).
A identificac@o de espécies antioxidantes especificos pode ser menos (util
em alguns casos do que o conhecimento da capacidade antioxidante total. Outra
situacdo em que o conhecimento da capacidade antioxidante total pode ser util inclui
a andlise de mudangas na atividade antioxidante do plasma relacionados ao
estresse oxidativo, ou a prépria compreenséo da relacdo da atividade estrutural das
espécies antioxidantes puras (PIETRO; PINEDA; AGUILAR, 1999). O PS da A.
spicifera apresentou atividade na formagdo do complexo fosfomolibdénio (Figura 26).
Castro et al. (2013) em estudo com polissacarideos sulfatados da alga
marrom Lobophora variegata observou que 10 mg/mL de amostra teve atividade
antioxidante total de 66,3%, concentracdo bem mais elevada do que a obtida neste
estudo, em que na concentracdo de 4 mg/mL foi observado 48,27% de atividade

antioxidante.

Figura 26- Capacidade antioxidante total do PS extraido da alga A. spicifera
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados sdo expressos em porcentagem (%) como média + S.E.M. (n=3),
analisados por ANOVA e teste de Borferroni (*p<0,05). Os diferentes valores acima das barras
indicam diferencas significativas entre as concentracdes. Os resultados do PS (0,125-4 mg/mL) foram

comparados com o AA (3 mg/mL).
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5.4.3 Ensaio de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo-hidrato
(DPPH)

A procura de compostos antioxidantes de produtos naturais tem
aumentado recentemente. A atividade antioxidante de algumas espécies de algas
esta demonstrando a sua importdncia como nova fonte de aditivos naturais,
principalmente quando se considera a relacdo benéfica em alimentos ricos em
compostos antioxidantes e a incidéncia de doencas humanas (LU; FOO, 2000).

O método de sequestro do radical livre 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) proposto por Blois (1958) é baseado na captura do radical por compostos
antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorcdo a 515 nm. Esse método foi
modificado por Sanches-Moreno; Larrauri; Saura-Calixto (1998) para medir os
pardmetros cinéticos dos compostos antioxidantes. Esse método tem sido
largamente utilizado para determinar a habilidade de sequestro de radical livre de
amostras (QI et al., 2005a; WANG et al., 2009).

A dissolucao do radical livre DPPH em meio organico pode ser verificado

através da Figura 27.

Figura 27 - Estabilizagdo do radical livre 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH)

cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Fonte: Rufino et al., 2007.

Nesse trabalho, o sequestro do radical livre DPPH de cada concentracdo
do PS extraido da alga A. spicifera foi de 30,29% em 4 mg/mL (figura 28). Conforme
aumenta a concentracdo da amostra (PS) ocorre um aumento na capacidade de

sequestro do radical DPPH.
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Figura 28- Efeito do sequestro do radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
do PS extraido da alga Acanthophora spicifera
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados sdo expressos em porcentagem (%) como meédia + S.E.M. (n=3),
analisados por ANOVA e teste de Borferroni (*p<0,05). Os diferentes valores acima das barras
indicam diferencas significativas entre as concentracdes. Os resultados do PS (0,125-4 mg/mL) foram

comparados com o BHT (2 mg/mL).

Todas as concentracfes testadas apresentaram atividade antioxidante
estatisticamente inferior ao composto BHT, utilizado para capturar radicais e prevenir
a auto-oxidagao.

Segundo Brand-Williams; Cuvelier e Berset (1995), a interagdo de um
potente antioxidante com o DPPH depende, sobretudo, de sua conformacgao
estrutural e do nimero de grupos hidroxilicos disponiveis, entdo se acredita que o
efeito inibitério encontrado contra este radical esteja relacionado a estrutura quimica
dos polissacarideos sulfatados que apresentam hidroxilas livres, favorecendo assim
a abstracdo dos atomos de hidrogénio. Ja que compostos que possuem atividade
antioxidante interagem com o DPPH permutando os elétrons ou atomos de
hidrogénio para o radical livre, reduzindo-o (MENSOR et al., 2001).

O sequestro do radical livie DPPH obtido para os PS foi menor 30,29% do
gue o encontrado por Guimaraes (2017) onde os polissacarideos sulfatados totais
da alga vermelha H. musciformis, na concentracdo testada (4 mg/mL) foi encontrado
apenas 57,87% de habilidade de sequestro do radical DPPH.



64

6 CONCLUSAO

O polissacarideo sulfatado extraido da alga marinha vermelha
Acanthophora spicifera demonstrando a eficiéncia do método de extragdo
enzimatica, mostrou alto rendimento (24%) e teor de carboidratos de 75,3%. Além
disso, o PS revelou significativo teor de sulfato. Os espectros de FTIR e RMN
mostraram o PS como sendo uma galactana sulfatada do tipo agarana com massa
molar média de 364 kDa.

De acordo com as analises, o polissacarideo sulfatado (PS) da alga
marinha Acanthophora spicifera mostrou-se resultados significativos quanto ao
comportamento reologico, sendo submetido a diferentes processos sobre a
viscosidade e a influéncia de temperatura. O PS da A. spicifera apresentou
comportamento reolégico do fluido ndo-Newtoniano ao modelo de Plastico de
Bingahm, no entanto, ndo apresentou capacidade de gelificacdo, sendo um agente
espessante utilizado em alimentos. Além de mostrar como potencial antioxidante
natural essencial na qualidade da seguranca e saude. Diante disso, esses
resultados colocam o polissacarideo de A. spicifera como molécula potencial

visando futuras aplicac6es na producao alimenticia, farmacéutica e biotecnoldgica.
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