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RESUMO

Dentre os organismos marinhos, as macroalgas sao cada vez mais estudadas, pois desempenham
papel fundamental tanto para o ecossistema quanto para a economia. A macroalga marinha
parda, Sargassum vulgare, C. Agardh, 1820, foi coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Cear4,
em fevereiro de 2019. Em laboratério, a biomassa coletada foi lavada, liofilizada e usada para
0 processo de extracdo com etanol, cujo rendimento foi de 1,52%. Uma parte do extrato
etanolico (EtOH) foi reservada, e a outra foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel
com solventes de diferentes polaridades para a obtencdo de seis fracdes: hexanica (Hx),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH) e
aquosa (H20). O extrato etandlico e suas fragdes foram analisados com o objetivo de quantificar
os teores de compostos fenolicos totais (CFT) e de flavonoides (TF) e determinar as atividades
antioxidante, fitotoxica e antimicrobiana. Os resultados de CFT foram 10,94 + 2,08 mg EAG/g
(extrato) e variaram de 2,61 = 0,06 a 38,85 = 2,03 mg EAG/g (fragdes). Os valores de TF foram
108,63 + 3,62 mg EQ/g (extrato) e variaram de 1,68 £ 0,32 a 158,09 + 6,38 mg EQ/g (fracdes).
A capacidade de sequestro do radical DPPH variou de 10,58% + 0,91 a 16,57% + 0,67 no
extrato e de 2,55% + 0,07 a 11,24% + 0,99 nas fracdes. O poder de quelacdo de ions ferrosos
(FIC) variou de 18,20% + 0,00 a 22,36% + 2,41 no extrato, enquanto nas fragdes, a variacdo
foi de 4,95% + 0,58 a 88,64% + 1,90. O poder de reducdo de ions férricos (FRAP) variou de
0,080 £+ 0,013 a 0,143 £ 0,013 no extrato e de 0,061 + 0,006 a 0,138 + 0,009 nas fracBes. A
atividade inibitoria do branqueamento do B-caroteno (BCB) variou de 90,76% £ 0,34 a 96,70%
+ 0,67 no extrato e de 67,66% + 1,07 a 101,87% = 4,25 nas fraces. No ensaio de fitotoxicidade
com sementes de pepino-caipira, Cucumis sativus, o extrato etanolico foi classificado como nédo
fitotoxico, enquanto as fracGes foram capazes de potencializar a germinacao e o crescimento
das raizes, com excecdo da fracdo acetato de etila, que foi moderadamente fitotoxica. Os ensaios
antimicrobianos de concentracdo inibitéria minima (CIM) e de concentragdo bactericida
minima (CBM) exibiram valores entre 0,078 e 5,0 mg/mL. Os resultados deste trabalho
revelaram que o extrato etanolico de S. vulgare e suas fragbes (Hx, DCM, AcOEt, EtOH, MeOH
e H20) possuem diferentes atividades bioldgicas com potencial para aplica¢des industriais e
agricolas. Mais investigacOes sdo necessarias para elucidar os mecanismos de acgdo
responsaveis por essas atividades, e 0s procedimentos para usar esses compostos em produtos

de interesse.

Palavras-chave: metabolitos secundarios; compostos bioativos; biotecnologia marinha.



ABSTRACT

Among marine organisms, macroalgae have been increasingly studied, as they play a
fundamental role both for the ecosystem and for the economy. The brown seaweed, Sargassum
vulgare, C. Agardh, 1820, was collected at Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, in February
2019. In laboratory, the biomass was washed, lyophilized and used for the extraction process
with ethanol, whose yield was 1.52%. A part of the ethanol extract (EtOH) was reserved, and
the other part was subjected to silica gel column chromatography with solvents of different
polarities to obtain six fractions: hexane (Hx), dichloromethane (DCM), ethyl acetate (AcOEt),
ethanolic (EtOH), methanolic (MeOH) and aqueous (H20). The ethanol extract and its fractions
were analyzed in order to quantify total phenolic compounds (TPC) and flavonoids, and to
determine their biological potential, through antioxidant, phytotoxic and antimicrobial
activities. The TPC results were 10.94 + 2.08 mg EAG/g (extract) and ranged from 2.61 + 0.06
to 38.85 + 2.03 mg EAG/g (fractions). Flavonoid contents were 108.63 £ 3.62mg EQ/g (extract)
and ranged from 1.68 + 0.32 to 158.09 = 6.38 mg EQ/g (fractions). The DPPH radical
scavenging capacity ranged from 10.58% + 0.91 to 16.57% % 0.67 in the extract and from
2.55% £ 0.07 to 11.24% + 0.99 in the fractions. The ferrous ion-chelating assay (FIC) of extracts
ranged from 18.20% + 0.00 to 22.36% = 2.41, while this antioxidant activity varied from
4.95% * 0.58 t0 88.64% + 1.90 in the fractions. The ferric reducing antioxidant power (FRAP)
assay showed values ranging from 0.080 + 0.013 to 0.143 £ 0.013 in the extract and from
0.061 £ 0.006 to 0.138 * 0.009 in the fractions. The B-carotene bleaching (BCB) inhibitory
activity ranged from 90.76% + 0.34 to 96.70% =+ 0.67 in the extract and from 67.66% % 1.07 to
101.87% = 4.25 in the fractions. Phytotoxicity test on cucumber seeds (Cucumis sativus)
indicated the ethanol extract as non-phytotoxic, while the fractions were able to enhance
germination and root growth, with the exception of the ethyl acetate fraction considered as
moderately phytotoxic. The antimicrobial assays of minimal inhibitory concentration (MIC)
and minimal bactericidal concentration (MBC) showed values between 0.078 and 5.0 mg/mL.
The results of this work revealed that the ethanol extract of S. vulgare and its fractions (Hx,
DCM, AcOEt, EtOH, MeOH and H20) possessed different biological activities with potential
for both industrial and agricultural applications. Further investigation is required to elucidate
the mechanisms of action responsible for these activities, and the procedures to use these

compounds in products of interest.

Keywords: secondary metabolites; bioactive compounds; marine biotechnology.
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1 INTRODUCAO

O ambiente marinho é considerado um dos ecossistemas mais valiosos da Terra,
ocupando mais de 70% de sua superficie. As caracteristicas proprias dos oceanos, resultantes
da sua distribuicdo na superficie do Planeta, imp&em uma grande variacao nos fatores abioticos,
contribuindo para a existéncia de habitats muito diferentes e complexos, aos quais 0s
organismos se adaptaram ao longo do tempo, explicando sua grande diversidade bioldgica
(FERNANDO; KIM; SON, 2016; HAMED et al., 2015).

A coexisténcia no mesmo ambiente de varios seres vivos (animais vertebrados e
invertebrados, algas e micro-organismos), competindo por nutrientes e por espago, pode estar
relacionada com a presenca de compostos, sejam eles sintetizados e/ou acumulados, muitos dos
quais sdo dotados de atividade biologica. Por esta razdo, tem se observado, nas Ultimas décadas,
um grande interesse em estudé-los (ALVES et al., 2018; FERNANDO; KIM; SON, 2016;
HAMED et al., 2015).

Dentre os organismos marinhos, as algas vém sendo progressivamente mais
investigadas, visto que desempenham papel fundamental tanto para o ecossistema, como para
a economia de muitos paises. Usadas tradicionalmente na culinaria asiatica, as algas marinhas
sdo fontes de nutrientes como vitaminas, minerais, proteinas, fibras, &cidos graxos poli-
insaturados e outras substancias funcionais de potencial biotecnoldgico, as quais podem ter
diversas aplicacdes nas industrias de alimentos e de medicamentos com beneficios para a saude
humana (ALVES et al., 2018; BAJPAI, 2016; DANG et al., 2018; MARTELLI et al., 2020).

Segundo Carroll et al. (2020), o nimero de trabalhos relacionados a produtos
naturais marinhos continua crescendo significativamente. Em 2018, foram descritas 76 novas
substancias extraidas de algas marinhas, a maioria pertencente ao Filo Rhodophyta. Os autores
relataram que os objetivos desses trabalhos de revisdo ndo foram muito diferentes daquilo que
eles haviam observado no periodo anterior, com 20% deles tendo destacado um composto ou
classes de compostos, em 31% dos trabalhos, o foco recaiu sobre um organismo ou uma
localidade, outros 30% enfatizaram a bioatividade dos produtos naturais marinhos, e o restante
(19%) ressaltou topicos diversos incluindo biossintese, computacdo, metodologias analiticas e
pririficagdo, ecologia e impactos dos produtos naturais marinhos na satde e bem-estar humanos.

O género Sargassum abrange 539 espécies descritas no mundo, distribuidas nas
regides tropicais e subtropicais. Geralmente, as macroalgas marinhas desse género se fixam em
costdes rochosos, onde ndo ha impactos das ondas, mas algumas espécies formam florestas

subaquaticas e servem como alimento e abrigo para varios organismos marinhos (GUIRY,
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2021; ROVER, 2014). De acordo com o trabalho de Almada, Yoneshigue-Valentin e Nassar
(2008), as populagdes do género Sargassum ocorrem no litoral brasileiro, tanto em costfes
rochosos protegidos como em costdes expostos a acdo das ondas, estando distribuidas desde o
litoral do Maranh&o até o do Rio Grande do Sul.

As espécies desse género apresentam diferencas marcantes quanto ao comprimento,
variando de 10 cm a mais de 2 m, mas exibem caracteristicas comuns como fixagao ao substrato
por meio de um apressorio, presenca de um eixo principal e de ramificacdes que se formam a
partir dele, com folhas relativamente estreitas, podendo ter margens dentadas ou ndo e,
geralmente, apresentam vesiculas de ar (aerocistos) com formato arredondado, que auxiliam na
flutuacdo. Os individuos na fase adulta produzem ramos laterais primarios de crescimento
indeterminado que se ramificam e diferenciam os receptaculos em cavidades internas
(conceptaculos), que contém os anteridios e/ou oogbnios, o que pode acontecer também nas
axilas, que séo angulos formados na jun¢do da folha com o ramo ou o caule, dos filoides. Apos
a diferenciacéo, elas se tornam senescentes depois da maturacdo e liberacdo de gametas, ou
seja, ha reducdo do vigor e da fragmentacdo dos ramos laterais férteis (FIGURA 1) (GUIRY,
2021; ROVER, 2014).

Figura 1 —Desenho esquematico de um individuo adulto pertencente ao género Sargassum e suas estruturas (a).
Receptaculo masculino (b). Receptaculo feminino (c). Vesiculas flutuadoras (d). Aspecto do corte transversal do
filoide (e).
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Os principais pigmentos encontrados nas macroalgas pardas séo as clorofilas a e ¢
e os carotenoides como a fucoxantina, uma xantofila que confere a cor marrom ou verde oliva
dessas algas. As espécies de Sargassum apresentam alguns metabolitos secundarios como
alginatos, cumarinas, quinonas, polissacarideos sulfatados, esteroides, terpenoides, compostos
fendlicos e flavonoides, que possuem atividade biologica (GUIRY, 2021; MILLDGE;
NIELSEN; BAILEY, 2016; ROVER, 2014).

Os metabdlitos secundarios constituem uma pequena fracdo da biomassa do
organismo que os produzem, sendo geralmente utilizados como defesa quimica naqueles
organismos sesseis ou de movimento lento, como algas, esponjas, cnidarios, tunicados e
briozoarios. Estas moléculas também podem aportar nos animais através de suas dietas, sendo
modificadas e utilizadas de maneira diferente da funcéo original (ALVES et al., 2018).

Muitos compostos ja foram isolados de organismos marinhos com diferentes
atividades bioldgicas, por exemplo, anticancer, antidiabética, anti-inflamatdria, antimalaria,
antimicrobiana, antioxidante, antituberculose, antitumoral, antiviral, dentre outras, com
aplicacdes potencialmente capazes de trazer beneficios para a saide humana e animal (ALVES
etal., 2018; GIANG et al., 2016; HAMED et al., 2015).

Compostos fendlicos, polissacarideos, glicolipidios, esteroides, terpenoides e
outros metabolitos secundarios encontrados em macroalgas marinhas ja foram avaliados quanto
as atividades anticancer, antibacteriana e antiviral, sendo comprovadamente eficazes, inclusive
contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), que leva a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), tornando evidente o potencial terapéutico desses organismos (SANTOS et
al., 2019). Compostos derivados de diversos organismos marinhos, ja aprovados ou que estao
em alguma fase de desenvolvimento farmacolégico, sdo apresentados no endereco eletrénico
<https://www.midwestern.edu/departments/marinepharmacology/clinical-pipeline>.

Alguns exemplos de metabdlitos secundarios com atividade bioldgica isolados de

organismos marinhos estéo listados no QUADRO 1.

Quadro 1 — Exemplos de metabdlitos secundarios com atividade biolégica isolados de organismos marinhos.

Continua.

Organismo marinho Composto quimico Atividade bioldgica Referéncia
Esponja Ageloxima B Antibacteriana YANG et al.

Agelas mauritiana (alcaloide/terpenoide) (2012)
Esponja . S CARNEIRO et

Aplysipna %ulva Lectina Antibiofilme al. (2019)
Esponja Lectina Antibiofilme MARQUES et al.
Chondrilla caribensis (2018)
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Quadro 1 — Exemplos de metabdlitos secundarios com atividade biolégica isolados de organismos marinhos.

Continua.
: NASCIMENTO-
. Esponja Lectina Anticancer NETO et al.
Haliclona caerulea (2018)
Esponja Faquelistatina Antitumoral GOHINENI;
Phakellia fusca (peptideo) HAMANN
(2018)
Ascidia Eudistomina Antibacteriana WON et al.
Synoicum sp. (alcaloide) (2012)
Coral mole Esfingolipidio Antiviral ELLITHEY etal.
Litophyton arboreum (terpenoide) (2013)
Coral mole Flexibilisolida C Anti-inflamatoria SHIH et al.
Sinularia flexibilis (terpenoide) (2013)
Pepino-do-mar L
Actinopyga echinites e ( llzi%léls?gzgjfeors Q}gi(?e) Anti-helmintica MEI(_Z%TZ(? al.
Holothuria polii g P
Anémona Analgésica /
Anthooleura Peptideo APETx2 moduladora de JENSEN et al.
ole an?issima (peptideo) canais de sodio (2012)
g (sistema nervoso)
Lebre-do-mar L ectina Antibacteriana e CARNEIRO et
Aplysia dactylomela Antibiofilme al. (2017a)
Bactéria Loboforina G Antituberculose CHEN et al.
Streptomyces sp. (terpenoide/glicosideo) (2013)
Cianobactéria Lagunamidas GOHINENL;
. . Antimalaria HAMANN
Lyngbya majuscula (peptideo) (2018)
: . : GOHINENI;
ClanobacFerla Herbanjlda B Antileishmania HAMANN
Lyngbya majuscula (peptideo) (2018)
Fungo Asperterpenoide A . HUANG et al.
Aspergillus sp. (terpenoide) Antituberculose (2013)
Atividade
Fungo Penicéacido B imunossupressora CHEN et al.
Penicillium sp. (policetideo) (sistema (2012)
imunoldgico)
Macroalga parda T . PLOUGUERNE
Sargassum vulgare Glicolipidio Antiviral etal. (2013)
Macroalga parda Octafloretol A e
Ishige foliacea (nolicetideo) Antidiabética LEE et al. (2012)
Macroalga parda Cistodiona A Anti-inflamatéria DE LOS et al.
Cystoseira usneoides (terpenoide) (2013)
Analgésica /
Macroalga parda Policetideo moduladora de CHOl et al.
Cymathere triplicata canais de sodio (2012)
(sistema nervoso)
Macroalga parda Florotaninos Antioxidante SATHYA et al.

Cystoseira trinodis

(2017)
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Quadro 1 — Exemplos de metabdlitos secundarios com atividade biolégica isolados de organismos marinhos.

Concluséo.
BEAULIEU,;
Macroalga vermelha Hidrolisado Antioxidante SIROIS;
Palmaria palmata de proteina TAMIGNEAUX
(2016)
Macroalga vermelha Polissacarideo Antioxidante ALENCAR et al.
Gracilaria caudata sulfatado (2019)
Macroalga vermelha
Mergistiella Lectina Antibactiana CHAVES etal.
i (2018a)
echinocarpa
Macroalga vermelha Lectinas Anticancer CHAVES et al.
Solieria filiformis (2018b)

Fonte: AUTORA (2020).

A maricultura, responsavel por 97,1% da producao mundial de algas, foi estimada
em torno de 32,4 milhdes de toneladas, em 2018, valor correspondente ao triplo da producéo
desde o ano 2000. Os principais paises produtores sdo China, Indonésia, Coreia, Filipinas e
Japdo. As macroalgas vermelhas sdo as mais cultivadas, sendo utilizadas diretamente como
alimento ou indiretamente para a extracdo de agar e carragenana. Dentre elas, as mais cultvadas
foram Eucheuma spp. (9,24 milhdes de toneladas ou 28,5% da producéo total), Gracilaria spp.
(3,45 milhdes de toneladas ou 10,6% da producdo total), Porphyra spp. (2,02 milhGes de
toneladas ou 6,2% da producdo total) e Kappaphycus alvarezii (1,60 milhdo de tonelada ou
4,9% da producdo total). Apesar da grande producdo, essas espécies possuem relativamente
baixo teor de compostos antioxidantes. Por sua vez, as macroalgas pardas ocupam a segunda
posicdo na producdo global, com a maior parte sendo destinada a alimentagdo. As espécies de
ocrofitas mais cultivadas foram Laminaria japonica e Undaria pinnatifida, com
respectivamente 11,45 milhdes de toneladas ou 35,4% da producdo total e 2,32 milhGes de
toneladas ou 7,2% da producdo total (FAO, 2020). De acordo com Jacobsen et al. (2019), a
colheita de recursos naturais é de 0,79 milhdo de tonelada, com as algas vermelhas sendo as
mais cultivadas (20 milhdes de toneladas) para uso como alimento, e para obtencdo de agar e

carragenana.
1.1 Atividade antioxidante
Os compostos antioxidantes podem produzir importantes beneficios para a melhoria

da qualidade de vida, considerando que eles sdo capazes de proteger um determinado organismo

dos danos causados pelos radicais livres, prevenindo ou retardando o inicio de varias doencas.
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As espécies reativas de oxigénio (EROs) consistem em um grupo de compostos que
contém oxigénio e que sdo muito reativos com moléculas como os &cidos ribonucleico e
desoxirribonucleico (RNA e DNA), proteinas, lipidios, lipoproteinas, comprometendo a
integridade das células e afetando o fluxo de nutrientes e de fluidos nas células. Algumas delas
sdo: hidroxila (OH™), peroxila (ROO™), superoxido (03), hidroperoxila (HO3Z), alcoxila (RO™),
sulfonila (ROS) e oxido nitrico (NO), agentes oxidantes ndo-radicais como perdxido de
hidrogénio (H202), oxigénio singlete (031), hidroperoxidos organicos (ROOH) e acido
hipocloroso (HOCI). As EROs sé@o produzidas nos sistemas biologicos e sdo fundamentais nos
processos de destruicdo de fagdcitos, ingestdo bacteriana, dentre outros mecanismos que
envolvem o metabolismo celular (FERNANDO; KIM; SON, 2016; FLEITA; EL-SAYED;
RIFAAT, 2015; LIU et al., 2017).

Em condicgdes fisioldgicas normais, as células conseguem tolerar a presenca de
EROs através da defesa antioxidante, que regula sua producdo e os elimina, protegendo o
organismo contra danos celulares e teciduais. Entretanto, vérios fatores podem afetar o
equilibrio entre os antioxidantes e as EROs, como o consumo inadequado de medicamentos,
alcool, drogas, cigarro e até mesmo a exposicao a poluicdo. Nos casos em que ha associacdo
desses fatores, ocorre elevacdo da quantidade de radicais livres no organismo, causando estresse
oxidativo, que por sua vez, leva ao aparecimento de doencas degenerativas, como cancer,
diabetes, processos inflamatorios, alergias, insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral,
dentre outras (FERNANDO; KIM; SON, 2016; FLEITA; EL-SAYED; RIFAAT, 2015; LIU et
al., 2017; KHALID et al., 2018; PIMENTEL et al., 2020).

Os antioxidantes podem ser classificados em primarios ou secundarios. Os
primarios, como tocoferdis e compostos fendlicos, sdo capazes de inibir as reacdes em cadeia,
envolvidas no processo de oxidacdo, ao doar &tomos de hidrogénio ou gerar radicais mais
estaveis. Os secundarios, por sua vez, impedem a acdo dos promotores da oxidacdo como ions
metalicos, oxigénio singlete, enzimas pro-oxidativas, entre outros. O acido ascérbico é um
exemplo de antioxidante secundario, capaz de inibir a reducdo de antioxidantes primarios ao
regenera-los através da transferéncia de atomos de hidrogénio (SHAIDI; ZHONG, 2015).

Outra classificacdo agrupa os antioxidantes em sintéticos ou naturais. Os sintéticos
sdo muito eficientes na protecdo contra a oxidagdo lipidica, mas ndo funcionam da mesma
maneira em todos os alimentos. Dentre as vantagens do uso de antioxidantes sintéticos
destacam-se 0 baixo custo e a elevada estabilidade nos alimentos. A principal desvantagem
reside nas restricGes ao uso por causa dos possiveis efeitos negativos e riscos a satde humana,

tendo sido este aspecto um dos responsaveis por impulsionar a busca por antioxidantes naturais.



21

Além disso, os compostos naturais possuem propriedades antioxidantes distintas, o que é
vantajoso em sistemas complexos, como os alimentos. A etapa de iniciagdo na auto-oxidagéo
lipidica ocorre quando um &cido graxo insaturado perde um atomo de hidrogénio na presenca
de luz, calor, radicais livres pré-existentes ou até mesmo de quantidades-traco de ions metalicos.
O radical lipidico formado reage com o oxigénio para formar um radical peroxil. Outro
importante mecanismo da etapa de iniciacdo envolve a catdlise da decomposicdo de
hidroperdxidos ja presentes no meio devido a metais traco (JACOBSEN et al., 2019;
MARINHO et al., 2018).

A capacidade antioxidante exibida por uma determinada substancia é devida
principalmente a transferéncia de atomos de hidrogénio ou de elétrons e pode ser classificada
de acordo com o mecanismo de acdo, por exemplo, sequestro de radicais, quelacdo de ions
metalicos ou eliminacdo de oxigénio (FERNANDO; KIM; SON, 2016; PIMENTEL et al.,
2020). Assim, a determinacdo da atividade antioxidante por ensaios distintos é uma pratica
comum entre 0s pesquisadores, permitindo maior consisténcia na avaliagéo e interpretacéo dos
resultados.

Além da reconhecida importancia para a satde humana, os antioxidantes também
sdo bastante utilizados na industria alimenticia. Eles atuam como agentes que prolongam a vida
util dos produtos, mantendo seus atributos sensoriais, ao prevenir alteragcdes de cor e textura,
além do aparecimento de odores e sabores desagradaveis que afetam a aparéncia e a qualidade
do alimento. S8o considerados um dos meios mais eficazes e convenientes de impedir a
oxidacdo lipidica, mantendo a qualidade dos produtos (JACOBSEN et al., 2019; SHAIDI;
ZHONG, 2015).

Os compostos fendlicos ou polifendis podem variar de fendis simples até moléculas
mais complexas como &cidos fenolicos, cumarinas, taninos, ligninas, lignanas, estilbenos,
flavonoides e outras classes que estdo presentes em plantas terrestres e na biota marinha. Nos
ultimos anos, tem havido um interesse crescente por compostos naturais com atividade
antioxidante, que parece estar associado principalmente aos efeitos colaterais e a toxicidade de
compostos sintéticos como o butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), butil
hidroquinona terciaria (TBHQ) e galato de propila (PG). Dentre os compostos naturais com
atividade antioxidante estdo os fenolicos algais utilizados em aplicacdes industriais como
alimentos funcionais, nutracéuticos e cosméticos, que podem substituir os antioxidantes
sintéticos (FERNANDO; KIM; SON, 2016; KHALID et al., 2018; LIU et al., 2017).

Espécies de macroalgas pardas como Fucus spp., Sargassum spp., Ascophyllum

nodosum, Laminaria / Saccharina spp. e Undaria pinnatifida sdo ricas em compostos fenolicos,
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tocoferois e carotenoides, como a fucoxantina, os quais Ihes conferem potencial antioxidante.
Além desses compostos, as ocrofitas também contém uma variedade de hidrocoloides (como
alginatos) e polissacarideos ndo-hidrocoloides (como laminarina e fucoidano), que sdo de
interesse industrial pois possuem propriedades fisico-quimicas gelificantes e emulsificantes,
com ampla variedade de aplicacdo em cosméticos, formulagdes farmacéuticas e alimenticias
(JACOBSEN et al., 2019; MARINHO et al., 2018; RAJAURIA et al., 2021).

Apesar das espécies supracitadas terem recebido destaque na literatura, de uma
maneira geral, hd muitos registros de ocrofitas que também apresentam atividade antioxidante,
e outras atividades bioldgicas, examinadas por diferentes metodologias e por métodos de
extracdo e de fracionamento distintos. Fragcdes da macroalga marinha parda Dictyota mertensii
exibiram capacidade antioxidante em diferentes ensaios e apresentaram potencial para
tratamento terapéutico contra a osteoporose, doenca caracterizada pela perda progressiva de
massa 0ssea, tornando os 0ssos enfraquecidos e predispostos a fraturas. Outra ocrofita,
Cystoseira barbata, mostrou propriedades antioxidantes e antibacterianas que auxiliaram no
processo de regeneracdo cutanea (FIDELIS et al., 2019; RAJAURIA; FOLEY, ABU-
GHANNAM, 2016; SELLIMI et al., 2018). Além dos exemplos mencionados, existem diversos
estudos que ressaltam o potencial de diferentes espécies de macroalgas em todo o mundo.
Extratos da rodofita Gracilaria sp. revelaram resultados positivos quando usados como
suplemento alimentar na dieta de peixes devido a atividade antioxidante dos compostos
presentes, aumentando a resisténcia desses animais a patégenos (PEIXOTO et al., 2019). E
importante enfatizar que, apesar do grande potencial de aplicacdo industrial e na satide humana,
a disponibilidade de biomassa, seja de populacGes naturais ou de cultivo, deve ser sempre
levada em consideracdo (JACOBSEN et al., 2019; MARINHO et al., 2018).

1.2 Atividade fitotoxica

O uso de agrotdxicos em excesso e a contaminagdo por metais pesados, praticas
prejudiciais a saude publica e ao meio ambiente, impulsionaram a comunidade cientifica
durante as décadas de 1960 e 1970, a avaliar os efeitos nocivos dos produtos quimicos. Foi
entdo que os ensaios toxicologicos apareceram como ferramenta para quantificar e qualificar o
efeito decorrente da interagdo de determinados compostos com o organismo testado. Ao longo
dos altimos 50 ou 60 anos, muitas condutas foram modificadas, fazendo com que a agricultura
moderna buscasse novas substancias naturais, sem ou com menos efeitos negativos sobre as

produgdes, que possibilitassem a substituicdo ou pelo menos a reducdo do uso de produtos
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quimicos. Algumas dessas substancias promotoras de crescimento sdo encontradas em algas e
estdo, cada vez mais, sendo utilizadas como fertilizantes em vez dos produtos sintéticos
convencionais (CARNEIRO, 2017a; CARNEIRO, 2017b; DE PAULA, 2016; HERNANDEZ-
HERRERA et al., 2014; GUNUPURU et al., 2019).

Os ensaios toxicologicos podem ser realizados in vitro ou in vivo. De acordo com
Bednarczuk et al. (2010), os ensaios in vitro compreendem aqueles métodos ou técnicas que
podem substituir ou diminuir 0 uso de animais na experimentacao. Esses testes identificam bem
0 principio dos trés erres (3Rs — replacement, reduction e refinement). O primeiro trata da
substituicdo de experimentos que utilizam animais por outros que ndo os utilize; o segundo
consiste na redugdo do nimero de animais; e o terceiro corresponde a diminui¢do da severidade
dos processos. Tais testes permitem predizer a toxicidade de uma substancia em seres humanos
com a utilizacdo de enzimas, proteinas, culturas celulares, micro-organismos como bactérias e
fungos, por exemplo. Os ensaios in vivo podem ser divididos em dois tipos de testes, os de
toxicidade aguda e os de toxicidade crénica ou continua. Nos testes de toxicidade aguda, mais
utilizados pela praticidade, baixo custo e resultados significativos, 0s organismos sdo expostos
a determinada substancia por um curto periodo, com efeitos irreversiveis. Nos testes de
toxicidade crénica ou continua, ocorre a exposicao repetida dos organismos as substancias a
serem analisadas, em baixas concentrac6es, de modo que ndo causam mortalidade, mas podem
afetar os organismos ao longo do ciclo de vida (CARNEIRO, 2021; DE PAULA, 2016).

A fitotoxicidade mensura o potencial toxico de uma determinada substancia em
relacdo a alguma espécie vegetal. Ha varias maneiras de se realizar o ensaio fitotoxico com
extratos de algas, seja pela aplicagdo nas sementes, imersdo das raizes, encharcamento do solo,
pulverizacdo nas folhas e até pela combinacdo de duas ou mais técnicas. O método, o tempo e
a taxa de aplicacdo podem diferir de acordo com a espécie vegetal e com o estagio do ciclo de
vida. Geralmente, a andlise é feita nos estagios iniciais de desenvolvimento, quando sdo mais
sensiveis a condicBes estressantes, por isso, 0S ensaios sdo normalmente realizados com
sementes, tendo praticidade e baixo custo como principais vantagens (KOHATSU et al., 2018;
MAHMOUD et al., 2019; PEDUTO; JESUS; KOHATSU, 2019).

A utilizacdo de macroalgas marinhas na agricultura é uma pratica antiga que traz
beneficios como aumento da produtividade, da taxa de germinacdo e da resisténcia a fatores
estressantes bioticos e abioticos, alem de melhorar os processos fisiologicos como crescimento
radicular, absor¢do de nutrientes e atividade fotossintética. Tais beneficios se devem a
composi¢do dos elementos minerais presentes em quantidades maiores, nitrogénio e potassio,

e zinco, magnesio e enxofre, em quantidades menores, que promovem uma melhor retencédo de
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umidade e sais minerais no solo. Ademais, os metabolitos secundarios como citocinas, auxinas,
etilenos (reguladores de crescimento), prolina, betaina (osmolitos), carragenana e alginato
(polissacarideos), florotaninos, dentre outros, formam um extrato complexo e possuem atuacéo
sinérgica na promocao do crescimento das plantas. No entanto, o efeito do uso de algas na
agricultura pode variar de acordo com a espécie vegetal cultivada, a espécie de alga usada como
fertilizante, a concentracdo do extrato algal e as condi¢cbes ambientais (DOS SANTOS et al.,
2019; MIRANDA et al., 2019; RIBEIRO et al., 2017; TORRES, 2017).

Nos ultimos anos, fertilizantes comerciais a base de algas marinhas, ja podem ser
encontrados no mercado e estdo disponiveis em diferentes estados (material seco, liquido e
concentrado). Esses produtos geralmente sdo provenientes de macroalgas pardas como
Ascophyllum nodosum, Ecklonia spp., Fucus serratus, Fucus spp., Laminaria spp. e Sargassum
spp. No entanto, outras espéecies também apresentaram resultados positivos, como as rodofitas
do género Gracilaria e Kappaphycus alvarezii e a macroalga marinha verde Ulva lactuca
(CARILLO etal., 2020; DOS SANTOS et al., 2019; MIRANDA et al., 2019; TORRES, 2017).

A maioria dos produtos bioestimulantes a base de algas que estdo disponiveis
comercialmente é proveniente de extratos agquosos e, em geral, sdo produtos bastante
heterogénos, que variam em diversas caracteristicas como cor (de quase incolor a um intenso
preto acastanhado escuro), odor, viscosidade e composi¢do. Normalmente, a extracdo liquida
pode ser feita com agua, alcalis, acidos ou também usando a combinacao de diferentes tipos de
moagem, homogeneizacdo de alta pressdo, ultrassonicacdo ou campos elétricos pulsados
(CARILLO et al., 2020).

1.3 Atividade antimicrobiana

A busca por substancias biologicamente ativas provenientes de algas, mais
especificamente com potencial antimicrobiano, comecou apenas na década de 1950
(MILLDGE; NIELSEN; BAILEY, 2016).

As doencas causadas por micro-organismos podem provocar elevada mortalidade
em seres humanos, por exemplo, cepas de Salmonella causadoras de diarreias e febre tifoide,
cepas de Bacillus subtilis associadas a gastroenterites, cepas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, responsaveis por abortos, complicacdes
respiratorias e mastite, sendo que P. aeruginosa pode ser fatal em pacientes queimados
(SUJATHA,; SIVA; NAWAS, 2019).
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Além do mais, alguns micro-organismos também podem provocar grandes
prejuizos aos empreendimentos de aquicultura, sendo responsaveis por elevada mortalidade dos
organismos aquaticos cultivados, como é o caso de Aeromonas spp. e Pseudomonas
fluorescens, respectivamente, causadoras de furunculose e septicemia hemorragica em peixes e
de Vibrio parahaemolyticus responsével pela sindrome da mortalidade precoce em camardes
marinhos (CORONEL, 2016).

Apesar do atual desenvolvimento tecnoldgico e da medicina, o uso inadequado de
antimicrobianos, tanto na satde humana quanto na alimentacdo e producao animais, acarretou
uma pressdo seletiva continua sobre os antimicrobianos conhecidos, levando ao aparecimento
de cepas resistentes e até mesmo multirresistentes (BERRI et al., 2016; DUSSAULT et al.,
2016; MUSBAH et al., 2019).

Para enfrentar essa situacdo, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) langou, em
2015, o Plano de Acdo Global em Resisténcia a Antimicrobianos, que serviu de base para
diversos paises tragarem suas estratégias. A resisténcia microbiana ocorre mais frequentemente
com antibidticos, mas também afeta antivirais, antifingicos e antiparasitarios. Tais
medicamentos recebem a denominagdo comum de antimicrobianos. No Brasil, a elaboracao de
um Plano de Acdo Nacional envolveu diversos 6rgaos, em uma parceria entre a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e os ministérios da Salude, Agricultura, Ciéncia e
Tecnologia e Meio Ambiente (ANVISA, 2018), culminando com a Resolucdo RDC N2 471, de
23 de fevereiro de 2021, que dispBe sobre os critérios para a prescricao, dispensacao, controle,
embalagem e rotulagem de medicamentos a base de substancias classificadas como
antimicrobianos de uso sob prescri¢do, isoladas ou em associacdo, listadas em Instrugéo
Normativa especifica (BRASIL, 2021).

Por isso é necessario buscar novas substancias para combater os micro-organismos
resistentes, como estratégias profilaticas alternativas. Neste sentido, as algas sdo fontes naturais
capazes de auxiliar na solucédo desse problema, considerando os registros na literatura sobre a
existéncia de compostos presentes em varias espécies algais dotados de atividades bioldgicas
contra patdgenos que afetam negativamente as producdes agricola e aquicola e a saide humana
(BERRI et al., 2016; DUSSAULT et al., 2016; MUSBAH et al., 2019; NAWAIN et al., 2017;
SUJATHA; SIVA; NAWAS, 2019).

Segundo Torres (2017), ja foi demonstrado na literatura o potencial das macroalgas
marinhas no melhoramento do sistema imunoldgico de organismos aquaticos como 0s camardes
das espécies Penaeus vannamei e P. monodon e contra bactérias e outros patdgenos associados

a carcinicultura. Silva (2017) testou a atividade antibacteriana das espécies de macroalgas
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pardas (Lobophora variegata e Padina gymnospora), vermelha (Hypnea musciformis) e verdes
(Ulva fasciata, U. lactuca e Caulerpa prolifera) e concluiu que os extratos hidroalcoolicos e
hexanicos foram capazes de inibir a multiplicacdo das bactérias Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e estirpes de Salmonella com perfil de resisténcia a antimicrobianos.
Resultados semelhantes foram observados por Cabral (2012), usando extratos etandlicos da
macroalga marinha vermelha Porphyra tenera e das pardas, Laminaria japonica, Undaria
pinnatifida e Hijikia fusiformis contra Listeria monocytogenes e Klebsiella pneumoniae.

Estudos anteriores também ja haviam demonstrado o potencial antimicrobiano de
diferentes macroalgas marinhas contra diversas bactérias como Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio sp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Aeromonas hydrophila, deletérias ao
cultivo de peixes e camarfes (AMARILLAS et al., 2016; KASANAH et al., 2018; SILVA et
al., 2018; WIINANA et al., 2018), Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e S. aureus, que
comprometem a qualidade de alimentos (DUSSAULT et al., 2016), contra os fungos Candida
albicans e C. tropicalis, que afetam a satde humana e também contra outras bactérias como
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, E. faecium, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus agalactiae e Salmonella Typhimurium ou Salmonella
enterica sorotipo Typhi que é o agente etioldgico da febre tifoide (ABDEL-LATIF et al., 2018;
AKREMI et al., 2017; OMAR; AL-JUDAIBIAND; EL-GENDY, 2018).

Os compostos antimicrobianos presentes nas algas possuem ampla possibilidade de
aplicacdes, exemplificadas aqui por estudos recentes. Kim et al. (2020) mostraram que 0
composto difloreto-hidroxicarmalol (DPHC), isolado da macroalga marinha parda Ishige
okamurae, pode ser potencialmente utilizado como hidrogel em curativos de feridas, por
apresentar significativa atividade antimicrobiana. Séez et al. (2021) trataram filés de truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss) com extratos aquosos das macroalgas marinhas verde Ulva ohnoi e
vermelha Crassiphycus corneus e das microalgas Arthrospira platensis e Haematococcus
pluvialis, tendo observado atividade antioxidante superior aquela atribuida ao acido ascorbico,
assim como, retardo do crescimento microbiano e da oxidacdo lipidica ao longo do periodo de
armazenamento sob refrigeragdo, sem mencionar a ocorréncia de alteracdo dos atributos
sensoriais. Atualmente, a encapsulagdo de probioticos e nutracéuticos para aplicacdo na
industria de alimentos funcionais representa uma tendéncia. Savaghebi, Ghaderi-Ghahfarokhi
e Barzegar (2021) encapsularam extratos da macroalga marinha parda Sargassum boveanum
em nanolipossomos, os quais foram utilizados com o objetivo de aumentar a vida de prateleira

de uma maionese funcional.
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Apesar do grande potencial biotecnol6gico das macroalgas, incluindo as da costa
brasileira, estudos que investigam a aplicacdo de seus metabdlitos ainda sdo relativamente
escassos. Desse modo, mediante o exposto, o presente trabalho teve como objetivo geral
investigar o potencial bioldgico da macroalga marinha parda Sargassum vulgare. Os objetivos
especificos consistiram em quantificar os teores de compostos fenolicos totais e de flavonoides
e avaliar as atividades antioxidante, fitotoxica e antimicrobiana do extrato etandlico da
macroalga marinha parda S. vulgare e das fracBes hexanica (Hx), diclorometano (DCM),
acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metanolica (MeOH) e aquosa (H20), obtidas a partir

do extrato etandlico.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material e Preparacdo do extrato e das fracdes

A macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, C. Agardh, 1820 (FIGURA 2),
pertencente ao Filo Ochrophyta, Classe Phaeophyceae, Subclasse Fucophycidae, Ordem
Fucales e Familia Sargassaceae, foi coletada na Praia do Paracuru, municipio de Paracuru,
Ceara, em fevereiro de 2019. A coleta foi autorizada pelo Sishio (ID 33913-8). Uma exsicata
da espécie foi depositada no Herbario Prisco Bezerra, do Departamento de Biologia da UFC
sob 0 nimero 63878. A identificacdo taxondmica foi feita pelo Prof. Dr. Alexandre Holanda

Sampaio.

Figura 2 — Exemplar da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletado na Praia do Paracuru, Paracuru,

Ceara, em fevereiro de 2019.

Classificacéo taxonémica

Dominio: Eukaryota
Reino: Chromista

Filo: Ochrophyta

Classe: Phaeophyceae
Subclasse: Fucophycidae
Ordem: Fucales

Familia: Sargassaceae
Género: Sargassum
Espécie: S. vulgare

Fonte: AUTORA (2020).

Em laboratério, a biomassa coletada, depois de lavada com agua destilada para
remocao de outras algas, pequenos crustaceos, conchas, areia e demais materiais macroscopicos
indesejaveis, foi deixada sobre papel absorvente para drenar o excesso de agua e, em seguida,
liofilizada em liofilizador Liobras, modelo Liotop K120, sob pressdo de 800 umHg a —80 °C.

A biomassa liofilizada foi triturada com auxilio de um moedor doméstico até ser
transformada em um po6 fino, sendo conservada em frasco hermeticamente fechado a —24 °C,

até o momento da preparacgéo do extrato.


http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=97240
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4364
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4391
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4617
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=5169
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A extracdo se processou em incubadora com agitacéo (Jeio, modelo SI300R), no
escuro a 25 °C por 48 h, onde foi colocado um recipiente de vidro de cor &mbar contendo a
biomassa liofilizada e etanol (EtOH), na proporc¢do de 1:10 (p/V), sob agitacdo constante de
100 rpm. Findo este tempo, o extrato foi filtrado, e o residuo re-extraido com o mesmo volume
de etanol por mais 48 h, ao fim das quais foi novamente filtrado.

Os filtrados foram reunidos, e o solvente evaporado sob presséo em rotaevaporador
(Fisatom, modelo 802). A transferéncia do extrato para um frasco de vidro, previamente pesado,
foi feita com auxilio de metanol (MeOH), o qual foi completamente evaporado em placa
aquecedora (temperatura inferior a 40 °C). Finalmente, o frasco contendo o extrato etandlico
foi pesado para o célculo do rendimento de extracao.

O extrato etandlico foi mantido a —24 °C. Uma parte foi utilizada para a
quantificacdo de compostos fenolicos totais (CFT) e de flavonoides (TF) e para a determinacéo
das atividades antioxidante in vitro, fitotoxica e antimicrobiana.

Outra parte foi destinada a obtencdo das fragfes, que consistiu na maceracdo do
extrato etandlico com silica gel, seguida pelo fracionamento por cromatografia em coluna,
usando silica gel 60 G, com granulometria 0,063-0,2 mm / 70-230 mesh (Macherey-Nagel,
Alemanha), previamente aquecida em estufa a 100 °C por 30 min, como adsorvente na fase
estacionéria.

O extrato etanolico foi eluido com os solventes, em ordem crescente de polaridade,
hexano, diclorometano, acetato de etila, etanol, metanol e agua, gerando as fracdes Hx, DCM,
AcOEt, EtOH, MeOH e H>0, respectivamente, a partir do extrato etanolico.

Este procedimento foi realizado duas vezes. Na primeira vez, as fragdes foram
obtidas pela eluicdo em volume fixo de 1 L de cada solvente; na segunda, o volume do solvente
variou de 0,5 a 2 L, sendo substituido pelo seguinte, a medida que a coloracdo do extrato ficava
menos intensa.

As fragBes também foram analisadas quanto ao CFT e TF, e nelas determinadas as
atividades antioxidante in vitro, fitotoxica e antimicrobiana.

Todas as andlises de quantificacdo de CFT e TF e de atividade antioxidante foram

feitas com quatro repeti¢fes. As demais foram feitas em triplicata.

2.2 Quantificacdo dos teores de compostos fendlicos totais (CFT)

Os compostos fenolicos totais (CFT) foram determinados pelo método de Singleton
e Rossi Jr (1965), descrito por Ainsworth e Gillespie (2007) e Agbor, Vinson e Donnelly (2014).
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Aliquotas de 100 pL do extrato etanolico de S. vulgare, preparado em
concentragdes variando de 2.500 a 10.000 pg/mL, foram misturadas com 200 pL do Folin-
Ciocalteu a 10% e 800 pL de carbonato de sodio a 7,5%. O mesmo procedimento foi adotado
para as fracdes hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica
(EtOH), metandlica (MeOH) e aquosa (H20), obtidas a partir do extrato etandlico.

Ap6s 2 h de incubacdo a temperatura ambiente, 200 pL da mistura reacional foram
transferidos para microplacas de poliestireno de 96 pocos, e as absorbancias monitoradas a 765
nm (Biochrom Asys, modelo UVM 340).

Um branco foi preparado com 100 pL de metanol a 95% e os demais reagentes. A
partir das curvas padrdo do &acido galico foram quantificados os teores de CFT no extrato
etandlico (TABELA 1, GRAFICO 1) e nas fracBes hexanica (Hx), diclorometano (DCM),
acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metanolica (MeOH) e aquosa (H20), obtidas do
extrato etanolico (TABELA 2, GRAFICO 2).

Tabela 1 — Curva padrdo do acido galico (G7384, Sigma), nas concentracbes de 25 a 200 pg/mL, usada para
quantificar os compostos fenodlicos totais (CFT), no extrato etandlico da macroalga marinha parda, Sargassum

vulgare, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em fevereiro de 2019.

Concentracao Absorbancia 765 nnm
(ng/mL) Média £ Desvio padrao

25 0,092 + 0,008

50 0,221 £ 0,021

75 0,301+ 0,011

100 0,404 £ 0,010

125 0,469 £+ 0,014

150 0,601 £ 0,029

175 0,679 + 0,021

200 0,699 + 0,056

Fonte: AUTORA (2020).



31

Gréfico 1 - Curva padrdo do acido galico (G7384, Sigma), nas concentracdes de 25 a 175 pg/mL, usada para
quantificar os compostos fenolicos totais (CFT), no extrato etandlico da macroalga marinha parda, Sargassum

vulgare, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em fevereiro de 2019.

07 + y=0,00032515 + 0,00393x
r=0,9977 n=7

0.0 1 1 1 1 1 1 1
0 25 50 75 100 125 150 175

Concentragdo (ng/mL)

Fonte: AUTORA (2020).

Tabela 2 - Curva padrdo do &cido galico (G7384, Sigma), nas concentracdes de 25 a 200 pg/mL, usada para
guantificar os compostos fendlicos totais (CFT) nas fragdes hexanica (Hx), diclometano (DCM), acetato de etila
(AcOEt), etanolica (EtOH), metandlica (MeOH) e aquosa (H20), obtidas a partir do extrato etandlico da macroalga

marinha parda, Sargassum vulgare, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em fevereiro de 2019.

Concentracao Absorbancia 765 nnm
(ng/mL) Média + Desvio padrdo

25 0,096 = 0,006

50 0,230 = 0,029

75 0,310+ 0,012

100 0,433+0,017

125 0,493 + 0,011

150 0,617 £ 0,012

175 0,702 £ 0,010

200 0,732+0,018

Fonte: AUTORA (2020).
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Gréfico 2 - Curva padrdo do acido galico (G7384, Sigma), nas concentracdes de 25 a 175 pg/mL, usada para
quantificar os compostos fendlicos totais (CFT), nas fragdes Hx, DCM, AcOEt, EtOH, MeOH e H20, obtidas a
partir do extrato etandlico da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletada na Praia do Paracuru,

Paracuru, Ceara, em fevereiro de 2019.

[ y=-0,00219 + 0,00406x
r=0,9991 n=7
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Fonte: AUTORA (2020).

2.3 Quantificacdo dos teores de flavonoides (flavondis e flavonas do subgrupo luteolina)
(TF)

A quantificacdo dos teores de flavonoides (flavondis e flavonas do subgrupo
luteolina) (TF) foi baseada nos métodos de Ahn et al. (2007), Miguel et al. (2014) e Pekal e
Pyrzynska (2014).

A 500 pL do extrato etandlico de S. vulgare, preparado em concentracdes variando
de 50 a 1.000 pg/mL, foram adicionados 500 pL de cloreto de aluminio a 2% em etanol. O
mesmo procedimento foi adotado para as frac6es hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato
de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metanolica (MeOH) e aquosa (H20), obtidas a partir do
extrato etandlico. Depois de 1 h de incubagdo a temperatura ambiente, 200 puL da mistura
reacional foram transferidos para microplacas de poliestireno de 96 pocos, e as absorbancias,
monitoradas a 425 nm em leitora Biochrom Asys UVM 340. Um branco foi preparado com
500 pL de metanol a 95%, em vez do extrato ou das fragdes.

As curvas padrdo da quercetina (33.795-1, Aldrich), nas concentracOes de 25 a
100 pg/mL, concentragéo até onde a linearidade foi observada, foram utilizadas para quantificar
os teores de flavonoides (TF), no extrato etandlico (TABELA 3, GRAFICO 3) e nas fragoes
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hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica
(MeOH) e aquosa (H20), obtidas a partir do extrato etandlico (TABELA 4, GRAFICO 4).

Tabela 3 — Curva padrdo da quercetina (33.795-1, Aldrich), nas concentragdes de 25 a 200 pg/mL, usada para
quantificar o teor de flavonoides (flavondis e flavonas do subgrupo luteolina) (TF), no extrato etandlico da
macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em fevereiro de
2019.

Concentracao Absorbancia 425 nnm
(ng/mL) Média £ Desvio padrao

25 0,481 + 0,013

50 0,980 + 0,019

75 1,484 + 0,033

100 1,769 £ 0,027

125 1,887 £ 0,013

150 1,931 + 0,004

175 1,952 + 0,009

200 1,948 £ 0,012

Fonte: AUTORA (2020).

Gréfico 3 - Curva padrdo da quercetina (33.795-1, Aldrich), nas concentracfes de 25 a 100 pg/mL, usada para
quantificar o teor de flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo luteolina) (TF), no extrato etandlico da
macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em fevereiro de
2019.
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Fonte: AUTORA (2020).
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Tabela 4 - Curva padrdo da quercetina (33.795-1, Aldrich), nas concentracfes de 25 a 200 pg/mL, usada para
quantificar o teor de flavonoides (flavondis e flavonas do subgrupo luteolina) (TF), nas fragBes hexanica (Hx),
diclometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH) e aquosa (H0), obtidas a
partir do extrato etandlico da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletada na Praia do Paracuru,

Paracuru, Ceara, em fevereiro de 2019.

Concentracao Absorbancia 425 nnm
(ug/mL) Média £ Desvio padrao

25 0,411 + 0,040

50 0,979 £ 0,046

75 1,387 £ 0,097

100 1,666 + 0,030

125 1,813 £ 0,029

150 1,924 + 0,004

175 1,932 £ 0,004

200 1,949 £ 0,012

Fonte: AUTORA (2020).

Gréfico 4 - Curva padrdo da quercetina (33.795-1, Aldrich), nas concentracfes de 25 a 100 pg/mL, usada para
guantificar o teor de flavonoides (TF), nas fracfes hexanica (Hx), diclometano (DCM), acetato de etila (AcOEt),
etandlica (EtOH), metandlica (MeOH) e aquosa (H20), obtidas a partir do extrato etanélico da macroalga marinha

parda, Sargassum vulgare, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em fevereiro de 2019.
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Fonte: AUTORA (2020).
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2.4 Determinacao da atividade antioxidante in vitro

2.4.1 Capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

A capacidade de sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) foi
determinada de acordo com a metodologia de Blois (1958), descrita por Duan et al. (2006) e
Kato et al. (2016), com algumas modificacdes.

Nos poc¢os denominados amostra, foram adicionados 10 pL do extrato etandlico de
S. vulgare, nas concentra¢@es de 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL, e 190 uL da solucdo
metanolica de DPPH (D9132, Sigma) a 78 uM. O mesmo procedimento foi adotado para as
fracBes hexéanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH),
metandlica (MeOH) e aquosa (H20), obtidas a partir do extrato etandlico. Nos pogos
denominados branco da amostra foram colocados 10 pL dos extratos ou das fragdes e 190 uL
de metanol. Nos pocos denominados controle negativo ou controle da amostra foram
adicionados 190 uL da solu¢do metandlica de DPPH a 78 uM e 10 uL de metanol.

O L-acido ascérbico (A5960, Sigma), um flavonoide natural, foi utilizado como
controle positivo, nas mesmas concentragfes dos extratos e fragfes (50, 100, 250, 500 e
1.000 pg/mL), sendo tratado de forma idéntica a ambos.

As microplacas de poliestireno de 96 pocos denominados amostra, branco da
amostra, controle negativo e controle positivo foram incubadas a temperatura ambiente por
30 min no escuro. As absorbancias foram monitoradas a 517 nm (Biochrom Asys, modelo UVM
340).

A capacidade de sequestro do radical DPPH do extrato etandlico, das fracdes
hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica
(MeOH) e aquosa (H20) e do controle positivo, expressa em porcentagem, foi calculada pela
EQUACAO 1, e apresentada como média + desvio padrio, em duas casas decimais.

[Abs — (Abs —Abs )]
DPPH (%) = CONTROLE NEGATIVO AMOSTRA Brancoll o 1000 (1)
AbSCONTROLE NEGATIVO

2.4.2 Poder de quelacdo de ions ferrosos (FIC)

A determinacdo do poder de quelagéo de ions ferrosos (FIC) foi baseada em Decker
e Welch (1990) e descrita por Wang, Jonsdattier e Olafsdéttir (2009).
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Nos tubos denominados amostra, contendo 100 pL do extrato etandlico de
S. vulgare, nas concentragdes de 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL, foram adicionados 135 pL
de agua destilada, 5 pL de cloreto ferroso (FeClz) a 2 mM e 10 pL de ferrozina a 5 mM. O
mesmo procedimento foi adotado para as frac6es hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato
de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH) e aquosa (H20), obtidas a partir do
extrato etanolico. Nos tubos denominados branco da amostra, a ferrozina foi substituida por
agua destilada, enquanto nos tubos denominados controle negativo ou controle da amostra, 0
volume do extrato ou das fragdes foi substituido por 4gua destilada.

Como controle positivo foi utilizado o sal dissodico etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) (C10H14N2Na20g.2H,O — E5134, Sigma), nas concentragcfes de 10, 25, 50, 100, 250,
500 e 1.000 pg/mL, sendo tratado de forma idéntica aos extratos e as fracoes.

Todos os tubos (amostra, branco da amostra, controle negativo e controle positivo)
foram incubados por 10 min a temperatura ambiente, e as absorbancias monitoradas a 562 nm
(Biochrom Asys, modelo UVM 340).

O poder de quelacdo de ions ferrosos (FIC) do extrato etandlico, das fracdes
hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica
(MeOH) e aquosa (H20) e do controle positivo, expresso em porcentagem, foi calculado pela
EQUACAO 2, sendo apresentado como média + desvio padrdo, em duas casas decimais.

[Abs - (Abs —Abs )]
FIC (%) — CONTROLE NEGATIVO AMOSTRA BRANCO X 100% (2)
ADbSCONTROLE NEGATIVO

2.4.3 Poder de reducao de ions férricos (FRAP)

O poder de reducdo de ions férricos (FRAP) foi determinado de acordo com a
metodologia descrita por Khatua, Roy e Acharya (2013).

Aos tubos contendo 0,5 mL do extrato etandlico de S. vulgare, nas concentracdes
de 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL foram adicionados 1,25 mL de tampdo fosfato a 0,2 M (pH
6,6) e 1,25 mL de ferricianeto de potassio a 1%, os quais foram mantidos em banho-maria por
20 min a 50 °C. O mesmo procedimento foi adotado para as fragdes hexanica (Hx),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metantlica (MeOH) e
aquosa (H20), obtidas a partir do extrato etanolico.

Ap0s incubacdo e resfriamento dos tubos, a reacéo foi interrompida pela adi¢éo de

1,25 mL de acido tricloroacético (TCA) a 10%. Os tubos foram centrifugados e 2 mL da camada
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superior da mistura reacional foram retirados e misturados com 2 mL de agua destilada e
0,4 mL de cloreto férrico (FeCls) a 0,1%.

Os tubos foram incubados por 10 min em temperatura ambiente. Depois disso, as
absorbancias foram monitoradas a 700 nm (Biochrom Asys, modelo UVM 340).

Como controle positivo foi utilizado o antioxidante sintético, butil hidroxianisol
(BHA - Sigma B1253), nas mesmas concentragdes dos extratos e das fragdes (50, 100, 250, 500
e 1.000 pg/mL), sendo tratado de forma idéntica a ambos.

Os resultados do FRAP foram apresentados em trés casas decimais, pois

corresponderam as leituras das absorbancias geradas pela leitora.

2.4.4 Atividade inibitoria do branqueamento do g-caroteno (BCB)

A atividade inibitoria do branqueamento do -caroteno (BCB) do extrato etandlico
de S. vulgare, nas concentragdes de 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL, foi determinada em
microplacas de poliestireno de 96 pocos, usando-se 0 sistema [-caroteno e &acido linoleico
(DUAN et al., 2006). O mesmo procedimento foi adotado para as fragcdes hexanica (Hx),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH) e
aquosa (H20), obtidas a partir do extrato etandlico.

Incialmente, uma aliquota de 4 mL de uma solugdo de B-caroteno (C9750, Sigma),
preparada em cloroférmio na concentracao de 1 mg/mL, foi transferida para um baldo contendo
40 mg de acido linoleico (L1376, Sigma) e 400 mg de Tween 40 (P1504, Sigma). Em outro
baldo, foram colocados 4 mL de cloroférmio, 40 mg de acido linoleico e 400 mg de Tween 40.

O cloroférmio foi evaporado de ambos os bal6es em rotaevaporador (Fisatom,
modelo 802) sob pressao e, em seguida, 100 mL de &gua destilada saturada de oxigénio foram
adicionados lentamente ao residuo semissolido, sob vigorosa agitacdo por 1 min até a formacéo
de uma emulsdo estadvel. A primeira foi denominada emulsdo com B-caroteno (ECB), e a
segunda, emulséo sem p-caroteno (ESP), que foi utilizada no branco da amostra.

Nas microplacas foram preparados poc¢os denominados amostra (50 uL do extrato
ou das fragcdes + 200 uL da ECp), branco da amostra (50 uL do extrato ou das fracbes +
200 uL da ESP) e controle negativo ou controle da amostra (50 uL de MeOH + 200 uL de
ECP).
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As microplacas foram deixadas sobre a bancada, a temperatura ambiente (20 a
23 °C), e as absorbancias foram monitoradas a 470 nm (Biochrom Asys, modelo UVM 340) no
tempo inicial (0 min) e em intervalos de 30 min, até completar 300 min (tempo final).

O L-4cido ascorbico (A5960, Sigma), nas concentragdes de 5, 10, 25, 50, 100, 250,
500 e 1.000 pg/mL foi utilizado como controle positivo, sendo tratado de forma idéntica aos
extratos e fragoes.

A atividade inibitdria do branqueamento do p-caroteno (BCB), ou seja, a atividade
de protecdo sobre o 3-caroteno, do extrato etanolico, das fragdes hexanica (Hx), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH) e aquosa (H20) e do
controle positivo, foi calculada pela EQUACAO 3 (DHONGADE; CHANDEWAR, 2013), e
0s resultados, expressos em porcentagem, foram apresentados como média * desvio padrdo, em

duas casas decimais.

AbsAmM0STRA—ADSBRANCO tempo final

BCB (%) = ( )x 100% @)

AbsAM0STRA—ADSBRANCO tempo inicial
2.5 Determinacdo da concentracéo efetiva que induz 50% do efeito méaximo (ECso)

A concentracdo efetiva dos controles, extrato etandlico e fracdes, capaz de induzir
metade (50%) do efeito méximo foi representada por ECso. Os valores foram calculados com
base no ajuste de regressao linear da capacidade antioxidante do DPPH, FIC e BCB versus as
concentracdes dos controles e extratos e fracbes (NEGRI; POSSAMAI; NAKASHIMA, 2009;
PIRES et al., 2017).

2.6 Determinacdo da atividade fitotoxica

O ensaio de fitotoxicidade foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Kohatsu et al. (2018), com algumas adaptacdes, com o objetivo de verificar a existéncia de
efeito toxico do extrato etanolico de S. vulgare e das fracdes hexanica (Hx), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH) e aquosa (H20), sobre
a germinacdo e o crescimento radicular de sementes de pepino-caipira, Cucumis sativus,

adquiridas comercialmente.
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Dez sementes foram selecionadas e distribuidas uniformemente sobre o papel filtro,
colocado como revestimento na base de placas de Petri, as quais foram devidamente
identificadas como amostra, controle positivo e controle negativo.

Nas placas denominadas amostra, 5 mL do extrato etandlico ou das fracdes Hx,
DCM, AcOEt, EtOH, MeOH e H:0, suspensos em &gua destilada na concentragdo de
100 pg/mL, foram usados para umedecer o papel de filtro. Para garantir a umidade das
sementes, do terceiro ao penultimo dia de experimento, 1 mL do extrato ou das fracdes foi
adicionado nas placas.

As placas, denominadas controle positivo, foram tratadas da mesma maneira, mas
utilizando-se solucdo salina (NaCl) a 0,5% e solucdo salina (NaCl) a 0,5% + 40 gotas de
cloroférmio. Como controle negativo, foram utilizados agua destilada e agua destilada +
40 gotas de cloroférmio. O cloroférmio foi necessario para auxiliar na dissolucdo do extrato
etandlico e da fracdo AcOEt, sendo utilizado na mesma quantidade nos controles positivo e
negativo.

Todas as placas foram incubadas a 25 °C durante 147 h (7 dias), sendo o fotoperiodo
com duracao de 10 h de luz e 14 h de escuro. O experimento foi feito em triplicata.

Ap0s os sete dias, 0 nimero de sementes germinadas foi contado, e as raizes foram
medidas com auxilio de um paquimetro. Os dados obtidos foram utilizados para os célculos da
porcentagem relativa de germinagdo das sementes (%RSG) (EQUACAO 4), porcentagem
relativa de crescimento radicular (%RRG) (EQUACAO 5) e indice de germinacdo (IG)
(EQUACAO 6).

média das sementes germinadas na amostra

RSG (%) = x 100% (4)

média das sementes germinadas no controle negativo

média do comprimento das raizes da amostra

RRG (%) = X 100% (5)

média do comprimento das raizes do controle negativo

__ %RSG X%RRG

IG — (6)

Os valores de 1G foram usados para classificar os efeitos do extrato e das fragdes
sobre o crescimento radicular das sementes de pepino-caipira (QUADRO 2), de acordo com
Belo (2011).
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Quadro 2 — Parametros usados para classificacdo do extrato etandlico da macroalga marinha parda, Sargassum
vulgare, e das fragGes hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etanolica (EtOH),
metandlica (MeOH) e aquosa (H20), obtidas do extrato etanélico, sobre o crescimento radicular das sementes de

pepino-caipira, Cucumis sativus, de acordo com o valor do indice de germinacéo (IG).

Classificacao IG
Potencializador da germinacéo e do crescimento das raizes das plantas > 100
N&o fitotdxico, composto maturado 80— 100
Moderadamente fitotoxico 60 — 80
Fitotoxico 30-60
Muito fitotoxico <30

Fonte: BELO (2011).

2.7 Determinacédo da atividade antimicrobiana

No presente estudo foram utilizadas cepas padrdo ATCC (American Type Culture
Collection) Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923 — SA 25, S. aureus ATCC
700698 — SA 70, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 — SE 12 e S. epidermidis ATCC
35984 — SE 35) e Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 — PA 27 e
Escherichia coli ATCC 11303 — EC 11). Elas foram escolhidas por estarem entre as principais
bactérias relacionadas a infec¢es hospitalares e por possuirem resisténcia aos antibiéticos que
normalmente sdo utilizados nos tratamentos. As cepas SA 70 e SE 35 sdo resistentes, enquanto
as outras sdo sensiveis. As bactérias Gram-negativas sdo naturalmente mais resistentes por
causa de sua estrutura celular.

Esses micro-organismos fazem parte do acervo microbioldgico do Laboratdrio
Integrado de Biomoléculas (LIBS), da Universidade Federal do Ceara (UFC), onde as anélises
para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima
(CBM) foram executadas.

Para as condi¢des de crescimento das espécies bacterianas, a metodologia proposta
pelo Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI, 2020) foi adotada, com algumas
modifica¢fes. Os micro-organismos, mantidos em caldo triptico de soja (TSB — tryptic soy
broth) e glicerol a 20% e armazenados em —80 °C, foram estriados em placas de Petri contendo
agar Mueller Hinton (MHA — Mueller Hinton agar) e incubados por 24 h, a 37 °C. Apo0s 0
crescimento nas placas, cinco col6nias isoladas foram removidas e inoculadas em 5 mL de caldo

Mueller Hinton (MHB — Mueller Hinton broth) e incubadas sob as mesmas condi¢des por mais
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24 h. Em seguida, a cultura foi transferida para tubos tipo Falcon de 50 mL e centrifugada a
8.603 x g, por 5 min a4 °C, para a substituicdo do meio. Apds a centrifugacéo, o sobrenadante
foi descartado, e a cultura ressuspensa em em 10 mL de MHB. Posteriormente, com o auxilio
do espectrofotémetro (Amersham Biosciences), a concentracao celular da suspensao bacteriana
foi ajustada a 2 x 10° unidades formadoras de col6nias (UFC)/mL, através da turbidimetria,
monitorada em 620 nm), com base nas curvas de calibracdo do crescimento bacteriano,
previamente determinadas no LIBS/UFC, para cada bactéria.

Inicialmente, as fragdes do extrato etandlico foram solubilizadas em MHB e
dimeltilsulfoxido (DMSO), sendo preparada uma solucdo-estoque de 10 mg/mL, que foi
submetida ao banho ultrassénico por 8 min. Logo depois, dilui¢des seriadas na base dois foram
realizadas em tubos tipo Falcon de 15 mL, e as fra¢cdes foram ajustadas para uma concentracao
de 5 mg/mL e DMSO a 4%.

A avaliacdo da atividade antibacteriana das fracdes foi realizada segundo o ensaio
de microdiluicdo em MHB, em microplacas de poliestireno de 96 pocos, de acordo com 0s
protocolos sugeridos pelo CLSI (2020), com algumas modificaces.

Para a determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM), os pocos 1 a 3 da
linha A da microplaca foram preenchidos inicialmente com 200 pL das fragdes do extrato
etanolico, sendo a concentracdo inicial igual a 5 mg/mL. Em seguida, realizou-se a diluicdo
seriada na base dois para obtencdo de diferentes concentracdes, que variaram entre 5 mg/mL e
0,078 mg/mL. Posteriormente, 100 uL da suspensdo bacteriana, jA previamente ajustada na
concentragdo de 2 x 10° UFC/mL, foi adicionada aos pocos da microplaca, obtendo-se um
volume final de 200 pL. As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 h e, findo esse tempo,
o crescimento bacteriano foi avaliado através da turbidez da suspenséo bacteriana, com auxilio
de leitora de microplacas (SpectraMax i3), no comprimento de onda de 620 nm. A menor
concentragéo capaz de inibir visualmente o crescimento bacteriano foi considerada como CIM.
Sabe-se que quando ha crescimento bacteriano, 0 meio de cultivo se torna turvo, ou seja, é
possivel observar turvagdo nos pogos, mas mesmo assim, os resultados foram confirmados pela
leitura da absorbancia, uma vez que a coloragdo mais intensa de algumas fragdes dificultava a
leitura de maneira assertiva.

Para a determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM), 24 h depois da
incubacéo a 37 °C, 10 uL da mistura, que ndo apresentou crescimento microbiano, contida nos
pocos (fracOes, meio de cultivo bacteriano e micro-organismos), foram removidos e, em
seguida, inoculados sobre a superficie do MHA nas placas de Petri. Elas foram novamente

incubadas nas mesmas condicdes (37 °C por 24 h). Apbs o periodo de 24 h, a presenca de
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colonias foi observada, sendo considerada como CBM a menor concentracgao das fracbes capaz
de matar as bactérias (concentragdo bactericida).

2.8 Analises estatisticas

Os teores de compostos fendlicos totais (CFT) e de flavonoides (TF) e os resultados
das atividades antioxidantes foram apresentados como média + desvio padrao.

Os dados da quantificacdo de CFT e TF foram submetidos a analise de variancia
unifatorial, complementada, quando necessario, pelo teste de Tukey, para comparar o extrato
etandlico e as fragcbes Hx, DCM, AcOEt, EtOH, MeOH e H-0.

Os resultados das atividades antioxidantes DPPH, FIC, FRAP e BCB do extrato
etanolico e suas fracbes foram comparados pela analise de variancia unifatorial, seguida pelo
teste de Tukey, quando indicado, levando em consideragéo as concentragdes de 50, 100, 250,
500 e 1.000 pg/mL.

A existéncia de correlagdo de Pearson estatisticamente significativa entre as
concentragOes dos controles positivos e as atividades antioxidantes (DPPH, FIC, FRAP e BCB)
foi avaliada e, no caso de resultado estatisticamente significativo, a regressdo linear foi
estabelecida e usada para o calculo da concentracédo efetiva que induz 50% do efeito maximo
(ECso).

Para os testes estatisticos paramétricos, 0s pressupostos de normalidade e
homocedasticidade foram obedecidos, e todas as anélises foram feitas considerando o nivel de

significancia de 5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento do extrato etanolico

O rendimento do extrato etandlico da macroalga marinha parda Sargassum vulgare,
preparado a partir de 61,77 g do material liofilizado, foi de 937,5 mg, correspondendo a 1,52%.

Os rendimentos de extracdo reportados na literatura sdo muito variaveis. As
variacdes observadas sdo explicadas com base em fatores intrinsecos a préopria espécie, como
fase do ciclo de vida, habitat e localizagdo geogréfica, quanto em fatores extrinsecos, como
protocolo de extragéo, incluindo solventes e duragdo do processo, e metodologias e condigdes
de andlise. Assim, os rendimentos de extracdo obtidos neste trabalho foram comparados com
os reportados por diferentes pesquisadores.

Para a macroalga marinha parda Turbinaria decurrens, Nurrochmad et al. (2018)
reportaram um rendimento de extracdo de 0,859%, inferior ao obtido no presente trabalho.

Outro trabalho com as macroalgas marinhas parda Sargassum furcatum e vermelhas
Bryothamnion triquetrum e Osmundaria obtusiloba, coletadas em Pernambuco, os rendimentos
de extracdo ficaramentre 1,71% e 2,29% (VASCONCELOS et al., 2019), valores relativamente
préximos aos encontrados no presente trabalho.

Chibi et al. (2019) também comprovaram ampla variagdo nos rendimentos de
extracdo ao investigarem 86 espécies de macroalgas marinhas coletadas na costa de Marrocos.
Eles mencionaram rendimentos de 0,13% a 9,07% nas ocrofitas, de 0,56% a 6,16% nas
roddfitas e de 0,76% a 7,79% nas clordfitas, tendo atribuido os resultados as diferencas entre
as espéecies, mesmo quando a coleta foi realizada na mesma regido geografica e mesmo quando
0 processo de extracdo (cloroférmio:metanol 2:1, v/v) foi idéntico.

SILVA et al. (2018) encontraram rendimentos entre 0,03% e 4,39% em extratos
preparados com hexano, acetona, etanol e metanol de seis espécies de macroalgas pardas,
vermelhas e verdes, coletadas nas praias do Paracuru e Pacheco no Estado do Ceara. Esses
resultados reforcam a existéncia de variabilidade no rendimento de extragdo, conforme os
fatores citados anteriormente, mesmo que a coleta tenha sido realizada em locais com condigdes
ambientais semelhantes.

Sathya et al. (2017) obtiveram para o extrato metanolico da macroalga marinha
parda Cystoseira trinodis, coletada na india, um rendimento de aproximadamente 25%, valor

considerado bastante elevado. Foo et al. (2017) encontraram resultados parecidos (24%),
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também para o extrato metandlico de outra espécie de macroalga marinha parda, Saccharina
japonica, preparado a partir de uma biomassa comercial.

Rendimentos superiores aos do presente trabalho também foram registrados por
Chakraborty e Joseph (2016) para os extratos metandlicos das macroalgas marinhas pardas
Turbinaria ornata e T. conoides, cujos rendimentos foram 6,8% e 8,4%, respectivamente.
Chakraborty, Maneesh e Makkar (2017) encontraram rendimentos variando de 6,37% a
14,53%, nos extratos metanolicos de outras macroalgas marinhas pardas Anthophycus
longifolius, Sargassum plagiophyllum e S. myriocystum. Sanger et al. (2019), estudando as
macroalgas marinhas pardas Sargassum olygocystum e Turbinaria decurrens, coletadas na
Indonésia, determinaram rendimentos de 4,95% e 5,72%, respectivamente.

No trabalho de Vasconcelos et al. (2017), os extratos diclorometano:metanol (2:1,
v/v) de varias espécies de macroalgas, coletadas em Pernambuco, exibiram rendimentos
variaveis, entre 3,76% e 4,05%.

Sanger et al. (2019) alcancaram rendimentos que oscilaram de 3% a 18%,
trabalhando com macroalgas verdes, vermelhas e pardas. Os maiores rendimentos foram
observados para a macroalga marinha verde Halimeda macroloba. Por sua vez, Chakraborty,
Joseph e Praveen (2015) obtiveram os maiores rendimentos de extracdo com metanol para as
macroalgas marinhas vermelhas Hypnea musciformis (4,83%), H. valentiae (6,54%) e Jania
rubens (5,32%).

Belkacemi et al. (2020) determinaram rendimentos variando de 3,9% a 10,0% nos
extratos da macroalga marinha verde Caulerpa racemosa, coletada na Algéria. Os diferentes
rendimentos foram relacionados com as polaridades dos solventes de extracdo utilizados
(metanol > cloroférmio > hexano).

Similarmente ao observado quanto ao rendimento de extracdo para macroalgas
ocrofitas, roddfitas e clorofitas, também ha variagdes entre as espécies de microalgas.
Rendimentos muito elevados, variando de 31% a 48%, foram relatados por Foo et al. (2017),
para as espécies Chaetoceros calcitrans, Isochrysis galbana, Skeletonema costatum, Odontella

sinensis e Phaeodactylum tricornutum.

3.2 Quantificacédo dos teores de compostos fenolicos totais (CFT)

Os resultados de CFT do extrato e das fragdes Hx, DCM, AcOEt, EtOH, MeOH e

H-0, obtidas a partir do extrato etanolico, apresentados como média + desvio padréo, foram
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calculados com base nas curvas padrdo do &cido galico e expressos em miligramas de

equivalentes de &cido galico (mg EAG) por grama (g) (TABELA 5).

Tabela 5 — Teores de compostos fendlicos totais (CFT) do extrato etandlico e das fragdes hexanica (Hx),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etanolica (EtOH), metandlica (MeOH) e aquosa (H20), obtidas a
partir do extrato etandlico da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletada na Praia do Paracuru,

Paracuru, Ceara, em fevereiro de 2019.

CFT (mg EAG/Qg)

Identificagdo i :
Média £ Desvio padrao

Extrato etandlico 10,942 £ 2,08
Fracdo Hx 21,27° + 1,59
Fracdo DCM 20,58° + 4,23
Fracdo AcOEt 38,85°+ 2,03
Fracdo EtOH 5,319+ 0,25
Fracdo MeOH 2,619+ 0,06
Fracdo H.0 6,45% + 0,29

Fonte: AUTORA (2020).

Letras minusculas iguais, p > 0,05; letras mintsculas diferentes, p < 0,05.

O teor de CFT do extrato etanolico foi de 10,94 + 2,08 mg EAG/g extrato. A fracdo
AcOEt exibiu o maior valor de CFT, seguida das fragcdes hexanica e diclorometano que nédo
apresentaram diferenca signifivativa. Etanol, metanol e &gua foram os solventes menos
eficientes para extrair os compostos fendlicos, talvez pelo fato de os compostos fendlicos
presentes em S. vulgare serem de baixa polaridade.

Segundo Fernando, Kim e Son (2016), os extratos etandlicos geralmente possuem
maior rendimento e maior variedade de compostos fenélicos quando comparados com solventes
mais polares como a agua, ratificando os resultados de CFT obtidos no presente trabalho. Além
disso, ha relatos citados pelos autores, que apontam que, dentre as fragdes de extratos organicos,
0 acetato de etila € o solvente mais efetivo na extracdo de CFT, o que também esta de acordo
com os resultados obtidos no presente trabalho.

Na Classe Phaeophyceae, as Ordens Fucales e Dictyotales sdo descritas na literatura
como as que possuem maiores niveis de florotaninos, grupo de compostos fendlicos produzidos
exclusivamente pelas macroalgas pardas, que chegam a representar de 20% a 30% do peso seco
dessas macroalgas. Estes metabolitos secundarios atuam na defesa quimica contra herbivoros,

possuem funcdes primarias estruturais da parede celular e tém participacdo no processo
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reprodutivo. A quantidade desses compostos varia de acordo com a espécie e com a localizacéo
geogréfica de sua ocorréncia (PINTEUS et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2019).

Apesar da existéncia de muitos trabalhos cientificos que descrevem métodos de
extracdo e de semipurificacdo de compostos fendlicos, relativamente poucos estudos
caracterizam o isolamento e a identificacdo estrutural desses compostos devido a alta
diversidade estrutural dessas moléculas (FERNANDO; KIM; SON, 2016).

Na literatura as vezes sdo encontradas relacfes entre a quantidade de CFT e as
atividades antioxidantes, as quais podem ser muito variaveis, indicando a versatilidade dos
compostos fendlicos e suas diferentes respostas para cada metodo de determinacdo de atividade
antioxidante. Essas diferencas podem estar relacionadas ao proprio método de determinagéo de
CFT (Folin-Ciocalteau), pois ele mensura a soma dos compostos fendlicos presentes no
material analisado, e cada um desses compostos fenolicos pode responder individualmente de
maneira diferente (DEEPIKA; BHASKAR; MADHUSUDHANAN, 2016).

Assim, é comum a ocorréncia de grandes variagfes nos teores de CFT, havendo
situacBes em que os resultados encontrados no presente trabalho foram superiores, semelhantes
ou inferiores, quando comparados aos reportados por outros pesquisadores.

O valor de CFT do extrato etandlico do presente trabalho foi mais elevado do que
aqueles encontrados por Kok et al. (2016) para os extratos metandlico, acetato de etila e
hexanico da macroalga marinha parda Sargassum polycystum (0,19 a 0,48 mg EAG/g). As
fracdes Hx, DCM e AcOEt do extrato etandlico apresentaram CFT entre 20,58 + 4,23 e
38,85 + 2,03 mg EAG/qg, enquanto o CFT das fracdes do extrato metandlico variaram de 16 a
42 mg EAG/g. Esses valores foram superiores aos das fracfes etandlica, metandlica e aquosa
do presente trabalho.

Os valores de CFT do extrato etanolico analisado no presente trabalho foram
superiores quando comparados com o0s apresentados por Foo et al. (2017) para a macroalga
marinha parda Sargassum japonica (0,09 mg EAG/g), cuja extracao foi realizada com metanol.

Sujatha, Siva e Nawas (2019) afirmaram que as macroalgas marinhas pardas
exibem maior quantidade de compostos fenolicos totais do que as vermelhas e as verdes. Esta
afirmacéo foi comprovada no trabalho de Nunes et al. (2017), em que foram analisadas sete
especies de macroalgas, dentre as quais, a ocrofita Zonaria tournefortii foi a que apresentou
maior teor de compostos fendlicos em relagdo as demais (2,1 mg EAG/g). Contudo, ainda foi
um resultado inferior quando comparado ao obtido no presente trabalho.

Chakraborty, Joseph e Praveen (2015) quantificaram CFT no extrato e nas fragdes

das macroalgas vermelhas Hypnea musciformis, H. valentiae e Jania rubens. Os extratos
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apresentaram valores diferentes de acordo com a espécie, e as fraces também exibiram grandes
variag0es de acordo com o solvente utilizado, corroborando com o que foi observado no
presente trabalho. O extrato de H. musciformis apresentou valores de CFT semelhantes ao do
extrato etanolico do presente estudo, enquanto aqueles das outras macroalgas analisadas foram
inferiores. A fragdo hexanica de H. musciformis apresentou quantidade de CFT maior do que
as outras duas espécies. Tanto a fracdo diclorometano das trés macroalgas analisadas quanto a
fracdo acetato de etila das especies do género Hypnea exibiram resultados de CFT mais
elevados do que os obtidos a partir do extrato etanolico do presente trabalho. A fracdo acetato
de etila de J. rubens (32,27 mg EAG/Q), por sua vez, apresentou CFT semelhante ao do presente
trabalho. Os dados de Chakraborty, Joseph e Praveen (2015) ndo estdo em concordancia com
Sujatha, Siva e Nawas (2019), sobre a afirmativa de que as macroalgas pardas possuem maiores
teores de compostos fenolicos que as vermelhas e as verdes. Existem diversos fatores que
podem influenciar na quantificacdo desses compostos, ndo parecendo adequado atribuir o
resultado unicamente ao taxon ao qual elas pertencem.

O resultado de CFT do extrato etandlico do presente trabalho foi igual ao
encontrado por Arguelles, Monsalud e Sapin (2019), para a espécie Sargassum vulgare,
coletada nas Filipinas, cujo extrato foi preparado com éter de petroleo.

Outro trabalho com resultados semelhantes ao do extrato etandlico do presente
estudo foi realizado por Sujatha, Siva e Nawas (2019), com a macroalga marinha parda
Sargassum swartzii, coletada na india, cujos teores de CFT nos extratos aquoso, etandlico,
metanolico e acetbnico variaram de 9 a 15 mg EAG/g, sendo a quantidade maxima observada
no extrato etandlico.

Silva et al. (2019) determinaram o contetdo fendlico do extrato e das fracGes da
macroalga marinha parda Bifurcaria bifurcata. De modo similar ao do presente trabalho, o
extrato diclorometano apresentou 10,63 mg EAG/g. As fracGes do presente trabalho exibiram
variacdo de 2,61 + 0,06 a 38,85 + 2,03 mg EAG/g, com o valor maximo registrado na fraco
acetato de etila, e 0 minimo, na fragdo metanolica, enquanto os autores obtiveram variagdo
semelhante (2 a 44 mg EAG/g), com valor minimo registrado na fragdo obtida com metanol e
diclorometano na proporcao 1:2, e madximo, na fracao obtida apenas com diclorometano.

Os valores de CFT de extratos, fracOes e subfracdes da macroalga marinha parda
Cystoseira trinodis variaram de 2 a 17 mg EAG/g, semelhantes ao do presente trabalho. A alta
atividade antioxidante encontrada em C. trinodis foi atribuida & presenca de grupos fenolicos
em sua composicdo, principalmente os florotaninos que estdo presentes principalmente no Filo
Ochrophyta (SATHYA et al., 2017).
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Santos et al. (2019) quantificaram CFT em extratos da macroalga marinha parda
Sargassum vulgare, coletada nos periodos seco e chuvoso na Bahia. Os resultados indicaram
que houve variacdo nos teores de fenolicos de acordo com o solvente de extracdo e com 0
periodo do ano. A maior quantidade de CFT, aproximadamente 38 mg EAG/g, foi observada
nos extratos preparados com agua quente com a macroalga coletada no periodo chuvoso. Esse
valor foi superior ao encontrado no extrato etanodlico estudado no presente trabalho
(10,94 £ 2,08 mg EAG/g), porém, nos demais extratos algais dos dois periodos, os resultados
de CFT foram semelhantes aos do presente trabalho.

Bianco et al. (2015) quantificaram compostos fendlicos em extratos de diversos
organismos marinhos, dentre eles, invertebrados e macroalgas, preparados em
diclorometano:metanol (2:1, v/v), tendo observado que o maior contetdo foi encontrado na
esponja Ircinia sp. (cerca de 62 mg EAG/g) e que, dentre as macroalgas, a espécie Sargassum
vulgare var. vulgare se destacou com aproximadamente 25 mg EAG/g, quantidade superior
aquela registrada para o extrato etanélico deste trabalho. Nos extratos das demais macroalgas
analisadas, os teores de CFT variaram de 11 a 25 mg EAG/g. As diferencas nos resultados
podem estar associadas aos métodos de extracdo e aos solventes utilizados.

Os teores de CFT nos extratos das macroalgas marinhas pardas Sargassum
plagiophyllum e S. myriocystum foram semelhantes ao do extrato etanélico avaliado no presente
estudo. Outra macroalga marinha parda, Anthophycus longifolius, apresentou CFT de
41,11 mg EAG/g, também maior do que o do extrato etanélico do presente trabalho. Os valores
de CFT das fracbes hexanica (7,5 a 36,33 mg EAG/g), diclorometano (14,20 a
166,09 mg EAG/g) e acetato de etila (66,75 a 236,35 mg EAG/g) apresentaram grande
amplitude de variacdo (CHAKRABORTY; MANEESH; MAKKAR, 2017), sendo a maioria
deles superior aos das fracdes de Sargassum vulgare deste estudo.

Johnson et al. (2019) determinaram o contetdo fendlico de extratos preparados com
diferentes solventes (éter de petrdleo, cloroférmio, acetona e metanol) das macroalgas marinhas
pardas Sargassum polycystum e S. duplicatum, coletadas na india. Os valores de CFT de
S. polycystum variaram de 17 a 33 mg EAG/g (valor maximo no extrato preparado com
cloroférmio), tendo sido mais baixos do que os de S. duplicatum, entre 340 e 865 mg EAG/g
(valor méximo registrado no extrato acetonico). Em ambas as espécies, os valores foram
superiores ao extrato etandlico deste trabalho. Esta € mais uma evidéncia de que as diferencas
nos teores dos compostos fenolicos entre espécies distintas do mesmo género podem estar

também associadas ao solvente de extracao.
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Dang et al. (2018) determinaram CFT em extratos etandlicos a 70% das macroalgas
marinhas pardas Sargassum vestitum, S. linearifolium, S. podocanthum, Phyllospora comosa,
Padina sp. e Hormosira banksii, tendo encontrado valores superiores aos do presente trabalho,
tanto para o extrato quanto para as fracGes. Apesar de algumas das macroalgas estudadas por
eles pertencerem ao mesmo género da espécie do presente estudo, houve diferencas quanto ao
teor de compostos fenolicos, que pode sofrer influéncia de véarios fatores, como fase do ciclo
de vida, idade, estadio reprodutivo, além das condi¢cGes ambientais, que afetam a sintese de
metabolitos secundarios (VASCONCELOS et al., 2019).

Valores de CFT elevados também foram encontrados nos extratos hexanico,
metanolico e cloroféormio da clordfita Caulerpa racemosa var. cylindracea (28 a
166 mg EAG/Qg), analisada por Belkacemi et al. (2020), que compararam o perfil metabolico de
espécimes de C. racemosa coletados em diferentes locais. Os autores atribuiram as diferencas
as distintas condicfes climaticas e geogréficas, sendo, portanto, uma resposta da adaptacdo

dessa macroalga ao meio.

3.3 Quantificacéo dos teores de flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo luteolina)
(TF)

Os resultados dos teores de flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo luteolina)
(TF) do extrato etandlico e das fracbes Hx, DCM, AcOEt, EtOH, MeOH e H;0O, obtidas a partir
do extrato etandlico, apresentados como média + desvio padrdo, foram calculados com base nas
curvas padréo da quercetina e expressos em miligramas de equivalentes de quercetina (mg EQ)
por grama (g) (TABELA 6).

O valor de TF do extrato etandlico da macroalga marinha parda S. vulgare foi de
108,63 + 3,62 mg EQ/g. A fracdo DCM foi a que exibiu o maior TF (158,09 + 6,38 mg EQ/qg),
enquanto na fragcdo hexanica, esses compostos ndo foram detectados. N&o houve diferenga
significativa entre as fragdes etandlica e metandlica, e o solvente menos eficiente foi a 4gua.

Os flavonoides sdo importantes componentes que podem conferir aos extratos
algais atividades bioldgicas distintas, por exemplo, antioxidante, antimicrobiana, tumoristatica
e inibidora da biossintese de colesterol hepatico (DANG et al., 2018; MARTELLI et al., 2020;
SUJATHA; SIVA; NAWAS, 2019).

De maneira analoga ao que acontece com os compostos fendlicos totais, 0s teores

de flavonoides também s&o variaveis. Na comparacdo com outros trabalhos, os resultados
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obtidos para o extrato etandlico e suas fragGes as vezes foram superiores, semelhantes ou

inferiores aos reportados na literatura.

Tabela 6 — Teores de flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo luteolina) (TF) do extrato e das fragdes
hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH) e aquosa
(H20), obtidas a partir do extrato etanélico da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletada na Praia do
Paracuru, Paracuru, Ceard, em fevereiro de 2019.

TF (mg EQ/Q)

Identificagdo i :
Média £ Desvio padrao

Extrato etandlico 108,63% + 3,62
Fragdo Hx ND
Fracdo DCM 158,09 + 6,38
Fracdo AcOEt 73,80°+ 2,17
Fragdo EtOH 10,769 + 0,44
Fracdo MeOH 11,659 + 0,47
Fracdo H.O 1,68°+ 0,32

Fonte: AUTORA (2020).
ND — Néo detectado.

Letras minusculas iguais, p > 0,05; letras mintsculas diferentes, p < 0,05.

Dang et al. (2018) encontraram em seis espécies de macroalgas marinhas pardas
valores de TF inferiores aos do presente trabalho, tanto para o extrato etandlico como para
algumas fragdes, com excec¢do das fracGes hexanica, metanolica e aquosa.

A quantidade de flavonoides encontrada no extrato etandlico deste trabalho foi
varias vezes maior do que aquela reportada por Sujatha, Siva e Nawas (2019), para o extrato
etandlico da macroalga marinha parda Sargassum swartzii, coletada na india, de apenas
5 mg EQ/g. Os valores de TF dos outros extratos analisados pelos autores variaram de 0 a
26 mg EQ/g, os quais ainda foram inferiores ao do extrato etandlico analisado no presente
trabalho.

Grina et al. (2020) relataram resultados muito baixos de TF nos extratos das
macroalgas marinhas pardas, Bifurcaria bifurcata, Cystoseira humilis, C. stricta, Fucus spiralis
e Gelidium sesquipedale, preparados com etanol a 70%, variando de 4,26 a 8,53 pg EQ/mL.

Os resultados dos teores de flavonoides no extrato etandlico e nas fragfes do
presente trabalho foram maiores do que os dos extratos das macroalgas coletadas em Portugal,

analisadas por Nunes et al. (2017). Esses autores observaram melhores resultados de TF nas
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macroalgas marinhas verde Ulva lactuca (0,60 mg EQ/g), vermelha Grateloupia lanceola
(0,20 mg EQ/qg) e parda Zonaria tournefortii (0,15 mg EQ/qg).

No estudo de Raja et al. (2015), os extratos das macroalgas marinhas parda Eisenia
arborea e verdes Codium fragile e Ulva prolifera apresentaram teores de flavonoides inferiores
ao do presente trabalho. Os autores observaram que o extrato metandlico de E. arborea
(16,49 mg EQ/g) apresentou mais flavonoides do que o aquoso (12,05 mg EQ/g). O maior teor
de flavonoides foi registrado no extrato metanolico de U. prolifera (55,04 mg EQ/g),
praticamente a metade do encontrado no extrato etanolico de S. vulgare do presente estudo.

O teor de flavonoides da macroalga marinha verde Caulerpa racemosa, analisada
por Belkacemi et al. (2020), variou de 64 a 114 mg EQ/g, de acordo com o solvente utilizado
(metanol > cloroférmio > hexano). Com base nos dados desses autores, 0 metanol foi apontado
como o solvente mais eficiente, por ter extraido quantidades maiores de compostos fenolicos.
As fracBes obtidas a partir do extrato etandlico de S. vulgare apresentaram comportamento
diferente, pois o diclorometano, menos polar que os outros solventes, com exce¢do do hexano,
foi o mais eficiente para extrair os flavonoides.

Todas as variacGes encontradas na literatura séo justificaveis. De acordo com
Khalid et al. (2018), a quantidade de compostos bioativos nas algas sofre influéncia de fatores
como a propria espécie e as condi¢cdes ambientais (exposicdo a luz, nutrientes, temperatura,
contaminantes, pH, temperatura, salinidade, disponibilidade de didxido de carbono e interagdes

bioticas).

3.4 Determinacgédo da atividade antioxidante in vitro

3.4.1 Capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

Os resultados da atividade de sequestro do radical DPPH do controle positivo, acido
ascorbico, do extrato etandlico (TABELA 7, GRAFICO 5A) e das fragdes hexanica (Hx),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH) e
aquosa (H20) do extrato etandlico (TABELA 8, GRAFICO 5B), acompanhados do ECso, estio

apresentados a seguir.
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Tabela 7 - Capacidade de sequestro do radical DPPH do controle positivo (acido ascérbico), do extrato etandlico
da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletadas na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em fevereiro

de 2019 e a e as concentracdes efetivas do controle e do extrato que induzem metade do efeito méaximo (ECsp).

DPPH (%)
Concentragédo (pug/mL) _ .

Acido ascdrbico Extrato
50 16,43*A + 1,39 10,588 + 0,91
100 17,734 + 2,09 12,70 + 1,16
250 67,70°* + 3,08 12,32%8 + 0,59
500 98,954 + 0,38 15,95 + 0,67
1.000 97,634 + 0,38 16,57° + 0,67

ECso (ug/mL) 223,96 6.573,96

Fonte: AUTORA (2020).
Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras mindsculas diferentes, p < 0,05.

Nas linhas, letras maitsculas iguais, p > 0,05; letras maiusculas diferentes, p < 0,05.

Tabela 8 - Capacidade de sequestro do radical DPPH do controle positivo (acido ascorbico), das frages hexanica
(Hx), diclorometano (DCM), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH) e aquosa (H20), obtidas a partir do extrato
etandlico da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletadas na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em
fevereiro de 2019 e as concentracdes efetivas do controle e das fracGes que induzem metade do efeito maximo
(ECso).

DPPH (%)
Concentracdo —
) Fracoes
(Mg/mL) | Acido ascérbico
Hx DCM EtOH MeOH H20
50 19,922+133  7,96°+2,17 2,55°+0,07 348 +148 9,94°+0,83 7,34 +0,79
100 2991P+218 11,172+222 4,75%+0,78 6,44°+0,95 10,442+0,46 8,49% +0,42
250 80,45°+3,12 10,86°+0,90 6,42*°+1,00 657°+0,60 9,30°+0,37 8,06® +0,92
500 97,259+ 0,47 885°+061 806°+0,75 7,62°+0,50 11,242+0,99 8,85+ 0,92
1.000 96,479+0,57 8,85*+153 858°+133 7,92°+0,93 9,08+0,73 7,01°+0,94
ECso (ug/mL) 154,50 * 4.308,0 835,4 * *

Fonte: AUTORA (2020).

* Ndo houve linearidade entre DPPH (%) e concentracao (ug/mL).

Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras mindsculas diferentes, p < 0,05.

Nas linhas, letras maitsculas iguais, p > 0,05; letras maiusculas diferentes, p < 0,05.
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Gréfico 5 — Capacidade de sequestro do radical DPPH. (A) Controle positivo (acido ascdrbico) e extrato etandlico.
(B) Controle positivo (&cido ascorbico) e fragdes hexanica (Hx), diclorometano (DCM), etandlica (EtOH),
metanolica (MeOH) e aquosa (H20), obtidas a partir do extrato etandlico da macroalga marinha parda, Sargassum

vulgare, coletadas na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em fevereiro de 2019.
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Fonte: AUTORA (2020).

Para a atividade do sequestro do radical DPPH, tanto o extrato etandlico quanto as
fracdes, apresentaram valores inferiores ao controle positivo. A atividade do extrato etanélico
variou de 10,58% + 0,91 a 16,57% + 0,67, crescendo com 0 aumento da concentracdo. Este
mesmo comportamento foi observado nas fracdes diclorometano, etandlica e aquosa.
Anjali et al. (2019) encontraram no extrato da macroalga marinha parda Sargassum
marginatum valores de DPPH similares e com a mesma tendéncia crescente.

A maxima atividade verificada nas fracdes do extrato etan6lico permaneceu em
torno de 10%. Nenhuma atividade foi detectada na fracdo acetato de etila, e ndo houve
correlagéo estatisticamente significativa entre atividade e concentracdo nas fracdes hexanica e
metandlica.

Os valores de ECso obtidos por Johnson et al. (2019) para os extratos de acetona,
cloroférmio, éter de petréleo e metanol das macroalgas marinhas pardas Sargassum polycystum
(183 a 214 pg/mL) e S. duplicatum (225 a 287 pug/mL) foram menores do que os do presente
trabalho. Os autores também observaram grandes variagdes nos valores de CFT e TF para as
duas espécies, principalmente com relagdo aos solventes de extragdo. Alem de serem espécies
diferentes, embora do mesmo género, a polaridade dos solventes também afetou a extracdo dos

compostos com atividade antioxidante e, consequentemente, os resultados.
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Os valores de ECsy, relativos a atividade do DPPH de macroalgas marinhas pardas,
verdes e vermelhas mencionados no trabalho de Vasconcelos et al. (2017), foram menores do
que os do presente trabalho. Os extratos das macroalgas marinhas pardas Padina tetrastomatica,
P. gymnospora e Dictyopteris delicatula exibiram ECsg variando de 0,226 a 0,440 mg/mL,
sendo mais eficientes para sequestrar o radical DPPH do que o melhor resultado encontrado no
presente trabalho com a frag&o etandlica (0,835 mg/mL). Novamente, é reforcada a ideia de que
as diferencas estdo associadas as espécies analisadas, aos locais de coleta e aos procedimentos
de extracdo. Ainda segundo Vasconcelos et al. (2017), a sintese de compostos com atividade
antioxidante se deveu principalmente as condigdes de dessecacdo e a variacdo osmotica
acompanhadas pela oscilacdo da maré nos recifes ou costdes rochosos onde as macroalgas
foram coletadas.

Os extratos etanolicos a 70% de cinco espécies de macroalgas marinhas pardas
coletadas em Marrocos e analisadas por Grina et al. (2020), apresentaram valores de ECso
(47,23 a 208,5 pg/mL) para a atividade de sequestro de DPPH, inferiores ao do presente
trabalho.

Chakraborty e Joseph (2016), analisando extratos metandlicos das macroalgas
marinhas pardas, Turbinaria ornata e T. conoides, observaram que esses extratos apresentaram
atividade menor do que as fracdes acetato de etila, resultado divergente do presente trabalho.
Quanto ao ECsp, essas fragdes apresentaram valores menores que as do presente trabalho, sendo
de 210 pg/mL para T. conoides e 770 pg/mL para T. ornata, enquanto os extratos de T. conoides
(6.130 pg/mL) e de T. ornata (4.090 pg/mL) exibiram resultados semelhantes ao do extrato de
S. vulgare desse estudo.

No trabalho de Bianco et al. (2015), valores de ECsp superiores a 1.000 pg/mL
foram determinados em todos os extratos algais e em varios extratos de invertebrados marinhos,
com excecdo da esponja Ircinia sp., tendo sido considerado como tendo baixa atividade
antioxidante. Esses resultados estdo em conformidade com o que foi obtido no presente
trabalho.

Extratos metanolicos das macroalgas marinhas vermelhas Hypnea musciformis,
H. valentiae e Jania rubens, na concentracdo de 1.000 pg/mL, foram analisaram por
Chakraborty, Joseph e Praveen (2015), exibindo atividades de sequestro do radical DPPH (7%
a 17%), semelhantes as do presente trabalho. De um modo geral, as fracbes hexanica,
diclorometano e acetato de etila mostraram maior capacidade antioxidante do que as fracGes do

presente trabalho.
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Sathya et al. (2017) encontraram atividade antioxidante no extrato metandlico da
macroalga marinha parda Cystoseira trinodis, variando de 50% a 70%, semelhante a dos
controles positivos (BHT, acido ascorbico e acido galico). No entanto, as concentracGes
testadas para atingir tais resultados ndo foram informadas. Os extratos das macroalgas marinhas
parda Sargassum furcatum e vermelhas Bryothamnion triquetrum e Osmundaria obtusiloba,
preparados em diclorometano:metanol (2:1, v/v), nas concentra¢es de 150 a 1.000 pg/mL,
apresentaram atividade de sequestro do DPPH variando de cerca de 10% a 140%
(VASCONCELOS et al., 2019). Tais resultados foram superiores aos encontrados no presente
trabalho.

Sanger et al. (2019) determinaram atividades de sequestro do radical DPPH
variando de aproximadamente 10% a 60% em extratos metandlicos com concentracfes entre
3.000 e 12.000 pg/mL. A maior atividade foi detectada no extrato da macroalga parda
Turbinaria decurrens e a menor, no extrato da macroalga parda Sargassum olygocystum.
Embora os autores tenham registrado atividades superiores a do presente trabalho para o extrato
etanolico de S. vulgare, € necessario destacar que eles trabalharam com concentracdes de trés a
doze vezes maiores que as do presente trabalho.

Liu et al. (2017) compararam dois métodos de extracéo de florotaninos, compostos
fendlicos presentes apenas nas ocroéfitas, tendo concluido que o método de extracdo exerceu
influéncia sobre os resultados da atividade de DPPH. Considerando que eles trabalharam com
uma classe de antioxidantes, portanto, com um material mais purificado do que o extrato
etanolico de S. vulgare, os resultados foram melhores, ou seja, os valores de ECsq foram
inferiores aos determinados no extrato analisado no presente trabalho.

Silva et al. (2019) encontraram valores de ECso para 0 extrato preparado em
metanol:diclorometano (43,34 pug/mL) e fracdes (49 a > 1.000 pug/mL) da macroalga marinha
parda Bifurcaria bifurcata. A atividade de sequestro do extrato de B. bifurcata foi mais elevada
do que a do extrato de S. vulgare do presente estudo. Porém, as fracbes que apresentaram ECso
superior a 1.000 pg/mL foram menos eficientes do que as do presente trabalho. Os dados
relatados pelos autores indicaram que moléculas como polifendis estdo envolvidas nas
atividades antioxidantes, devido a suas propriedades redox, pois agem como redutores e
doadores de hidrogénio e, consequentemente, produzem radicais menos reativos e removem
ions metalicos. Este mecanismo antioxidante contribui para a prevencdo de processos
oxidativos associados com o desenvolvimento de patologias neurodegenerativas como o mal

de Parkinson.
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Kok et al. (2016) avaliaram o potencial antioxidante dos extratos metandlico,
acetato de etila e hexanico da macroalga marinha parda Sargassum polycystum. O maior ECso
foi encontrado para o extrato acetila de etila (>10 mg/mL), sendo este menos eficiente que o
extrato etanolico do presente trabalho. No entanto, os outros extratos mostraram maior eficacia
com menores valores de ECso (2,76 mg/mL para o metandlico e 7,63 mg/mL para o hexanico).
Os autores também avaliaram as fracGes obtidas a partir do extrato metanolico, as quais
apresentaram ECso variarando 15 a 69 mg/mL, sendo mais eficientes do que as fragcdes do
presente trabalho. Os melhores resultados, obtidos com o metanol, deveu-se ao efeito sinérgico
dos compostos presentes no extrato.

Sanger et al. (2019) também calcularam os valores de ECsg da macroalga marinha
verde Halimeda macroloba e encontraram 18.540 pg/mL, ou seja, o extrato de S. vulgare desse
estudo foi mais eficiente quanto ao sequestro do radical DPPH.

O resultado do trabalho de Junopia, Natsir e Dali (2020) mostrou que o0 extrato da
macroalga marinha parda Padina autralis foi capaz de inibir o radical livre DPPH em 70,917%,
sendo considerada, pelos autores, uma atividade antioxidante moderada, com valor de ECso de

102,59 pg/mL, muito superior quando comparado ao extrato e as fracdes do presente trabalho.

3.4.2 Poder de quelacéo de ions ferrosos (FIC)

Os resultados do poder de quelacéo de ions ferrosos do controle positivo, EDTA,
do extrato etandlico (TABELA 9, GRAFICO 6A) e das fracdes hexanica (Hx), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH) e aquosa (H20) do
extrato etanolico (TABELA 10, GRAFICO 6B), acompanhados do ECso, estdo apresentados a
sequir.

O controle positivo, EDTA, um composto organico que age como agente quelante,
formando complexos muito estaveis com diversos ions metalicos, atingiu atividade maxima na
concentracdo de 100 pg/mL, enquanto no extrato etandlico e nas fragdes, as atividades foram
menores. A atividade do extrato ficou em torno de 20% em todas as concentracOes testadas. Na
fracdo hexanica, nenhuma atividade foi detectada; nas demais, a atividade aumentou com o
acréscimo da concentracdo. A fracdo diclorometano foi a que apresentou os maiores resultados
(32,93% £ 0,93 a 88,64% £ 1,90), seguida das fracbes metandlica (18,49% + 1,60 a
68,13% + 0,48), aquosa (27,79% = 4,21 a 59,47% + 7,06), acetato de etila (23,23% + 3,75 a
58,74% £ 0,19) e etandlica (4,95% + 0,58 a 11,72% + 0,58). As fracBes apresentaram atividades
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de quelagdo superiores as encontradas no extrato etanolico, provavelmente devido a interagdo

dos compostos presentes no extrato, capazes de interferir na atividade.

Tabela 9 - Poder de quelagdo de ions ferrosos (FIC) do controle positivo (EDTA), do extrato etanélico da
macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletadas na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em fevereiro de

2019 e as concentragoes efetivas do controle e do extrato que induzem metade do efeito méximo (ECsp).

. FIC (%)
Concentracédo (ug/mL) SDTA Sttt
50 66,18% + 5,43 21,61% + 2,29
100 100,05 + 1,68 22,36% £ 2,41
250 99,36°* + 1,30 20,64% + 3,67
500 100,09 +0,93 18,20%8 + 0,00
1.000 99,42 + 0,93 21,7328 £ 248
ECso (Mg/mL) 26,124 *

Fonte: AUTORA (2020).

* N&o houve linearidade entre FIC (%) e concentracéo (ug/mL).

Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras mindsculas diferentes, p < 0,05.
Nas linhas, letras maitsculas iguais, p > 0,05; letras maiusculas diferentes, p < 0,05.

Tabela 10 - Poder de quelagdo de ions ferrosos (FIC) do controle positivo (EDTA), das fracbes hexanica (Hx),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etanélica (EtOH), metanélica (MeOH) e aquosa (H»0), obtidas a
partir do extrato etanélico da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletadas na Praia do Paracuru,
Paracuru, Ceara, em fevereiro de 2019 e as concentracgdes efetivas do controle e das fragfes que induzem metade

do efeito maximo (ECso).

FIC (%)
Concentragéo -
Fracoes
(Mg/mL) EDTA
DCM AcOEt EtOH MeOH H20
50 60,692+ 1,40 32,932+0,93 23,232+ 3,75 ND 21,402+ 2,02 ND
100 100,85" + 0,92 60,66+ 3,99 34,66°+2,17 4,95°+0,58 18,49°+ 1,60 ND
250 100,85" + 0,75 77,24°+0,93 58,74°+0,19 7,30°+0,18 22,24°+1,38 27,792+ 4,21
500 102,89°+ 0,32 86,049+2,06 53,94°+594 6,68°+1,00 41,27°+2,23 28,06+ 2,26
1.000 101,224 +0,97 88,649+1,90 46,279+4,64 11,72°+0,58 68,13°+0,48 59,47°+7,06
ECso (ng/mL) 36,70 80,80 196,90 6.631,00 685,20 849,30

Fonte: AUTORA (2020).
ND - Nédo detectado.

Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras minusculas diferentes, p < 0,05.

Nas linhas, letras maitsculas iguais, p > 0,05; letras maiusculas diferentes, p < 0,05.
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Gréafico 6 — Poder de quelacdo de ions ferrosos (FIC). (A) Controle positivo (EDTA) e extrato etanolico. (B)
Controle positivo (EDTA) e fracSes diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica
(MeOH) e aquosa (H-0), obtidas a partir do extrato etandlico da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare,

coletadas na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em fevereiro de 2019.
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Fonte: AUTORA (2020).

Ao comparar 0s resultados do extrato de S. vulgare do presente trabalho com
aqueles produzidos por Deepika, Bhaskar e Madhusudhanan (2016) para as macroalgas parda
Sargassum wightii e vermelhas Kappaphycus alvarezii e Gracilaria corticata, foi possivel
constatar valores semelhantes aos de S. wightii e K. alvarezii, apos extracdo de carragenana,
apesar de o trabalho néo ter informado as concentragdes testadas. Os autores observaram que o
modo de secagem das macroalgas, antes do preparo dos extratos, afetou a atividade antioxidante
e a extracdo de determinados componentes, como a carragenana, que supostamente também
exerceu influéncia sobre os resultados.

Dados semelhantes ao do extrato de S. vulgare do presente trabalho também foram
encontrados por Nunes et al. (2017). Ao analisarem o FIC de extratos metandlicos de
macroalgas verdes, vermelhas e pardas, eles observaram uma ampla variagéo, de 4% a 77,93%,
associada as diferentes composicdes das macroalgas. A atividade mais elevada foi encontrada
na macroalga marinha parda Zonaria tournefortii, embora a concentracédo do extrato néo tenha
sido informada, ela foi atribuida a alta quantidade de florotaninos em sua composic¢do. Alem
disso, os autores encontraram relacdo entre teores elevados de gordura e compostos
antioxidantes, de modo que talvez algumas substancias lipofilicas presentes nas macroalgas
sejam capazes de promover atividade antioxidante.

Similarmente ao encontrado no presente trabalno com o extrato etandlico de
S. vulgare (50 a 1.000 pg/mL), Sanger et al. (2019) também registraram variagOes da atividade

de quelacdo dos extratos das macroalgas pardas Turbinaria decurrens e Sargassum
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olygocystum, entre 10% e 70%, em concentraces de 2.500 a 10.000 pug/mL. As clordéfitas e
roddfitas apresentaram atividade maxima em torno de 30%, enquanto o maior potencial
antioxidante foi observado nas ocrofitas.

Analogamente ao presente trabalho, Jaballi et al. (2019) também observaram dose
dependéncia entre a atividade antioxidante e a concentragao do extrato. A atividade de quelagéo
do polissacarideo da macroalga marinha vermelha Chondrus canicatulatus em concentraces
inferiores a 4.000 pug/mL foi semelhante a do presente trabalho, mas considerando que o extrato
de S. vulgare atingiu os mesmos resultados em menores concentracdes, sua eficiéncia foi
superior. Na maior concentracao testada (10.000 pg/mL), a atividade do polissacarideo foi da
ordem de 96,37%.

Os resultados do FIC do extrato etandlico de S. vulgare foram inferiores aos
encontrados por Belattmania et al. (2016), que investigaram o extrato metanolico da macroalga
marinha parda Cystoseira humilisa, em concentracdes de 50 a 375 pg/mL. Quanto a atividade
de quelacéo, os valores oscilaram entre 47% e 68%, e 0s autores consideraram esta atividade
moderada. Eles afirmaram que a capacidade quelante dos compostos fendlicos presentes nas
macroalgas esta relacionada a quantidade, localizacdo dos grupos hidroxila e presenca de orto-
dihidroxi-polifendis (catecol). Outros componentes, como polissacarideos e proteinas, podem
ser quelantes de ions ferrosos mais eficazes do que os compostos fendlicos.

Sanger et al. (2019) calcularam os valores de ECso de varias espécies de macroalgas
marinhas tendo encontrado o0s menores resultados nas pardas Sargassum olygocystum
(5.180 pg/mL) e Turbinaria decurrens (7.302 pg/mL), e 0os maiores, nas rodéfitas Gracilaria
salicornia (13.120 pg/mL) e Halimenia durvilae (14.390 pg/mL) e na clordfita Halimeda
macroloba (34.250 pg/mL). Os diferentes resultados podem ser atribuidos as diferengas de
composicdo entre os filos de macroalgas, bem como as condi¢cdes do ambiente onde elas foram
coletadas.

No estudo de Farvin e Jacobsen (2013), dentre as dezesseis espécies de macroalgas
marinhas analisadas, nas oito pardas os valores ECso dos extratos etanolicos variaram de 242,9
a 1.366,7 pg/mL e os dos extratos aquosos, de 128,6 a 1.750 pg/mL. De acordo com 0s
resultados, a agua utilizada como solvente foi mais eficiente para extrair os compostos das
ocrofitas das espécies Fucus serratus, F. vesiculosus, F. distichus, F. spiralis, Sargassum
muticum, Saccharina latissima, Laminaria digitata e Dictyota dichotoma, indicando maior
polaridade dos componentes com capacidade antioxidante presentes nesses extratos.

De acordo com Grina et al. (2020), os valores de ECsp dos extratos das macroalgas

marinhas pardas variaram de 45,22 a 198,9 ug/mL, e esta atividade antioxidante foi
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correlacionada com a atividade anticolinesterase. A importancia dessa associacéo reside no fato
de que a inibigdo da acetilcolinesterase, enzima responsavel pela hidrolise do neurotransmissor
acetilcolina nas sinapses colinérgicas, consiste em uma abordagem terapéutica para o
tratamento sintomatico da doenca de Alzheimer.

No presente trabalho, a atividade de quelagdo foi mais pronunciada na fragdo
acetato de etila do que no extrato etandlico. Mesmo resultado foi reportado por Chakraborty e
Joseph (2016) com a fracdo acetato de etila e 0 extrato metanolico da macroalaga marinha parda
Turbinaria ornata. Antagonicamente, a atividade de quelacdo do extrato metanolico de
T. conoides foi maior que a da fragdo acetato de etila. As duas espécies apresentaram variagdo
no ECso de 0,46 a 1,07 mg/mL. Segundo os autores, a presen¢a de compostos quelantes de ions
ferrosos consiste em um indicativo de potencial inibicao de peroxidacao lipidica.

Chakraborty, Maneesh e Makkar (2017), analisando trés espécies de macroalgas
marinhas pardas, encontraram ECso variando de 220 a 1.330 pg/mL. Eles afirmaram que 0s
compostos presentes nessas ocrofitas, incluindo as do género Sargassum, sdo potenciais
guelantes de metais devido a presenca de fracdes fendlicas e de polissacarideos em sua

composicao.

3.4.3 Poder de reducéo de ions férricos (FRAP)

Os resultados do poder de reducéo de ions férricos do controle positivo, BHA, do
extrato etandlico (TABELA 11, GRAFICO 7A) e das fracdes hexanica (Hx), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH) e aquosa (H20) do
extrato etanolico (TABELA 12, GRAFICO 7B) estfo apresentados a sequir.

Todas as absorbancias do extrato etandlico e das fracdes foram inferiores as do
controle positivo, BHA. As fracbes acetato de etila e hexanica apresentaram 0s maiores
resultados, respectivamente, porém, foram inferiores as absorbancias do extrato. No extrato e
nas fracdes diclorometano, acetato de etila e etanolica, os resultados foram crescentes com 0
aumento das concentragcfes, poréem esta tendéncia nao foi verificada nas fragdes hexanica e
metandlica.

A atividade antioxidante pelo FRAP mede a capacidade que uma substancia tem de
reduzir ferro férrico (Fe**) a ferro ferroso (Fe?*) por transferéncia de elétrons e, assim, reduzir
espécies reativas. O FRAP foi determinado no extrato etandlico de S. vulgare, e seu valor foi
inferior ao encontrado no trabalho de Paiva et al. (2017), para o hidrolisado proteico da

macroalga marinha parda Fucus spiralis e suas fragdes, nas concentracfes de 3,55 a
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28,41 pg/mL, cujas absorbancias variaram de 0,2 a 0,5. As elevadas quantidades de florotaninos
presentes no hidrolisado e nas fragdes foram responsaveis pela atividade de reducdo de ions

férricos.

Tabela 11 - Poder de reducdo de ions férricos (FRAP) do controle positivo (BHA — butil hidroxianisol), do extrato
etandlico da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletadas na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em
fevereiro de 2019.

FRAP (Absorbancia em 700 nm)
Concentracédo (ug/mL)

BHA Extrato
50 0,149% + 0,012 0,090%B + 0,017
100 0,253 + 0,008 0,080% + 0,013
250 0,722°A + 0,020 0,0942°8 + 0,008
500 1,560% + 0,024 0,115 + 0,012
1.000 1,647°A + 0,028 0,143°® + 0,013

Fonte: AUTORA (2020).
Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras mindsculas diferentes, p < 0,05.
Nas linhas, letras maiUsculas iguais, p > 0,05; letras maiusculas diferentes, p < 0,05.

Tabela 12 - Poder de redugdo de ions férricos (FRAP) do controle positivo (BHA), das fracdes hexanica (Hx),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etanélica (EtOH), metanélica (MeOH) e aquosa (H»0), obtidas a
partir do extrato etanélico da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletadas na Praia do Paracuru,

Paracuru, Ceara, em fevereiro de 2019.

FRAP (Absorbancia em 700 nm)
Concentragdo ~
¢ Fracbes
(Mg/mL) BHA
Hx DCM AcOEt EtOH MeOH H20
50 0,241°+0,006 0,121°+0,010 0,068°+0,008 0,076°+0,009 0,062°+0,002 0,079°+0,013 0,072% + 0,012
100 0373°+0,011 0,124°+0,015 0,066°+0,006 0,087°+0,011 0,070%+0,010 0,075°%0,006 0,061° + 0,008
250 0,768°+0,001  0,123°+0,004 0,080 +0,003 0,111°+0,005 0,071%+0,004 0,0822+0,007 0,075% + 0,006
500 1,1499+0,009 0,112°+0,006 0,089°+0,005 0,130°+0,006 0,083°+0,009 0,082°%0,003 0,085 + 0,007
1.000 1,104¢+0,011 0,110°+0,009 0,103°+0,006 0,138%+0,009 0,081°+0,003 0,0922+0,007 0,061° + 0,006

Fonte: AUTORA (2020).
Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras mindsculas diferentes, p < 0,05.

Nas linhas, letras maitsculas iguais, p > 0,05; letras maiusculas diferentes, p < 0,05.

Da mesma forma, o extrato etandlico de S. vulgare apresentou atividade menor do
que a do polissacarideo da macroalga marinha vermelha Chondrus caniculatus, com FRAP

maximo de 2,16 na concentracdo de 10.000 pg/mL. As propriedades redutoras de
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polissacarideos geralmente estdo relacionadas a presenca de certos compostos como os 4cidos
urdnico e glicurénico, os quais contém altas quantidades de redutonas (JABALLI et al., 2019).

Grafico 7 — Poder de reducéo de ions férricos (FRAP). (A) Controle positivo (BHA) e extrato etandlico. (B)
Controle positivo (BHA) e fragdes hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica
(EtOH), metandlica (MeOH) e aquosa (H20), obtidas a partir do extrato etandlico da macroalga marinha parda,

Sargassum vulgare, coletadas na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em fevereiro de 2019.
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Fonte: AUTORA (2020).

Os valores de FRAP do extrato etandlico e suas fragdes também foram menores que
aqueles relatados por Chakraborty, Maneesh e Makkar (2017) para extratos e fracbes das
macroalgas marinhas pardas Anthophycus longifolius, Sargassum plagiophyllum e
S. myriocystum, que variaram de 0,41 a 1,42. Tais resultados foram associados ao fato de as
espécies estudadas poderem conter polifendis, capazes de atuar como agentes redutores, assim
como a existéncia de outros estudos que também relataram a presenca de agentes redutores em
macroalgas marinhas pardas, incluindo as do género Sargassum coletadas em diferentes regides
geogréficas.

As absorbancias do extrato etanolico e suas fragcbes também foram inferiores as
registradas por Chakraborty e Joseph (2016) para extratos e fracdes acetato de etila das
macroalgas marinhas pardas Turbinaria ornata e T. conoides. De acordo com os resultados
obtidos pelos autores, as fragdes exibiram melhores resultados que os extratos, demonstrando
o efeito antag6nico da mistura de compostos que compdem o extrato.

Comparando os valores de FRAP do extrato etandlico de S. vulgare e suas fragdes
com os de Sousa (2017), que trabalhou com extratos diclorometano e etanol a 70% da

macroalga marinha parda Lobophora variegata, a atividade antioxidante foi semelhante aos
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resultados do extrato diclorometano. Entretanto, as absorbéancias do extrato etanélico de Sousa
(2017) nas maiores concentragOes (125 a 1.000 pg/mL) foram mais elevadas, indicando maior
atividade antioxidante. As propriedades redutoras dos extratos e fracdes podem estar associadas
a presenca de redutonas, que interrompem a reacdo em cadeia para formacéo de radicais livres

através da doacgdo de um atébmo de hidrogénio.
3.4.4 Atividade inibitdéria do branqueamento do g-caroteno (BCB)

Os resultados da atividade inibitéria do branquemaneto do -caroteno do controle
positivo, &cido ascorbico, do extrato etandlico (TABELA 13, GRAFICO 8A) e das fracdes
hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica
(MeOH) e aquosa (H20) do extrato etandlico (TABELA 14, GRAFICO 8B), acompanhados do

ECso, estdo apresentados a seguir.

Tabela 13 - Atividade inibitoria do branqueamento do B-caroteno (BCB) do controle positivo (acido ascorbico),
do extrato etanolico da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletadas na Praia do Paracuru, Paracuru,

Ceara, em fevereiro de 2019.

BCB (%)
Concentracdo (g/mL) __ :
Acido ascorbico Extrato
50 83,7124+ 0,74 90,7628 + 0,34
100 84,62%A + 0,67 91,498 + 0,14
250 84,06 + 1,06 94,688 + 0,82
500 86,294 + 0,98 96,7098 + 0,67
1.000 85,914 + 0,55 94,698 + 0,05

Fonte: AUTORA (2020).
Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras mindsculas diferentes, p < 0,05.

Nas linhas, letras mailsculas iguais, p > 0,05; letras maiusculas diferentes, p < 0,05.

O extrato etanolico de S. vulgare e suas fragdes apresentaram valores de BCB
superiores aos do controle positivo. Apenas as fracOes etanolica e metandlica exibiram
atividades menores que a do extrato. A atividade antioxidante do extrato apresentou correlacdo

positiva estatisticamente significativa com a concentracao.
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Tabela 14 - Atividade inibitdria do branqueamento do f-caroteno (BCB) do controle positivo (&cido ascorbico),
das fracOes hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH)
e aquosa (H20), obtidas a partir do extrato etandlico da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletadas

na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em fevereiro de 2019.

BCB (%)
Concentragdo P ~
Acido Fracoes (%)
(Hg/mL)
ascorbico Hx DCM AcOEt EtOH MeOH H>O
50 84,96**+058 9427 +116 100,77®®+1,38  8351**+160 74,86°°+6,35 80,61*°+238  99,28% +0,47
100 80,37°A+122  99,24%C+ 314  94,80°C + 1,92 86,87°°+146 76,99+ 164 80,74*+248 101,87 +4,25

250 86,83"AB+1,05 09563 +3,92 92,43"F+0,98 93,64 +2,34 75,06 +1,69 80,94"+3,92 99,04 +1,93
500 89,869+ 1,41 94,054 +3,26 88,01BC+260  92,77*8+3,09 76,04°°+0,77 71,44°°+158 8533+ 147
1.000 88,00%B +119 093,524+3,06 82,26°P+1,84 77,70 +128  79,60°°+396 67,66™+1,07 86,91°5C + 1,49

Fonte: AUTORA (2020).
Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras mindsculas diferentes, p < 0,05.
Nas linhas, letras maiUsculas iguais, p > 0,05; letras maiusculas diferentes, p < 0,05.

Gréfico 8 - Atividade inibitoria do branqueamento do B-caroteno (BCB). (A) Controle positivo (&cido ascérbico)
e extrato etandlico. (B) Controle positivo (&cido ascorbico) das fracfes e hexénica (Hx), diclorometano (DCM),
acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH) e aquosa (H20), obtidas a partir do extrato
etandlico da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletadas na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em
fevereiro de 2019.
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Fonte: AUTORA (2020).

Os valores de ECso do extrato e das fragdes foram inferiores a 50 pg/mL, indicando
que todos eles foram capazes de proteger o B-caroteno contra a descoloragdo do seu cromoforo.
Ndo foi possivel detectar o ECso com maior precisdo em fungdo das concentragdes testadas,
mas pode-se sugerir a determinacdo do BCB dos extratos e das fracbes em concentragcdes mais

baixas do que as usadas no presente trabalho.
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No presente trabalho, a atividade BCB foi superior a maioria das macroalgas
analisadas por Nunes et al. (2017), cuja variagdo permaneceu entre 2% e 95%. Apenas a
macroalga marinha parda Zonaria tournefortii apresentou valores tdo elevados quanto os do
extrato etandlico de S. vulgare e de suas fracdes. Eles encontraram correlacdo entre a alta
atividade BCB com compostos fendlicos, carotenoides e clorofila a, indicando a natureza
lipofilica dos metabdlitos responsaveis pela atividade antioxidante.

O extrato etandlico de S. vulgare e suas fragdes também apresentaram atividade
maior do que a reportada por Jaballi et al. (2019) para o polissacarideo extraido da macroalga
marinha vermelha Chondrus canaliculatus, cuja maxima atividade atingiu aproximadamente
40%, apesar de as concentragdes terem sido muito maiores como 10.000 pg/mL.

Da mesma forma, o extrato etanolico de S. vulgare e suas fracdes exibiram atividade
BCB maior do que a relatada por Palanivel, Azeez e Muthaya (2017) para os extratos da
macroalga marinha parda Stoechospermum marginatum. A variagéo da atividade BCB ficou no
intervalo de 63% a 73%, sendo as maiores observadas nos extratos aquosos, embora néo tenham
sido indicadas as concentracdes usadas.

Santos et al. (2019) avaliaram a capacidade de branqueamento do B-caroteno de
extratos de S. vulgare, e os resultados indicaram variagéo da atividade de acordo com o solvente
de extracdo e o periodo de coleta. O maior ECsg foi registrado no extrato aquoso do material
coletado no periodo seco (142,7 pg/mL), e 0 menor, no extrato metanolico (18 a 28 pug/mL).

Deepika, Bhaskar e Madhusudhanan (2016) analisaram a capacidade antioxidante
pelo método do BCB das macroalgas marinhas parda Sargassum wightii e vermelhas
Kappaphycus alvarezii e Gracilaria corticata. A atividade antioxidante do extrato etandlico de
S. vulgare e suas fragdes foi semelhante as encontradas nas espécies de rodéfitas, mas superior
a da parda, apesar de os autores ndo terem informado as concentracdes testadas.

Segundo Grina et al. (2020), os extratos de cinco macroalgas marinhas pardas,
coletadas em Marrocos apresentaram ECso variando de 13,25 a 75,36 pg/mL. Nurrochmad et
al. (2018) encontraram valores de ECso do extrato da ocrofita Turbinaria decurrens igual a
63,73 ng/mL e da fragdo metandlica, 57,07 pg/mL. A capacidade antioxidante dessa macroalga

marinha parda foi atribuida ao contetido de fucoxantina, carotenoide abundante neste filo.

3.5 Determinacédo da atividade fitotoxica

Os resultados do ensaio de fitoxicidade do extrato etanolico e das fragdes hexanica
(Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH)
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e aquosa (H20), do extrato etandlico, contra as sementes de pepino-caipira Cucumis sativus
estéo apresentados na TABELA 15.

Tabela 15 — Resultados das médias de crescimento radicular (MCR), porcentagem relativa de germinacéo (RSG),
porcentagem relativa de crescimento radicular (RRG) e indice de germinacao (IG) da atividade fitotéxica do
extrato e das fragdes hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica
(MeQOH) e aquosa (H20), obtidas a partir do extrato etanélico da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare,

coletadas na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em fevereiro de 2019, e dos controles negativo e positivo.

Identificacdo MCR (cm) RSG (%) RRG (%) I1G (%)
Extrato etandlico 11,61 100 94,44 94,44
Fragcdo Hx 13,77 100 111,92 111,92
Fracdo DCM 13,66 100 111,00 111,00
Fracdo AcOEt 7,92 100 64,44 64,44
Fragdo EtOH 13,48 100 109,56 109,56
Fracdo MeOH 13,21 100 107,34 107,34
Fracdo H.0O 13,57 100 105,28 105,28
Controle negativo (CN) 12,31 100 - -
CN com cloroformio 12,29 100 - -
Controle positivo (CP) 6,98 100 - -
CP com cloroférmio 6,03 100 - -

Fonte: AUTORA (2020).

O extrato etandlico de S. vulgare foi classificado como néo fitotoxico, enquanto as
fracdes foram capazes de potencializar a germinacao e o crescimento das raizes, com exce¢ado
da fracdo acetato de etila, que foi moderadamente fitotdxica.

As diferencas entre os resultados obtidos para extratos e fragcbes podem ser
explicadas pelo grau de purificagdo de ambos. Os extratos consistem em uma combinagéo de
varios compostos (polissacarideos, compostos fendlicos, acidos graxos poli-insaturados,
proteinas, peptideos, pigmentos, vitaminas, terpenoides e esterdis), e isso pode interferir nos
efeitos dessas substancias por causa das suas interacdes (BALBOA et al., 2013; DU JARDIM,
2015; SILVA, 2004).

Os valores de IG do extrato e das fragdes avaliados no presente trabalho foram
semelhantes aos reportados por Ronga et al. (2019), que testaram a fitotoxicidade de extratos
das microalgas Arthrospira platensis, Chlorella vulgaris, Isochrysis galbana, Nannochloropsis
gaditana (= Microchloropsis gaditana), Porphyridium cruentum (= P. purpureum),
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Scenedesmus acuminatus (= Tetradesmus lagerheimii) e Tetraselmis suecica, isoladas da agua
de um lago italiano na Planicie Padana e das &guas costeiras do Mar da Italia do Norte. Eles
encontraram valores variando de cerca de 90% a 153%. Outro resultado interessante
mencionado pelos autores foi sobre a atividade antimicrobiana exibida pelos extratos das
microalgas, preparados com diferentes solventes.

O crescimento das sementes de pepino-caipira, apds sete dias de incubagdo, esta
apresentado na FIGURA 3, sendo possivel observar que houve crescimento em todas as placas.

Figura 3 — Atividade fitotdxica da (1) solucéo salina, (2) solugéo salina e cloroférmio, (3) 4gua destilada, (4) 4gua
destilada e cloroférmio, (5) fragcdo hexanica (Hx), (6) fracdo diclorometano (DCM), (7) fracdo acetato de etila
(AcOEt), (8) fracdo etandlica (EtOH), (9) fracdo metandlica (MeOH), (10) fracdo aquosa (H20) e (11) extrato
etandlico da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em

fevereiro de 2019, contra sementes de pepino-caipira, Cucumis sativus, apos sete dias de incubacéo.

Fonte: AUTORA (2020).

Silva et al. (2016) encontraram nos extratos da macroalga marinha parda
Ascophyllum nodosum na concentracdo de 2 mL/L resultados semelhantes aos das fracdes de
S. vulgare. No entanto, nas concentragcbes mais elevadas (4 a 8 mL/L), os resultados foram
negativos para o crescimento vegetal. Estudando a mesma espécie, Galindo et al. (2019)
encontraram resultados diferentes dos de Silva et al. (2016), por ndo terem observado qualquer
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relacdo com os indices agronémicos, ou seja, 0 extrato algal ndo causou efeito positivo ou
negativo nas culturas vegetais.

Hernandez-Herrera et al. (2014) observaram efeitos negativos sobre a germinacao
de tomates, expostos aos extratos das macroalgas marinhas Caulerpa sertularioides (verde) e
Padina gymnospora e Sargassum liebmannii (pardas), em concentragfes mais elevadas (1%).
Nestas condigdes, a absor¢do de agua pelas sementes foi inibida, impedindo sua germinacé&o.

A hidratacéo das sementes concorre para o crescimento celular e o0 alongamento das
raizes, no entanto, quando na solugéo aquosa estao presentes substancias toxicas, o crescimento
das radiculas pode ser inibido causando atraso na mitose (divisdo celular) ou destruicdo das
celulas (RESTREPO et al., 2012).

Na literatura ha varios estudos que comprovam efeitos positivos dos extratos algais
na germinacdo de sementes, crescimento e vigor de plantas de varias espécies. Eles sdo
apontados como capazes de melhorar a capacidade fotossintética, aumentar o teor de carbono
organico no solo, elevar a disponibilidade e a absor¢do de nutrientes, acrescer a qualidade
nutricional e aprimorar a resisténcia a estresses ambientais e, ainda, ampliar a vida util de
produtos pereciveis apés a colheita (MAHMOUD et al., 2019; SHUKLA et al., 2019).

Extratos de macroalgas séo considerados estimulantes para o crescimento de
plantas ou fertilizantes bioldgicos, pois seus compostos bioativos afetam positivamente o
metabolismo celular desses organismos. Os extratos de macroalgas marinhas pardas séo usados
na agricultura moderna devido a sua composi¢éo rica em fitohormdnios naturais, como auxinas,
giberelinas, citocininas e acido abscisico, e ao conteddo de micronutrientes, por exemplo,
minerais como calcio, cobre, ferro, magnésio, manganés e zinco, e macronutrientes, como
nitrogénio, fosforo e potéassio, que geralmente estdo presentes em menor quantidade nas
clorofitas e rodofitas (ABU SEIF, 2016; MAHMOUD et al. 2019; SILVA et al., 2016).

A eficiéncia de compostos antioxidantes é influenciada pelas suas caracteristicas
estruturais, concentracdo, temperatura, tipo de substrato de oxidacdo, presenca de outras
substancias, como pro-antioxidantes, e sinergia. Para a selecdo de um antioxidante adequado a
cada aplicacdo, recomenda-se que todos esses aspectos sejam levados em consideragéo
(SHAIDI; ZHONG, 2015).

A gquantidade de compostos bioativos nas algas sofre influéncia de fatores como a
propria espécie e as condi¢bes ambientais (exposicdo a luz, nutrientes, temperatura,
contaminantes, pH, temperatura, salinidade, disponibilidade de CO; e interagdes bidticas).
Mesmo individuos da mesma espécie podem produzir diferentes niveis de metabdlitos

secundarios, bem como diferentes compostos, o que dificulta a padronizacéo de procedimentos
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técnicos operacionais e a constancia de um padréo de qualidade do produto. Além do mais, as
empresas ndo divulgam os procedimentos de fabricacéo, porque sdo considerados componentes
envolvidos na concorréncia industrial (BELKACEMI et al., 2020; CARILLO et al., 2020;
KHALID et al., 2018).

Diversas formas de utilizagdo das algas na agricultura vém sendo estudadas, como
demonstrado por Gunupuru et al. (2019), que obtiveram resultados promissores usando a
combinacdo de um extrato comercial de Ascophyllum nodosum com uma solucao de quitosana
em plantas de trigo infectadas com o fungo Fusarium graminearum, e por Kopta et al. (2018),
que utilizaram uma associacao entre bactérias promotoras de crescimento de plantas (Bacillus
licheniformis, B. megatherium, Azotobacter sp., Azospirillum sp. e Herbaspirillum sp.) e a
cloroéfita de agua doce Chlorella vulgaris e comprovaram o efeito positivo do tratamento sobre
o rendimento de alfaces, a capacidade antioxidante total e os carotenoides totais, especialmente
em condigdes de estresse e no veréo.

Apesar dos beneficios do uso de biomassa, extratos ou derivados de macro e
microalgas serem bastante investigados e conhecidos através de uma perspectiva aplicada, a
exploracdo de diferentes abordagens cientificas ainda é necessaria para o desenvolvimento de
novas estratégias sustentaveis. Um fator importante a ser considerado nas pesquisas, é avaliar
a resposta molecular e fisiolégica das plantas ao sal e aos extratos algais e como esse fator é
influenciado pelos processos de extragéo e aplicacdo (CARILLO et al., 2020).

3.6 Determinacdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana frente a cepas padrdo Gram-positivas (SA 25, SA 70,
SE 12 e SE 35) e Gram-negativas (PA 27 e EC 11) foi analisada quanto a concentracao inibitoria
minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima (CBM).

O CIM consiste na concentragdo de antimicrobiano necesséaria para inibir o
crescimento bacteriano, de forma que quanto menor o CIM, maior a poténcia e, quanto maior
a poténcia, maior a dificuldade que a bactéria enfrenta para desenvolver resisténcia, enquanto
0 CBM corresponde & concentragdo minima do agente antimicrobiano que resulta na morte
bacteriana, ou seja, a concentracao a partir da qual um agente é bactericida.

Na TABELA 16 estdo apresentados os resultados de CIM e CBM das fracoes
hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica

(MeOH) e aquosa (H20) do extrato etandlico.
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Todas as fragdes apresentaram capacidade de inibir o crescimento bacteriano (CIM)
de pelo menos uma das cepas testadas, principalmente DCM e AcOEt, que se destacaram por

terem exibido atividade contra todos 0os micro-organismos avaliados.

Tabela 16 — Concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo bactericida minima (CBM), expressas em
mg/mL, das frages hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica
(MeOH) e aquosa (H2O) da macroalga marinha parda, Sargassum vulgare, coletada na Praia do Paracuru,

Paracuru, Ceard, em fevereiro de 2019, contra micro-organismos patogénicos.

Fracdes (mg/mL)
Cepas Hx DCM AcOEt EtOH MeOH H20
CIM | CBM | CIM | CBM [ CIM | CBM | CIM | CBM | CIM | CBM | CIM | CBM
SA25 5000 - 0625 - 0625 - 5000 - - * - *
SAT70 - * 015 - 0156 2500 5,000 5,000 0,156 2,500 0,625 -
SE12 - * 0156 - 0312 - - * - * 1,250 -
SE35 0078 - 0078 - 0312 - 0312 - 0078 - 0078 -
PA27 - * 0625 - 0625 @ - - * 0625 @ - - *
EC11 - * 2500 @ - 1,250 - - * - * - *

Fonte: AUTORA (2020).

SA25 (Staphylococcus aureus ATCC 25923); SA70 (S. aureus ATCC 700698); SE12 (S. epidermidis ATCC
12228); SE35 (S. epidermidis ATCC 35984); PA27 (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853); EC11 (Escherichia
coli ATCC 11303).

- Nao foi encontrada CIM ou CBM até a maior concentracao testada.

* Nao testada.

E importante lembrar que essas fragBes apresentaram 0s maiores teores de
compostos fendlicos e flavonoides (TABELAS 5 e 6). A existéncia de correlacdo positiva entre
as atividades biolégicas, como antibacteriana e antifingica, e o contetdo fendlico esta
documentado na literatura e, além disso, alguns estudos também ja indicaram que geralmente,
o0 solvente acetato de etila apresenta os melhores resultados quanto ao isolamento de compostos
antimicrobianos de extratos de algumas macroalgas marinhas (AKREMI et al., 2017,
ALSHUNIABER; KRISHNAMOORTHY; ALQHTANI, 2020; GHANIA et al., 2019;
JIMENEZ-LOPEZ et al., 2021; KIM et al., 2018).

Apresentaram capacidade inibitéria do crescimento da cepa SA 25 (Staphylococcus
aureus ATCC 25923), as fracdes Hx e EtOH (CIM de 5 mg/mL) e as fragdes DCM e AcOEt
(CIM de 0,625 mg/mL), sendo as duas ultimas mais potentes do que as primeiras. Até a maior
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concentracdo testada, nenhuma atividade bactericida (CBM) foi detectada nas fragbes do
extratro etandlico de S. vulgare.

As fracdes DCM, AcOEt e MeOH (CIM de 0,156 mg/mL) e H.O (CIM de
0,625 mg/mL) inibiram o crescimento da cepa SA 70 (Staphylococcus aureus ATCC 700698).
A fracdo Hx ndo foi capaz de inibir o crescimento da referida cepa. Com relagdo a atividade
bactericida, as fracdes AcOEt e MeOH (CBM de 2,5 mg/mL) foram as Unicas ativas. Os
resultados de CIM e CBM, verificados na fracdo EtOH foram idénticos (5 mg/mL), 0 que pode
indicar que o real valor de CIM esta acima da maior concentracédo testada no presente estudo.

As fragbes DCM (CIM de 0,156 mg/mL), AcOEt (CIM 0,312 mg/mL) e H2O (CIM
de 1,25 mg/mL) inibiram o crescimento da cepa SE 12 (S. epidermidis ATCC 12228), sendo a
fracdo DCM a mais potente, pois possui menor valor dentre todas as fracfes que exibiram
atividade contra essa estirpe.

Todas as fracGes do extrato etandlico de S. vulgare apresentaram atividade (CIM
de 0,078 mg/mL para as fragcbes Hx, DCM, MeOH e H>0 e de 0,312 mg/mL para as fragoes
AcOEt e EtOH), contra a bactéria Gram-positiva S. epidermidis (SE 35). Estes resultados foram
valiosos, pois a cepa SE 35 € de interesse para a medicina, tendo em vista que, apesar de estar
presente de maneira inofensiva na pele humana, ao romper a barreira epitelial, ela pode invadir
0 meio interno e participar de eventos de bacteremia (bactéria no sangue) e, nos casos mais
graves, de sepse em recém-nascidos e em pacientes imunocomprometidos. Geralmente varios
fatores estdo associados, incluindo intervencGes médicas invasivas e sistema imunologico
imaturo ou danificado. Além disso, essas bactérias tém capacidade de formar biofilmes,
comprometendo e dificultando o sucesso dos tratamentos clinicos (ALBANO et al., 2019;
RUIZ-RIPA et al., 2021). As atividades observadas nas fragdes Hx, DCM, MeOH e H>0O foram
consideradas importantes, de acordo com o preconizado por Alshuniaber, Krishnamoorthy e
Alghtani (2020), que afirmaram que valores de CIM inferiores a 0,1 mg/mL correspondem a
metabdlicos secundarios com potencial antimicrobiano.

As fracdes DCM, AcOEt e MeOH (CIM de 0,625 mg/mL) foram ativas contra a
cepa PA 27 (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), e as fragdes DCM (CIM de 2,5 mg/mL)
e AcOEt (1,25 mg/mL), contra a cepa EC 11 (Escherichia coli ATCC 11303). Estas foram as
unicas que apresentaram atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-negativas testadas
neste trabalho.

As diferengas encontradas entre os valores de CIM e CBM podem estar
relacionadas a0 mecanismo de ag¢do dos compostos bioativos sobre os micro-organismos. Eles

podem atuar alterando a permeabilidade das membranas das células dos micro-organismos e/ou
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interagindo com moléculas intracelulares como mMRNA e DNA. Em qualquer caso, eles
prejudicam a funcdo das células microbianas (ALSHUNIABER; KRISHNAMOORTHY;
ALQHTANI, 2020). Devido as estruturas celulares das bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas serem distintas — as primeiras possuem uma membrana externa composta por
lipopolissacarideos, enquanto as segundas sdo formadas por uma camada espessa Unica,
composta basicamente por peptideoglicanos, as Gram-negativas apresentam maior resisténcia
aos agentes antimicrobianos, e Gram-positivas sdo mais sensiveis.

Ha relatos na literatura sobre extratos algais ou substancias deles derivadas,
principalmente de macroalgas pardas, que apresentaram atividade antibacteriana contra cepas
de Staphylococcus aureus (AKREMI et al., 2017; GHANIA et al., 2019).

Os compostos antimicrobianos das fracBes do extrato etandlico avaliadas neste
trabalho foram mais eficientes que os encontrados no estudo de Ghania et al. (2019), em que as
fragOes acetato de etila das macroalgas marinhas pardas Cladostephus hirsutus e Sargassum
vulgare e da macroalga marinha vermelha Rissoella verruculosa, mostraram-se eficazes contra
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, com CIM variando entre 0,937 e 7,5 mg/mL.

Apesar de os solventes e de 0s micro-organismos ndo terem sido 0s mesmos, 0s
resultados da atividade antimicrobiana das fraces do extrato etandlico do presente trabalho
foram semelhantes aos descritos por Akremi et al. (2017), que encontraram o0s melhores
resultados de CIM e CBM nas fra¢Oes da macroalga marinha parda Dictyopteris membranacea
com os solventes etanol (CIM 0,0156 a 0,25 mg/mL e CBM 0,0625 a 0,5 mg/mL) e acetona
(CIM 0,0156 a 0,0625 mg/mL e CBM 0,0156 a 0,25 mg/mL), contra as bactérias Gram-
negativas (E. coli ATCC 8739 e Salmonella typhimurium ATCC 14028), Gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus faecium ATCC 19434, Streptococcus
agalactiae, Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis ATCC 29212) e uma espécie de fungo
(Candida albicans ATCC 10231).

Os resultados do presente trabalho também foram semelhantes aqueles reportados
por Akbari, Safaiee e Yegdaneh (2020), porém com menos procedimentos de purificagéo,
possivelmente indicando uma maior eficiéncia dos compostos antimicrobianos das fracdes de
S. vulgare. Os autores avaliaram o potencial antimicrobiano do extrato metanol/acetato de etila,
particionado em hexano (Hx), diclorometano (DCM), agua (H20) e butanol (BuOH), da
macroalga marinha parda Padina australis contra cepas de bactérias Gram-negativa
(Pseudomonas aeruginosa) e Gram-positiva (Staphylococcus aureus) e do fungo (Candida

albicans). Como a fragdo DCM apresentou maior eficacia contra os micro-organismos testados,
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os autores refracionaram o material e encontraram os melhores resultados de CIM e CBM com
variacdo de 0,078 a > 5 mg/mL.

Os resultados de CIM e CBM do presente trabalho também foram similares aos de
Akbari, Sadaiee e Yegdaneh (2020), no que tange as concentracbes minimas terem ocorrido
nos solventes apolares ou com menores polaridades, fato que esta documentado na literatura.

Kim et al. (2018), por exemplo, detectaram os melhores resultados de CIM (0,064
a 0,512 mg/mL) e CBM (0,256 to 1,024 mg/mL) na fracdo hexanica do extrato etandlico da
macroalga marinha parda Ishige okamurae, contra bactérias patogénicas encontradas na pele
(Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Propionibacterium acnes).
Eles também verificaram efeito sinérgico contra bactérias resistentes entre a fragdo hexanica e
alguns antibioticos (amicacina, ceftazidima, ciprofloxacina e meropenem).

A atividade antibacteriana, assim como as demais atividades bioldgicas, pode sofrer
influéncia de muitos fatores e variar de acordo com a espécie estudada, habitat, diferentes
estadios de vida, periodo de coleta, protocolos de extracdo e variagdes nos métodos de ensaio.
Qualquer um desses fatores ou a combinacdo deles é capaz de determinar quais compostos sdo
extraidos do material bioldgico de interesse e como eles agem frente as espécies de micro-
organismos utilizadas nos ensaios, exibindo diferentes graus de suscetibilidade/resisténcia
(GHANIA et al., 2019; MARTELLI et al., 2020; SILVA et al., 2020).
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4 CONCLUSAO

O extrato etandlico da macroalga marinha parda Sargassum vulgare apresentou
rendimento de 1,52%.

Os teores de compostos fenolicos totais (CFT) foram de 10,94 + 2,08 mg EAG/g
no extrato etandlico e variaram de 2,61 + 0,06 a 38,85 + 2,03 mg EAG/g nas fra¢des do extrato
etanolico, sendo os maiores valores obtidos nas fracbes de menor polaridade, com destaque
para a fracdo acetato de etila (AcOEt).

Os teores de flavonoides (flavondis e flavonas do subgrupo luteolina) (TF)
corresponderam a 108,63 + 3,62 mg EQ/g no extrato etandlico e variaram de 1,68 + 0,32 a
158,09 + 6,38 mg EQ/g nas fracBes do extrato etandlico, sendo os maiores valores encontrados
nas fracdes diclorometano (DCM) e AcOEt.

Os resultados de CFT e TF indicaram que os compostos fendlicos presentes no
extrato etanolico e em suas fragdes séo de baixa polaridade.

As atividades antioxidantes in vitro foram medidas pela capacidade de sequestro do
radical DPPH, poder de quelacdo de ions ferrosos (FIC), poder de reducdo de ions férricos
(FRAP) e atividade inibitéria do branqueamento do B-caroteno (BCB). Este ultimo apresentou
resultados promissores, enquanto os ensaios DPPH, FIC e FRAP, de moderados a baixos.

Os resultados de DPPH do extrato etanolico variaram de 10,58% + 0,91 a
16,57% + 0,67 com ECso de 6.573,96 pg/mL, enquanto os das fragcbes ficaram entre
2,55% + 0,07 a 11,24% + 0,99 com ECso calculado apenas para as fragbes DCM (4.308 pg/mL)
e etandlica (EtOH) (835,4 pg/mL).

N&o houve variagdo da atividade antioxidante do extrato, medida pelo FIC, nas
diferentes concentrac6es testadas, que permaneceu em torno de 20%. Dentre as fracdes, a DCM
se destacou, chegando a atingir 88,64% = 1,90 de atividade, com ECso de 80,80 pug/mL. Nas
outras fracOes, as atividades variaram de 4,95% + 0,58 a 68,13% + 0,48, com valores de ECsxo
oscilando de 196,90 pg/mL a 6.631 pg/mL.

As absorbancias obtidas no ensaio FRAP tanto para o extrato etanolico
(0,080 + 0,013 a 0,143 + 0,013), quanto para as fracdes (0,061 + 0,006 a 0,138 = 0,009) foram
consideradas baixas.

Dentre 0s ensaios de atividade antioxidante realizados, o0 BCB do extrato
(90,76% = 0,34 a 96,70% = 0,67) e das fracOes (67,66% = 1,07 a 101,87% =+ 4,25) foi o que

apresentou os valores mais elevados.
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Com relacdo a fitotoxicidade frente a sementes de pepino-caipira, 0 extrato
etandlico foi considerado ndo toxico, enquanto suas fracdes potencializaram a germinacgao e o
crescimento das raizes, com excecédo da fragdo AcOEt, considerada moderadamente fitotoxica.

Os resultados da atividade antimicrobiana demonstraram que todas fragcdes do
extrato etanolico apresentaram atividade de inibicdo frente a pelo menos uma bactéria. Elas
foram capazes de inibir o crescimento bacteriano das cepas, principalmente das bactérias Gram-
positivas testadas: SA 25 (Staphylococcus aureus ATCC 25923), SA 70 (S. aureus ATCC
700698), SE 12 (Staphylococcus epidermidis ATCC 12228) e SE 35 (S. epidermidis 35984).
As fragdes DCM e AcOEt apresentaram os melhores resultados de concentracdo inibitéria
minima (CIM), pois inibiram o crescimento de todas as bactérias testadas em concentracdes
mais baixas que as outras fracdes (0,078 a 2,5 mg/mL). Com relacdo a concentracdo bactericida
minima (CBM), as fracdes AcOEt e MeOH (2,5 mg/mL) apresentaram atividade bactericida
contra a mesma cepa, SA 70 (S. aureus ATCC 700698). Valores idénticos (5 mg/mL) de CIM
e CBM, verificados na fracdo EtOH contra a cepa SA 70, indicando que o real valor de CIM
estd acima da concentracdo de 5 mg/mL. Por fim, os resultados deste trabalho mostraram que
0 extrato etandlico da macroalga marinha parda S. vulgare e as suas fracbes (Hx, DCM, AcOEt,
EtOH, MeOH e H20) demonstraram diferentes atividades biol6gicas com potencial para
aplicacdo, tanto industrial como na agricultura, sendo necessarias mais investigacGes dos
mecanimos de agdo responsaveis por essas atividades e as formas de utilizar esses compostos

em produtos de interesse.
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