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RESUMO

As macroalgas marinhas pardas sdo importantes fontes de compostos bioativos com intimeras
atividades bioldgicas. O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar preliminarmente as
principais classes de compostos presentes na macroalga marinha parda Lobophora variegata
(Ochrophyta: Phaeophyceae), coletada na Praia de Paracuru-Ceara, avaliar seu potencial
biotecnoldgico e selecionar as amostras aptas a serem incorporadas em matrizes de carragenana
para elaboracdo de filmes comestiveis. A metodologia utilizada incluiu lavagem, liofilizagdo e
trituracdo da biomassa algal, que foi extraida em etanol (EtOH), hexano (Hx), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH). O maior rendimento (11,95%) foi no
extrato EtOH.O extrato EtOH foi submetido a cromatografia de coluna (CC), obtendo-se as
fracoes (Hx, DCM, AcOEt, EtOH, MeOH, MeOH-n-butanol, n-butanol e dgua). Os perfis
cromatograficos dos extratos e fragdes indicaram a presencga de fendis com varios compostos
com Rf = 0,50 mm e caracteristicas polares. A quantificacdo dos teores de compostos fendlicos
totais (CFT) e flavonoides (TF) foi mdxima nos extratos EtOH (76,013 mg EAG/g) e AcOEt
(105,310 mg EQ/g). A determinacao de atividade antioxidante in vitro: capacidade de sequestro
do radical DPPH, poder de quelagdo de ions ferrosos (FIC), poder de reducao de ions férricos
(FRAP) e atividade inibitéria do branqueamento do B-caroteno (BCB) foi realizada por métodos
colorimétricos. Extrato e fracio EtOH apresentaram as melhores atividades antioxidantes
(DPPH, FRAP e BCB). Além disso, também foi determinada a atividade antibidtica pelo
método da microdiluicao em placas, em diferentes concentracdes, pela concentracao inibitdria
minima (CIM), concentragdo bactericida minima (CBM) e concentracdo inibitéria minima para
matar 50% (ICso) das cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Compostos apolares
do extrato (7,81 ug/mL) e fracdo (125 pg/mL) Hx mostraram potencial contra cepas de E.coli.
Extratos e fracdes (Hx e EtOH) ndo exibiram atividade contra o fungo Aspergillus niger em
diferentes concentragdes. Essas amostras testadas na concentragdo de 100 pg/mL nao
apresentaram atividade fitotoxica frente a sementes de pepino Cucumis sativus. As
determinagdes de porcentagem relativa de germinacdo (RSG, %), porcentagem relativa de
crescimento radicular (RRG, %) e indice de germinacdo (IG, %) indicaram que as amostras
foram potencializadoras da germinacdo e do crescimento das raizes do pepino. A atividade
citotoxica dos extratos e das fracdes Hx e EtOH, contra nauplios de Artemia sp., nas
concentragdes de 12,5 a 100 pg/mL, revelou citotoxicidade do extrato Hx apo’s 48 h de
exposicdo, com mortalidade de 72,5% dos individuos. A qualidade dos filmes, incorporados

com 1, 2 e 4 mg do extrato e da fracdo Hx, foi avaliada quanto a permeabilidade ao vapor de


http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=97240
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4364

dgua (PVA), solubilidade em 4gua (S) e cor. O menor PVA (0,203 g/m? dia atm) foi registrado
na Fr. Hx. O extrato e a fracdo Hx foram soliveis em 4dgua. Para as coordenadas de cor (L*, a*
e b*), extrato e fracdo Hx apresentaram cor na faixa do branco/vermelho/amarelo. Assim,
extratos e fragdes da ocroéfita L. variegata € os compostos neles presentes possuem compostos

dotados das atividades bioldgicas aqui registradas.

Palavras-chave: perfil cromatogréfico; antioxidantes; antimicrobianos; filmes comestiveis.



ABSTRACT

Brown marine macroalgae are important sources of bioactive compounds with numerous
biological activities. The general objective of this work was to preliminarily characterize the
main classes of compounds present in the brown seaweed Lobophora variegata (Ochrophyta:
Phaeophyceae), collected at Praia de Paracuru-Ceard, evaluate its biotechnological potential
and select samples capable of being incorporated into carrageenan matrices for the preparation
of edible films. The methodology used included washing, lyophilization and grinding of algal
biomass, which was extracted in ethanol (EtOH), hexane (Hx), dichloromethane (DCM), ethyl
acetate (AcOEt) and methanol (MeOH). The highest yield (11.95%) was in the EtOH extract.
The EtOH extract was subjected to column chromatography (CC), obtaining the fractions (Hx,
DCM, AcOEt, EtOH, MeOH, MeOH-n-butanol, n-butanol and water). The chromatographic
profiles of the extracts and fractions indicated the presence of phenols with several compounds
with Rf = 0.50 mm and polar characteristics. The quantification of total phenolic compounds
(TPC) and flavonoids (TF) contents was highest in EtOH (76.013 mg EAG/g) and EtOAc
(105.310 mg EQ/g) extracts. The determination of in vitro antioxidant activity: DPPH radical
scavenging capacity, ferrous ion chelation power (FIC), ferric ion reducing power (FRAP) and
B-carotene bleaching inhibitory activity (BCB) was performed by colorimetric methods. EtOH
extract and fraction showed the best antioxidant activities (DPPH, FRAP and BCB). In addition,
the antibiotic activity was also determined by the microdilution method in plates, at different
concentrations, by the minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal
concentration (MBC) and minimum inhibitory concentration to kill 50% (ICso) of the
Escherichia coli and Staphylococcus aureus strains. Non-polar compounds from the Hx extract
(7.81 ug/mL) and fraction (125 ng/mL) showed potential against E. coli strains. Hx and EtOH
extracts and fractions showed no activity against Aspergillus niger at different concentrations.
These samples tested at a concentration of 100 pg/mL did not show phytotoxic activity against
Cucumis sativus cucumber seeds. The determinations of relative percentage of germination
(RSG, %), relative percentage of root growth (RRG, %) and germination index (GI, %)
indicated that the samples were potentiators of germination and growth of cucumber roots. The
cytotoxic activity of the Hx and EtOH extracts and fractions, against Artemia sp. nauplii, at
concentrations from 12.5 to 100 pg/mL, revealed cytotoxicity of the Hx extract after 48 h of
exposure, with a mortality of 72.5% of individuals. The quality of the films, incorporated with
1, 2 and 4 mg of the Hx extract and fraction, was evaluated in terms of water vapor permeability

(WVP), water solubility (S) and color. The smallest WVP (0.203 g/m? day atm) was registered



in the Hx fraction. The Hx extract and fraction were soluble in water. For color coordinates (L*,
a* and b*), the Hx extract and fraction showed color in the white/red/yellow range. Thus,
extracts and fractions of the ochrophyte L. variegata and the compounds present in them have

compounds endowed with the biological activities registered here.

Keywords: chromatographic profile; antioxidants; antimicrobials; edible films.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de vegetais para fins medicinais e alimentares constitui uma prética
milenar da fitoterapia e gastronomia orientais, que tradicionalmente empregam associacdes de
vérias plantas como medicamentos e/ou ingrediente ou condimento nas preparagdes culindrias.
Neste grupo de vegetais, incluem-se as algas marinhas, cujos usos tém se ampliado devido ao
seu valor nutritivo (DAI et al., 2022; MATOS; NOVELL; TRIBUZI, 2022).

As macroalgas marinhas sdo fontes importantes de diversos compostos orginicos e
inorganicos, como polissacarideos sulfatados, lipidios, &4cidos graxos poli-insaturados,
proteinas, dcidos organicos, vitaminas, minerais € muitos oligoelementos. A variedade de
moléculas oriundas do metabolismo secundario desses organismos tem despertado o interesse
de pesquisadores com o objetivo de extrair, isolar e caracterizar substancias com potencial de
aplicagdo biotecnoldgica nas industrias de alimentos, farmacéutica e de cosméticos (LI; YANG;
LI 2017; MAGWAZA; ISLAM, 2023; SANTOS et al., 2023).

A sintese de biomoléculas nas macroalgas marinhas estd diretamente relacionada
as condi¢des ambientais. O ambiente marinho costeiro esta sujeito a variagdes de temperatura,
salinidade e nutrientes ao longo do dia. Tais variagdes ocorrem naturalmente no ambiente,
principalmente em decorréncia do movimento das marés. Somadas as elas, ainda ha alteragdes
nos elementos presentes na dgua e, mais recentemente aquelas associadas a atividades
antropogénicas, como a poluicao por microplasticos. Assim, as macroalgas marinhas e muitos
outros organismos vivos passam por multiplos processos de adaptagdo, incorporando elementos
presentes na dgua e sintetizando moléculas em resposta as condi¢des do ambiente (HOU et al.,
2023; URREA-VICTORIA et al., 2023).

Quando isoladas, essas biomoléculas fornecem ingredientes bioativos que podem
ser utilizados na formulacdo de produtos alimenticios, além de poderem ser utilizadas como
aditivo alimentar, agente emulsificante e estabilizante, aumentando a vida util dos alimentos ao
evitar a oxidagdo (CHINTALE ASHWINI et al., 2013; PADOL et al., 2022). A carragenana,
por exemplo, um polissacarideo sulfatado extraido de macroalgas vermelhas, tem total
aproveitamento da sua biomassa na industria de alimentos, podendo ser utilizada na elaboracao
de filmes e embalagens bioativas devido as suas caracteristicas ndo téxicas, biodegradaveis e
biocompativeis (KANATT et al., 2015; SURYANTO et al., 2023; WANG et al., 2023).

Muitas das moléculas presentes nas macroalgas marinhas atuam como
antioxidantes prevenindo a deterioragdo celular em condi¢des de estresse oxidativo.

Carotenoides, pigmentos, polifendis, enzimas e diversos polissacarideos funcionais tiveram
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suas atividades antioxidantes relatadas na literatura e uma infinidade de compostos
antioxidantes ainda estdio sendo investigados para fins biotecnolégicos (ARAUJO et al., 2020;
CATARINO et al., 2023; GHEDA et al., 2023; PRADHAN; KI, 2023).

Outra demanda crescente no campo da industria farmacéutica é a busca por novas
moléculas com potencial antimicrobiano a partir de produtos naturais marinhos, tendo em vista
o surgimento e a dissemina¢cdo de micro-organismos resistentes aos antibidticos conhecidos.
Peptideos, terpenoides, esterdis, polissacarideos, alcaloides, entre outros grupos quimicos, sao
conhecidos por apresentarem caracteristicas antiflingicas e antibacterianas e tém sido
investigados em macroalgas marinhas (SANTOS et al., 2023; THAWABTEH et al., 2023).

Para a saude humana, além das atividades antioxidantes e antimicrobianas
supracitadas, as macroalgas oferecem diversas outras atividades biolégicas como acdo anti-
inflamatéria (FERNANDO et al., 2019; JE et al., 2021), anti-neuroinflamatéria (HAN et al.,
2021; KO et al., 2021; PANGESTUTI; KIM, 2011), antialérgica (KIM et al., 2020),
antidiabética (ISMAIL et al., 2020; RENITTA et al., 2020;), anticiAncer (BAKUNINA et al.,
2023; PALANISAMY et al., 2018; PRAIBOON et al., 2018), anticoagulante (MANGGAU et
al., 2022), antiviral (SUN et al., 2020; YIM et al., 2021), anti-hipertensiva e antiobesidade
(PREEZ et al., 2021; SURABHI et al., 2021), sendo, por isso, consideradas um reservatério de
compostos bioativos com indmeras aplicacgoes.

E factivel reconhecer a importincia de se investigar os produtos naturais presentes
nas macroalgas marinhas, tanto pelo potencial de aplicagdo, quanto pela escassez de
informacdes sobre a ficoflora brasileira.

Desse modo, este trabalho teve como objetivo geral caracterizar preliminarmente
as principais classes de compostos presentes na macroalga marinha parda Lobophora variegata,
coletada na Praia de Paracuru-Ceard, e avaliar seu potencial biotecnoldgico. Extratos
preparados com solventes de polaridades diferentes e fracdes obtidas por cromatografia de
coluna foram avaliados especificamente quanto aos teores de compostos fendlicos totais e de
flavonoides (flavondis e flavonas do subgrupo luteolina), quanto as atividades antioxidante,
antibacteriana, antifingica, fitotoxica contra sementes de pepino aodai (Cucumis sativus),
citotoxica contra nduplios de Artemia sp. e também com relagdo a sua incorporagdo em matrizes

de carragenana para elaboragdo de filmes comestiveis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Macroalgas marinhas

As algas marinhas sd3o organismos aqudticos, autotroficos e fotossintetizantes,
dotados de diferentes tipos de clorofila (a, b, c € d) e pigmentos acessorios, como carotenoides
(carotenos e xantofilas) e ficobiliproteinas, que auxiliam na capta¢do de energia luminosa, a
qual € transferida para o sitio de reagdo fotossintética na clorofila a. Todas as macroalgas
possuem clorofila a, mas podem apresentar diferentes pigmentos acessorios, sendo
classificadas como: Cyanophyta (algas azuis) que possuem clorofila a e as ficobiliproteinas
(ficocianinas e ficoeritrinas), como pigmentos acessorios; Chlorophyta (algas verdes) que
possuem clorofilas a e b como principais pigmentos; Rhodophyta (algas vermelhas) que
possuem clorofilas a e d e as ficobiliproteinas (ficocianinas e ficoeritrinas), sendo a ficoeritrina
a principal ficobiliproteina; e Ochrophyta (algas pardas ou marrons) que possuem clorofilas a
e ¢ e fucoxantina (xantofila) como principal pigmento carotenoide (DOUGLAS; RAVEN;
LARKUM, 2003; GRAHAM; WILCOX, 2009; LEE, 2008; SOUSA, 2017; TEIXEIRA, 2013).

O corpo das macroalgas marinhas €é usualmente multicelular, chamado de talo, com
grande diversidade morfoldgica, sendo uma importante caracteristica para sua classificacao.

A diversidade das algas estd diretamente relacionada com sua ampla distribuicao
em diferentes ambientes marinhos e costeiros. Elas estdo na base da cadeia alimentar, sendo as
principais produtoras primdrias de oxigénio molecular nos mares e oceanos (SAHOO;
BAWEIJA, 2015). Desempenham importantes funcdes ecoldgicas em seu habitat, sendo
responsaveis pela ciclagem de nutrientes e de carbono, sequestro de particulas organicas,
formacdo e manutencdo dos recifes de corais (GHILARDI-LOPES; HADEL; BERCHEZ,
2012; SPILLIAS et al., 2023).

As algas marinhas sdo parte importante da culindria tradicional dos povos orientais,
sendo consumidas como alimento e consideradas fonte de carboidratos, fibras soluveis,
proteinas, lipidios, dcidos graxos essenciais, antioxidantes, pigmentos, vitaminas € minerais
(CAMARA, 2010; KUMAR; TARAFDAR; BADGUJAR, 2021; MATOS; NOVELLI;
TRIBUZI, 2022). Muitas das moléculas encontradas nas algas marinhas sao estruturalmente
diferentes e biologicamente ativas, sendo reconhecidas por apresentarem inimeras atividades
contra bactérias, fungos, protozodrios, virus e helmintos e, também, por atuarem na prevencao
de doencas como diabetes, tuberculose, hipercolesterolemia, arteriosclerose, hipertensido e

cancer (EL KHALLOUFI; OUDRA, 2023; MAYER et al., 2020; PRADHAN; KI, 2023).
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Estas descobertas tém contribuido para ampliar o interesse na producdo de muitos produtos
industriais, medicinais, farmacéuticos e comerciais a base de algas e de seus metabdlitos

(BOUKID; CASTELLARI, 2023).

2.1.1 Macroalgas marinhas pardas

As algas pardas da Classe Phaeophyceae sdo organismos multicelulares que podem
apresentar desde formas microscépicas até as gigantes kelps. Atualmente, essa classe €
composta por 2.118 espécies que estdo agrupadas em 285 géneros (GUIRY, 2023). A coloragdo
marrom deriva principalmente da presenca da xantofila fucoxantina, que mascara a cor verde
da clorofila a. Em sua parede celular, sdo encontrados celulose, alginatos e fucoidina, esses
ultimos conferem a flexibilidade dessas algas. Possuem uma ampla variedade de moléculas com
propriedades biolégicas importantes, como policetideos, polissacarideos, &cidos graxos,
esterois, terpenoides e florotaninos (CARROLL et al., 2023; GRAHAM; WILCOX, 2009;
SANTOS et al., 2023; VO; KIM, 2013).

As ocrofitas sdo encontradas no habitat marinho, em costdes rochosos, e se fixam
ao substrato por meio de rizoides. As espécies desse tdxon sdo as mais abundantes em ambientes
frios e polares (KONSTANTIN et al., 2023).

Os teores dos compostos biologicamente ativos presentes nas algas marinhas pardas
podem variar dependendo da estacio do ano, ciclo de vida e condi¢cdes do habitat
(OBLUCHINSKAYA et al., 2023).

A variedade de compostos presentes nas algas marinhas pardas é conhecida e
destacada na literatura. Konstantin et al. (2023), usando técnicas de fluorescéncia (raio-x) e
espectrometria (emissido atdomica), estudaram a composicdo elementar das macroalgas pardas
do norte da Russia, tendo constatado predominancia de acidos graxos saturados em todas as
espécies estudadas.

Shin et al. (2023) realizaram ensaios clinicos com 232 participantes e concluiram
que as macroalgas pardas apresentaram efeito positivo tanto na redu¢do de biomarcadores de
dislipidemia, coleterol total e teor de lipoproteina de baixa densidade (LDL), quanto na
elevacdo do teor de lipoproteina de alta densidade (HDL). Observac¢des semelhantes foram
relatadas por Aoe et al. (2021), que confirmaram diminuicdo significativa nos niveis de
colesterol LDL e de iodo em individuos que consumiram Laminaria japonica em p0, durante

oito semanas. Tais resultados foram atribuidos as caracteristicas e as funcdes de difusdo dos
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polissacarideos na dgua, que retiveram o colesterol e outros compostos fisiologicamente ativos
e relevantes, impedindo a absorc¢do de lipidios no trato gastrointestinal.

A xantofila fucoxantina, isolada das macroalgas pardas, apresenta indmeros
beneficios para a saide humana. Sua caracteristica anti-inflamatéria desperta o interesse da
inddstria farmacéutica (SRAVYA; MOHAN; SRIVANI, 2023). Fracdes mais puras de
fucoidanos, isolados da macroalga marinha parda Alaria angusta, apresentaram efeito
quimiopreventivo e ndo citotdxico para linhagens de células epidérmicas normais de
camudongo (JB6-CI41) e também inibiram a formagao de colonias de melanoma humano (SK-
MEL-28) in vitro (ZUEVA et al., 2023).

A Figura 1 exemplifica algumas classes de compostos quimicos encontrados em

macroalgas marinhas pardas.

Figura 1 — Fluxogramas das classes de compostos encontrados nas macroalgas marinhas pardas.

Macroalga parda

| |

Compostos inorginicos Compostos orginicos

| Compostos nitrogenados | | Compostos lipofilicos | Carboidratos

!—‘—\

| Proteinas | | Aminoacidos livres |

| Celulose | | Alginatos | l Fucoidano | |Laminarana| | Manitol I

Pigmentos | Lipidios | | Polifenois |

I |

| Clorofilas | | Carotenoides | | Lipidios |

o] [<]

Fucoxantina

Fonte: Adaptado de KONSTANTIN et al. (2023).

A macroalga marinha parda, Lobophora variegata, é bastante investigada. Em uma
busca simples no Google académico, plataforma de artigos académicos, foram encontrados

4.620 artigos relacionados a esta espécie, discorrendo sobre um amplo espectro de atividades
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bioldgicas. Recentemente, as atividades bioldgicas mais importantes dos compostos presentes
em espécies do género Lobophora sdo anticancer, antioxidante, antimicrobiana e antiftingica
(PALANIAPPAN et al., 2022; THAWABTEH et al., 2023); os efeitos inibitorios da atividade
da tirosinase e da melanogénese induzida pelo hormonio alfa-estimulante dos melandcitos
(a-MSH), em células de melanoma (B16F10) (CHOOSUWAN et al., 2023); os efeitos dos
fitocompostos isolados no tratamento contra o virus da imunodeficiéncia humana
(MANDHATA; SAHOO; PADHY, 2023), além de outras atividades citadas nos resultados

dessa busca.

2.1.2 Macroalga marinha parda Lobophora variegata

As macroalgas marinhas pardas do género Lobophora J. Agardh pertencem a
familia Dictyotaceae, sdo distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do globo em
profundidades que variam de 1 m a 36 m, com talos pequenos e de morfologia simples
(CAMACHO et al., 2019; GUIRY, 2023; VIEIRA et al., 2017; VIEIRA et al., 2021).

A espécie L. variegata (J. V. Lamouroux Womersley ex E. C. Oliveira) € a mais
representativa do género. Os espécimes de L. variegata sdo relativamente pequenos, com
laminas curtas, manchas irregulares na superficie das folhas e de coloracdo marrom escuro.
Quando comparada com outras macroalgas da mesma familia, como Padina gymnospora, é
observada uma estrutura mais rigida no seu talo (SOUSA, 2017). Elas crescem fixas aos
substratos sendo um componente fundamental de recifes de corais e servem de abrigo para
muitas espécies de invertebrados e larvas de animais marinhos (GRAHAM; WILCOX, 2009;
VIEIRA et al., 2019; VIEIRA et al., 2021).

As espécies desse gé€nero sdo produtoras de uma variedade de moléculas de
interesse biotecnoldgico. Dentre suas propriedades, destacam-se as atividades antimicrobianas,
antioxidantes, anti-inflamatérias e antitumorais (MOO-PUC; ROBLEDO; FREILE-
PELEGRIN, 2009; SATHYASEELAN; MURUGESAN; SIVAMURUGAN, 2015;
THAWABTEH et al., 2023).

Vieira et al. (2016) ratificaram que a ocrdfita L. variegata produz e/ou acumula
uma variedade de metabdlitos secundérios com propriedades antimicrobianas, capazes de
influenciar o microbioma dos corais e sofrer estresse alelopético, quando individuos dessa
espécie crescem fixos em seus substratos.

Alcivar-Mendoza et al. (2021) observaram que nos meses de maior precipitagao,

houve um aumento nos niveis de nutrientes ao longo da costa equatoriana e,
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concomitantemente, uma maior cobertura de L. variegata. Esta ampla cobertura de macroalgas
pardas, principalmente L. variegata, afetou os corais negativamente de varias maneiras, diretas
e indiretas, pois danificaram os individuos adultos por meio de abrasdo, sombreamento e
alelopatia (SPIERS; FRAZER, 2023).

Terpenoides, policetideos e derivados fenolicos foram relatados na literatura como
compostos comumente encontrados no género Lobophora. Gutiérrez-Cepeda et al. (2015) e
Vieira et al. (2016) isolaram de L. variegata e L. rosacea, compostos com propriedades
antimicrobianas e substancias aleloquimicas, respectivamente. Apesar das duas espécies terem
os mesmos compostos (loboforendis, lobofordis ou loboforenonas), essas moléculas
apresentaram respostas bioldgicas diferentes.

O fucosterol, esteroide isolado de L. variegata, apresentou atividade contra
Escherichia coli superior a da neomicina, usada como controle positivo. Seus derivados,
fucosterol-9 e fucosterol-10, foram ainda mais ativos. O primeiro exibiu atividade contra cepa
de Klebsiella pneumoniae, apresentando concentracao inibitéria minima (CIM) de 0,479 mM;
o fucosterol-10, por sua vez, foi mais ativo contra cepas de Streptococcus mutans e
Pseudomonas aeruginosa com CIM de 0,465 mM (SILVA et al., 2023).

As loboforinas, macrolideos espirotetronatos glicosilados com significantes
atividades citotoxica, anti-inflamatéria e antibacteriana, foram encontradas em associacao de
actinobactérias com organismos marinhos. A loboforina K, isolada de Streptomyces em
associacdo com o coral de dgua fria Lophelia pertusa, demonstrou acdo contra linhagens de
células tumorais (carcinoma pancredtico e adenocarcinoma de mama) e também apresentou
atividade antibidtica moderada e seletiva contra bactérias Gram positivas patogé€nicas. As
loboforinas A e B, por sua vez, foram obtidas de caldos de fermentagdo de um actinomiceto
marinho incomum, com baixo indice de similaridade (0,138) com seu género mais proximo,
Streptomyces, 1solado da superficie de L. variegata, e apresentaram atividade anti-inflamatdria
e capacidade de reduciao de edema em modelo animal. A loboforina CR1, descoberta na Costa
Rica, juntamente com as loboforinas A e B, foram capazes de causar a morte celular de duas
linhagens de carcinoma oral escamoso (OLIVEIRA; PAULA; PUPO, 2023).

Polissacarideos brutos isolados de L. variegata e de outras ocrofitas (Turbinaria
decurrens, Stoechospermum marginatum e Sargasssum plagiophyllum) apresentaram atividade
antioxidante e anti-inflamatoria, inibindo as isoformas da ciclo-oxigenase (COX-1 e COX-2) e
da lipoxigenase (5-LOX) e atenuando citocinas anti-inflamatdrias (mensageiro quimico para
regulacdo do sistema imune) em macréfagos de linhagem de mondcitos humano (THP-1)

(CHAKRABORTY; THAMBI; DHARA, 2023).
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Outro polissacarideo sulfatado isolado de L. variegata, o galactofucano, apresentou
atividade inibitdria da transcricdo reversa do virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1) em
94% (MANDHATA; SAHOO; PADHY, 2023).

Em um estudo realizado por Kurinjery e Kulanthaiyesu (2022) com treze espécies
de macroalgas pardas, coletadas ao longo da costa do Golfo de Mannar, a atividade
antioxiadante da fucoxantina isolada de L. variegata apresentou ICso de 1,58 pg/mL. Como
houve diferenca na bioatividade das fucoxantinas isoladas, os autores sugeriram que isso pode
estar relacionado a forma estrutural, considerando que as fucoxantinas com isomeria
geométrica cis apresentaram mais afinidade de ligacdo, enquanto as com isomeria trans
exibiram mais bioatividade e citotoxicidade.

Devido a riqueza e a variedade de compostos fenodlicos, flavonoides, fendis,
saponinas e as inumeras atividades bioldgicas relatadas para essas moléculas, como anticancer
(KURINJERY; KULANTHAIYESU, 2022), anticoagulante (VO; KIM, 2013),
anticolinesterase (BIANCO er al., 2015), anti-inflamatéria (CHAKRABORTY; THAMBI,
DHARA, 2023), antileishmaniose (FREILE-PELEGRIN et al., 2008), antimicrobiana
(PALANIAPPAN et al., 2022), antioxidante (BIANCO et al., 2015; CHAKRABORTY;
THAMBI; DHARA, 2023) e antiprotozodrio (ESTRELLA-PARRA et al., 2022), o interesse
dos pesquisadores pelas macroalgas pardas foi despertado e tem crescido progressivamente
(KURINJERY; KULANTHAIYESU, 2022).

Virios autores estudaram a taxonomia, morfologia e composicdo quimica da
L. variegata ao longo dos anos e mesmo assim, relativamente pouco ainda se sabe sobre a
biodiversidade de compostos presentes nessa espécie. Embora um nimero considerdvel de
espécies pertencentes ao género Lobophora ja tenha sido identificado, existem poucos relatos
sobre suas investigacdes quimicas, fazendo-se necessario que a busca por novas moléculas seja
continua. Oliveira-Filho (1977) fez o primeiro relato de L. variegata na costa brasileira através

de estudos de identificacdo de espécies.

2.2 Compostos fenolicos

As algas sdo conhecidas por produzirem grandes quantidades de metabdlitos
secunddrios contra varios tipos de micro-organismos patogénicos. Dentre as moléculas
bioativas, destacam-se os polissacarideos, polifendis, lectinas, proteinas, vitaminas, peptideos,
acidos graxos poli-insaturados e pigmentos (AFZAL et al., 2023). Essas evidéncias recentes

sugerem a existéncia de uma infinidade desses compostos com atividade descrita a partir de
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diferentes mecanismos de acdo. Assim, a busca por novas moléculas com alto rendimento e
com aplicagdo biotecnoldgica tem sido o objetivo de constantes investigacoes.

Os compostos fendlicos sao antioxidantes naturais amplamente distribuidos na
natureza e encontrados na maioria dos tecidos vegetais. Eles s@o sintetizados pelas vias do dcido
chiquimico e fenilpropanoide e desempenham importante papel na evolu¢do dos vegetais,
atuando em seu crescimento e reproducdo. No reino vegetal, esses compostos sao originados
do metabolismo secundario em resposta a diferentes condicdes de estresse como infecgdes,
ferimentos, radiacdo ultravioleta e ataque de parasitas (CABRERA—CARRI()N et al., 2017,
NACZK; SHAHIDI, 2004; ROSA et al., 2019).

Esses compostos possuem estrutura simples ou complexas, anel aromético de
carbono com um ou mais substituintes hidroxilicos e/ou grupos funcionais. Fazem parte da
estrutura de proteinas, alcaloides e terpenos. Muitos compostos fendlicos sdo relatados na
literatura, destacando-se os flavonoides, dcidos fendlicos, fendis simples, taninos, tocoferdis,
estilbenos, cumarinas e lignanas (ANGELO; JORGE, 2007; LEE et al., 2005; SHAHIDI;
NACZK, 1995; SILVA et al., 2010).

Segundo a revisdo de Sun e Shahrajabian (2023), os compostos fendlicos perdem
apenas em abundancia para os carboidratos, contudo, exibem uma grande variedade de
estruturas, desde fendis simples até estruturas mais complexas. Os autores consideram que os
compostos fendlicos e os flavonoides sdo potenciais substitutos de agentes bioativos para a
industria farmacéutica, pois promovem a saide humana, previnem e curam diversas doengas.
Tal fato tem sido associado as inimeras propriedades bioativas e, embora ndo sejam nutrientes,
a ingestao dietética fornece efeitos protetores a saide (ROSA et al., 2019).

A diversidade quimica e a resposta bioldgica desses compostos sdo descritas na
literatura. De acordo com a revisdo de Khoddami, Wilkes e Roberts (2013), a extracdo de
compostos fendlicos € um passo critico apds a preparacdo da amostra. A eficiéncia da extragdao
¢ influenciada diretamente pela metodologia e solvente utilizados (PARYS et al., 2007,
SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). Observacdes semelhantes foram feitas por outros
pesquisadores, ao afirmarem que o solvente puro com alta polaridade ou a mistura de solventes
tem influéncia direta sobre os rendimentos dos compostos fendlicos extraidos de algas marinhas
(LI; YANG; LI, 2017; SOTO-GARCIA; ROSALES-CASTRO, 2016). Os resultados da
extracdo com diferentes solventes, encontrados por Sousa (2017), também mostraram maiores
teores de compostos fendlicos totais e de flavonoides nos extratos etanolicos.

A sintese de compostos fendlicos em macroalgas marinhas sofre influéncia de

fatores ambientais como distribuicdo e localizacdo no ambiente, exposicdo a radiacdo
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ultravioleta e predacdo (FARASAT et al., 2014). Os florotaninos, um importante grupo de
compostos polifendlicos, emergiram como poderosos compostos quimiopreventivos e
quimioprotetores, regulando as vias de morte celular apoptética in vitro e in vivo (PRADHAN;

KI, 2023).

2.3 Atividades biologicas

2.3.1 Atividade antioxidante

Os mecanismos de oxidacao celular oriundos do metabolismo humano sao uma das
principais causas de doencas relacionadas a velhice. As diversas reacOes oxidativas que
ocorrem durante o processo de respirac¢do celular levam a formacao de radicais livres, os quais
apresentam um ou mais elétrons desemparelhados em sua camada de valéncia, tornando-os
espécies instdveis, de vida curta e altamente reativos (SADIQ, 2023). Quando em excesso,
causam danos irreversiveis as células. Doencas cardiovasculares, mal de Alzheimer, tumores,
além do envelhecimento precoce, sdo consequéncias inevitaveis da acao de espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio, as chamadas ERONs (SIKORA et al., 2008).

ERONs sdo moléculas altamente reativas, neutras, de vida curta e instaveis,
contendo oxigénio (superdxido, radical hidroxil, radical peroxil, oxigénio singlete, peroxinitrito
ou peroxido de hidrogénio) ou nitrogénio. Sdo benéficas em baixas concentragdes, pois regulam
0s processos bioquimicos nas células, desempenhando importantes fun¢des biolégicas, como
controle da pressdao sanguinea, sinalizacdo celular, apoptose, fagocitose ao eliminar o agente
agressor, fertilizacdo de ovos e amadurecimento de frutos (MENSAH er al., 2023;
VASCONCELOS et al., 2007).

Contudo, mudangas no balango redox dos sistemas biologicos podem causar
estresse oxidativo nas células sauddveis, aumentando a liberacdo desses radicais livres e
desencadeando o surgimento de vérias doencas (MENSAH er al., 2023; SCHAFER;
BUETTNER, 2001). ERONs reagem com os elementos constituintes da célula (dcidos
nucleicos, proteinas, lipidios, enzimas e outras pequenas moléculas), causando vérias doengas
degenerativas, como cancer, doengas cardiovasculares, artrite reumatoide, catarata, declinio do
sistema imunoldgico, doencas hepdticas, diabetes mellitus, insuficiéncia renal, disfuncao
cerebral e envelhecimento (HALLIWELL; GUTTERIDGE; CROSS, 1992; MENSAH ef al.,
2023; VINAYAK; SABU; CHATTERIJI, 2011).
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Entretanto existem substancias que atuam na defesa do organismo e sdo capazes de
atrasar, reduzir ou impedir danos as células durante a acdo de agentes oxidantes — os
antioxidantes. Seu mecanismo de acdo envolve a neutralizagdo ou elimina¢do dos radicais
livres, reduzindo as reagdes com os lipidios e as proteinas (BASTOS; ROGERO; AREAS,
2009). O corpo humano os produz e/ou os absorve através da dieta alimentar. o-Tocoferol
(vitamina E), B-caroteno (provitamina A), fucoxantina (xantofila), dcido ascérbico (vitamina
C) e compostos fendlicos, com destaque para os flavonoides e florotaninos, sdo exemplos de
substancias com alta capacidade antioxidante (ARUNKUMAR et al., 2023; BAKUNINA et
al., 2023; PHANG et al., 2023; PIETTA, 2000).

Butil hidroxianisol (BHA) e butil hidroxitolueno (BHT) sdo compostos fendlicos
usados como antioxidantes sintéticos na industria alimenticia, cujos limites sdo regulamentados
por normas especificas. Os efeitos colaterais nocivos destes aditivos alimentares estdo
associados a potencial citotoxicidade, sendo considerados perigosos a saude humana
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; GOIRIS et al., 2012; ORSINE; OLIVEIRA;
MENDES, 2023; VALENTAO et al., 2002; WIJESEKARA et al., 2011).

As preocupacdes advindas dos possiveis efeitos colaterais associados ao uso de
antioxidantes sintéticos levaram uma comiss@o europeia a produzir material cientifico sobre a
seguranga e eficicia do BHA como aditivo alimentar para todas as espécies animais (RYCHEN
et al., 2018). Alimentos com teores de lipidios mais elevados necessitam de uma maior
quantidade de antioxidantes para evitar a formagao de per6xidos. Costa et al. (2022) analisaram
84 alimentos desidratados para cdes e gatos. Dentre eles, apenas um apresentou antioxidante
sintético superior ao permitido pela Instrucao Normativa MAPA N° 42 de 16/12/2010 (até 150
mg/kg de racdo). A concentragdo maxima permitida desses aditivos, seja para humanos ou
animais, deve ser respeitada a fim de garantir a estabilidade do produto e prevenir que o
consumo seja excedido, evitando os efeitos colaterais oriundos do excesso de uso.

As controvérsias existentes quanto ao uso de antioxidantes sintéticos despertaram
o interesse da ciéncia pela busca de substincias naturais com potencial a¢do antioxidante,
capazes de inibir ou retardar a oxidagc@o sem causar efeitos colaterais. Diante do que foi exposto,
as macroalgas marinhas surgem como fonte alternativa de biomoléculas com intimeras
propriedades bioldgicas.

Produtos naturais, como alcaloides, flavonoides, terpenoides, esteroides e fendis,
extraidos de diferentes espécies de algas, apresentam diversas propriedades farmacolégicas,
incluindo funcdes antioxidantes e antidiabéticas. Flavonoides possuem atividade

antimicrobiana e antioxidante, pois destroem os radicais livres (ABO-SHADY et al., 2023).
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Dang et al. (2018) avaliaram o potencial antioxidante de extratos etandlicos a 70%
de seis espécies de macroalgas pardas, Sargassum vestitum, S. linearifolium, S. podocanthum,
Phyllospora comosa, Padina sp. e Hormosira banksii, tendo concluido que os extratos de
H. banksii, S. vestitum e Padina sp. apresentaram atividade antioxidante significativamente
maior do que as outras espécies analisadas e do que os controles positivos (BHT, &cido
ascorbico e alfa-tocoferol), nas concentragdes de 0,06 a 1 mg/mL. Os autores destacaram que
os compostos fendlicos totais (CFT) e a fucoxantina foram os principais responsaveis pela
atividade antioxidante dos extratos.

A atividade antioxidante também pode ser avaliada pela presenca de compostos
com poder redutor de fons férricos (FRAP). Vega et al. (2020) observaram maior FRAP nos
extratos hidroetandlicos das macroalgas Halopithys incurva, Treptacantha abies-marina e
Fucus spiralis, coletadas na natureza, do que naqueles de macroalgas cultivadas. Lee, Park e
Lee (2020) encontraram maior FRAP no extrato de Sargassum nigrifolium, dentre todas as
macroalgas marinhas pardas analisadas.

Arunkumar et al. (2023), em ensaios bioldgicos in vitro, avaliaram o potencial
antioxidante do chd (Camellia sinensis), preparado por decoc¢do com as macroalgas pardas
Dictyota dichotoma, Padina gymnospora, Sargassum wightii e Turbinaria conoides. O maior
rendimento foi registrado para o chd suplementado com S. wightii (1,548 £ 1,512 mg/g peso
seco), e todos eles apresentaram atividade quanto ao sequestro do radical DPPH e ao FRAP. Os
chds apresentaram coloragdo marrom por causa da fucoxantina, xantofila responsdvel pela
atividade antioxidante, segundo os autores.

Neste contexto, as macroalgas pardas se destacam por conterem compostos
bioativos em seus extratos e por apresentarem atividades antioxidantes importantes tanto in
vitro como in vivo (AGUIAR et al., 2022). Os compostos fendlicos sdo os principais
componentes bioativos determinados nos extratos de diferentes algas e provaram exercer
atividades antioxidantes significativas. Suas propriedades bioldgicas estao bem fundamentadas
na literatura, mas, mesmo assim, para que novos compostos sejam investigados e suas

eficiéncias de extragdo sejam melhoradas, mais estudos devem ser realizados.

2.3.2 Atividade antimicrobiana

Os micro-organismos habitam a Terra hd milhdes de anos. A coexisténcia de micro-

organismos com a espécie humana revela relacdes benéficas e maléficas. Muitos micro-

organismos sao responsdveis por diversos tipos de patologias e, ao longo dos anos, tem se
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observado um aumento no nimero de infec¢des causadas principalmente por bactérias, sendo
consideradas verdadeiras armas bioldgicas devido a ameaga a satude publica. Apesar do
progresso no campo da medicina humana, a resisténcia a antimicrobianos tornou-se um
problema global (OMS-OPAS, 2022; SANCHES et al., 2020).

Desde a descoberta da penicilina em 1928 por Alexander Fleming, o uso de
antibidticos no tratamento de diversas doencas infecciosas, muitas vezes de forma
indiscriminada e descontrolada, levou ao surgimento de linhagens bacterianas resistentes, se
tornando um grave problema da atualidade. Assim, muitos pesquisadores comegaram a
investigar os organismos marinhos com o propdsito de buscar novas drogas, dotadas de elevada
eficiéncia, baixa nocividade e capazes de inibir o crescimento de micro-organismos sem
conferir-lhes resisténcia (CABRAL et al., 2011; CARVALHO et al., 2021).

Biomoléculas de macroalgas marinhas com potencial farmacolégico vém sendo
estudadas como alternativa ao uso de antimicrobianos sintéticos. Karkhaneh Yousefi et al.
(2020) avaliaram quatro espécies de ocroéfitas (Dictyota indica, Padina tenuis, Colpomenia
sinuosa e lyengaria stellata), frente as bactérias Gram-negativa Escherichia coli e Gram-
positiva Staphylococcus aureus. Os autores também quantificaram o teor de fucoxantina nessas
espécies de algas, tanto no verdo quanto no inverno, e constataram que D. indica apresentou a
maior quantidade de fucoxantina, tanto no verdao quanto no inverno, 462,79 ¢ 210,72 pg/g,
respectivamente, quando comparada as outras espécies e, consequentemente, maior atividade
antimicrobiana contra as duas bactérias, com halo de inibi¢do maximo de 18,26 mm.

A relacdo entre o teor de fucoxantina e a atividade antimicrobiana foi observada por
Oliyaei e Moosavi-Nasab (2021), em extratos de macroalgas pardas coletadas na Costa do
Golfo Pérsico no Ira. O extrato metanol/acetona de Cystoseira indica exibiu atividade inibitéria
sobre o crescimento das bactérias Gram-negativa E. coli e Gram-positiva S. aureus, enquanto
o de Sargassum angustifolium apresentou fraca atividade antimicrobiana. De acordo com os
autores, apesar dos extratos de C. indica e S. angustifolium apresentarem teores de fucoxantina
muito préximos, 0,68 mg/g e 0,70 mg/g, respectivamente, o potencial de inibicao foi diferente.

No estudo sobre a composicao fitoquimica do extrato metanol:4gua da macroalga
parda Sargassum sp., coletada no Mar Vermelho, Ardbia Saudita, Alreshidi et al. (2023)
identificaram quatro compostos majoritarios: composto A: 2-pentadecanona, 6,10,14-trimetil-;
composto B: dcido hexadecendico; composto C: dcido n-hexadecandico éster metilico; e
composto D: 4cido 1,2-benzenodicarboxilico € mono(2-etilhexil) éster. Os autores também
avaliaram as atividades antimicrobianas e antibiofilme contra cepas das bactérias

Staphylococcus epidermidis, S. aureus (cepas resistentes/sensiveis a meticilina), E. coli e
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Klebsiella pneumoniae e do fungo Candida albicans, e constataram a eficdcia do extrato bruto
contra todos 0s micro-organismos testados. Assim, eles atribuiram ao extrato bruto, as
potenciais atividades antimicrobianas e antibiofilme e aos compostos fitoquimicos presentes,
as propriedades farmacocinéticas semelhantes as de drogas sintéticas.

A atividade antibacteriana dos extratos das macroalgas marinhas Padina
distromatica, Sargassum boveanum e Caulerpa sertularioides foi avaliada pelo método de
difusdo em disco contra cepas de E. coli, Pseudomonas aeruginosa e S. aureus. Neste estudo,
foi possivel observar que o extrato aquoso apresentou o teor de polifendis mais elevado, porém
a maior zona de inibi¢do do crescimento bacteriano foi registrada para o extrato hexanico. O
extrato hexanico de S. boveanum mostrou maior atividade antibacteriana, sendo provével que
tais compostos sejam apolares e soliveis em n-hexano (EBRAHIMI et al., 2021).

A variedade de metabdlitos secundérios nas macroalgas marinhas foi tema de
destaque na pesquisa de Pérez, Falqué e Dominguez (2016), que relataram uma diversidade na
composi¢do dos compostos fendlicos e uma variag@o nas atividades bioldgicas (antibacteriana
e antioxidante). Moubayed et al. (2017) encontraram em extratos das macroalgas pardas
Sargassum latifolium e S. platycarpum atividade antifiingica baixa e moderada contra o fungo
diploide, Candida albicans, comumente encontrado na mucosa vaginal de mulheres. Alteracdes
no equilibrio desse fungo levam a sua proliferacdo e consequente aparecimento de sintomas
caracteristicos de candidiase, como coceira, secrecdo e ardéncia no local.

Na revisdo de Thawabteh et al. (2023), 56 compostos antifingicos € quarenta
antibacterianos, isolados de organismos marinhos, inclusive algas, foram mencionados. O
caulerprenylol B, isolado da cloréfita Caulerpa racemosa, apresentou excelente atividade, com
base na concentracdo inibitéria minima — CIMgo de 16 pg/mL, contra o fungo Trichophyton
rubrum, agente de infec¢des comuns como frieiras e coceiras. O lobophorolide, 1solado da
ocrofita Lobophora variegata, exibiu excelente atividade contra os fungos patogénicos Lindra
thalassiae (ICso de 0,135 ug/mL), Dendryphiella salina (ICso de 0,034 pg/mL) e cepas de
Candida albicans, selvagem e resistente a anfotericina (ICso de 1,3 e 0,5 pg/mL,
respectivamente). O isolauraldeido, isolado da rodofita Laurencia obtusa, apresentou atividade
antifingica contra C. albicans, Aspergillus fumigatus e A. flavus com valores de CIM de 70,
100 e 1.000 ug/mL, respectivamente.

Uma parte significativa das novas drogas que vém sendo investigadas tem origem
marinha e possui atividades antifiingicas e antibacterianas. O interesse cientifico pelas
propriedades antimicrobianas das macroalgas marinhas para a formulacio de novos farmacos é

crescente (SILVA et al., 2022).



44

2.3.3 Atividade toxicologica de substdincias de origem vegetal

Destacada nas se¢des anteriores, a constante busca por substancias naturais com o
propdsito de usé-las no tratamento de uma gama de doencas é repetidamente encontrada na
literatura. Indmeros processos biotecnolégicos para a obtencdo de novos farmacos sio
realizados, mas € preciso considerar que a produgdo de novos farmacos e, consequentemente,
seu uso em humanos e animais, exigem andlises rigorosas para elucidar os mecanismos de a¢ado
e as respostas das novas moléculas no organismo (CARVALHO et al., 2020).

Estudar o comportamento das substancias e os possiveis novos sitios bioldgicos que
elas possam atuar é um fator importante e decisivo para a quimica medicinal. Quando surge
uma nova substincia e/ou droga, o primeiro passo € avaliar a existéncia de toxicidade para se
conhecer o efeito do novo produto. Essa avaliacdo € feita através de bioensaios em laboratério
com culturas de células vivas ou com organismos-teste a fim de comparar o efeito dessa nova
substancia com uma substancia padrao conhecida (SHARIFIFAR et al., 2017).

A toxicologia ¢ definida como uma ciéncia que visa avaliar a sensibilidade de
diferentes tipos de organismos expostos a substincias quimicas, observando-se o efeito sobre a
sobrevivéncia, crescimento e reproducdo dos organismos testados (NEPOVIMOVA; KUCA,
2020; SOUZA; AQUINO; SILVA, 2020). Conhecer a composi¢do quimica das substancias e
seu papel no metabolismo ajudam a entender a sua influéncia na atividade toxicoldgica, a partir
da avaliacdo da reatividade no bioensaio e das interacdes farmaco-receptor (BOZOROV;
ZHAO; AISA, 2019; PATHANIA; NARANG; RAWAL, 2019).

Em ensaios de toxicidade de amostras de algas marinhas, comumente sao utilizadas
plantas e/ou sementes, devido a sua acentuada sensibilidade a algumas substancias, que podem
afetar seu desenvolvimento, crescimento € sobrevivéncia. Estes testes de ecotoxicidade com
vegetais sdo feitos pela avaliacdo da mortalidade das plantas apds um determinado periodo de
exposicao (dias) a uma substancia (VELINI; OSIPE; GAZZIERO, 1995).

Devido a riqueza em biomoléculas presentes nas algas marinhas, seus extratos t€ém
sido utilizados em culturas agricolas como bioestimulantes, melhorando o desempenho das
plantas e favorecendo o crescimento devido a sua baixa toxicidade, além de estimular a sintese
de biomoléculas nos frutos, garantido a qualidade da produgdo e dos cultivos sem agredir o
meio ambiente (KUMAR; SAHOO, 2011).

Extratos liquidos das macroalgas marinhas verdes (Ulva lactuca e Caulerpa
sertularioides) e pardas (Padina gymnospora e Sargassum liebmannii), nas concentracoes de

0,2%, 0,4% e 1%, foram testados como bioestimulantes na germinacdo e no crescimento de
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tomates (Solanum lycopersicum). Os resultados mostraram que as sementes tratadas com os
extratos de U. lactuca e P. gymnospora na concentracdo de 0,2% apresentaram as melhores
respostas sobre a taxa de germinacgdo, sugerindo que eles sejam utilizados como agentes
promotores da germinacdo das sementes e do crescimento das plantas de tomate
(HERNANDEZ-HERRERA et al., 2014).

O carvao vegetal tem sido utilizado como uma estratégia para melhorar a
degradacdo do solo causada pelo diéxido de carbono e para aumentar a produtividade das
plantagdes. No entanto, Shang et al. (2023) testaram o efeito da combinagdo do carvao vegetal,
originado das folhas de junco, com fertilizantes liquidos a base de algas. O objetivo dos autores
foi melhorar o crescimento de mudas de tomates em solos afetados por estresse abidtico. Para
tais andlises, os resultados revelaram que o carvdo vegetal, o fertilizante liquido de algas e a
combinagdo dos dois elevaram significativamente o peso seco dos tomates em 23,33%, 29,93%
e 63,606%, respectivamente. Além disso, os trés tratamentos melhoraram o estado do solo,
aumentaram significativamente a abundancia relativa das bactérias benéficas Pseudomonas sp.
e Azospira sp. na rizosfera do tomateiro, sendo considerados insumos efetivos para solos
afetados por 4cidos.

Fertilizantes naturais preparados com a macroalga parda Ascophyllum nodosum sao
conhecidos por apresentarem capacidade estimulante em plantas. Extratos de A. nodosum nas
doses de 2,5 L/ha, 5 L/ha e 10 L/ha foram aplicados por encharcamento do solo com o intuito
de avaliar o crescimento, a fisiologia, o rendimento e a qualidade de tomates. Das trés
concentragdes testadas, a de 5 L/ha melhorou significativamente o crescimento € os aspectos
fisiolégicos do tomateiro (altura da planta, 4drea foliar, massa seca da parte aérea e da raiz), além
de aumentar o nimero de frutos, a produtividade por planta e a produtividade por hectare.
Também foi observada uma melhoria na produgdo de biomoléculas presentes no tomate (sélidos
soluveis totais, teor de dcido ascorbico, licopeno e acticares totais) garantido melhor qualidade
do fruto (SUBRAMANIYAN et al., 2023).

Sementes de brdcolis tratadas com o extrato de A. nodosum apresentaram
desempenho superior quando comparadas com aquelas tratadas com o extrato da rodoéfita
Solieria sp. Doses maiores do extrato da macroalga parda promoveram um aumento linear na
quantidade de eletrélitos liberados pelas membranas das sementes. Por sua vez, o extrato da
macroalga vermelha apresentou resultado diferente, ou seja, uma relacdo inversa na
concentragdo de 2 mL/L. Outro registro que mereceu destaque para ambos os extratos foi o fato
de que, ap0ds a germinacdo das sementes, a medida que as doses aumentavam, o envelhecimento

foi acelerado. Os extratos de A. nodosum nao apresentaram potencial toxicolégico mesmo nas
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concentracdes mais elevadas, coincidindo com as maiores médias de crescimento das raizes
(VIEIRA; SILVA; SILVA, 2023).

Extratos da ocroéfita Sargassum vulgare, aplicados por imersao e por pulverizagao,
foram utilizados como estimulante natural para o crescimento do rabanete Raphanus sativus. A
pulverizacdo das folhas apresentou resultados superiores quanto ao crescimento vegetativo,
rendimento e qualidade nutricional dos rabanetes, em comparacdo ao método de imersdo.
Assim, o extrato de S. vulgare pode ser considerado como uma fonte promissora de fertilizantes
naturais para a produgdo agricola MAHMOUD et al., 2019).

Embora os bioensaios toxicoldgicos com sementes ou organismos de fisiologia
rudimentar sejam relativamente menos explorados na literatura, eles contribuem para o
conhecimento da toxicidade de um potencial farmaco e de sua fun¢do, quando testados para
algumas atividades bioldgicas. Desse modo, é possivel direcionar o pesquisador para uma
resposta terapéutica com niveis toxicoldgicos aceitdveis para cada funcdo.

O microcrustdceo da Ordem Anostraca, inserida na Classe Branchiopoda (Latreille
1817, Crustacean), Artemia salina, € utilizado como organismo-teste por apresentar alta
sensibilidade, fornecer resultados confiaveis e se assemelhar a testes em seres humanos
(OLIVEIRA et al., 2019). Em andlises preliminares de toxicidade, é bastante comum o uso de
Artemia sp. como organismo-teste. As vantagens de seu uso incluem disponibilidade comercial,
sendo possivel a aquisicao na forma de cistos em lojas de aquarismo, baixo custo, facilidade de
cultura com ciclo de vida curto, alimentacdo ndo obrigatéria nas primeiras fases de vida,
producdo de uma grande prole e fécil reprodutibilidade experimental. Com Artemia sp. €
possivel avaliar a letalidade causada pelo efeito téxico de extratos de plantas, algas e outros
organismos através da interrup¢do da locomocdo, uma vez que esses microcrusticeos sao
animais filtradores e dependem da locomogao para respirar e se alimentar (COSTA et al., 2008;
MEYER et al., 1982; PIMENTEL et al., 2011).

Durante o procedimento experimental, os nduplios de Artemia sp. permanecem em
contato direto com a amostra a ser testada (extrato, fra¢cdo, composto), por periodos de tempos
pré-definidos. Apds a exposicao, é possivel determinar a concentracao letal de amostra capaz
de matar 50% dos organismos no tempo e nas condi¢des do teste (CLso). O efeito toxico das
substancias nos testes de toxicidade com Artemia sp. se da pela imobiliza¢do (cessacdo dos
movimentos) dos nduplios, de modo que os individuos imdveis sdo considerados mortos
(COSTA et al., 2008).

Extratos metandlicos das macroalgas pardas Dictyota dichotoma, Padina

tetrastrmatica e Chnoospora bicanaliculata apresentaram potencial citotéxico nas
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concentracdes 200, 300 e 400 pg/mL, matando de 14 a 100% dos nduplios de Artemia sp. apds
24 h de exposicio (MANILAL et al., 2009). Vinayak, Sabu e Chatterji (2011) também
observaram significante atividade citotoxica e dose-dependéncia entre concentragdo (50, 100 e
500 pg) e tempo de exposicdo (6, 18 e 24 h), aumentando o nimero de nduplios mortos com o
tempo. Os extratos de Dictyopteryis australis, Spatoglossum aspermum, S. variable e
Stoechospermum marginatum foram altamente citotoxicos matando 100% dos nduplios apds
24 h de exposicao.

O uso de animais em testes de toxicidade in vivo € uma pratica comum, pois
fornecem, na fase pré-clinica, informag¢des fundamentais para a andlise de novas substancias,
ao responderem de vdarias maneiras ao limite tolerdvel. A revisdo de literatura desta tese de
doutorado mostra que as buscas por novas moléculas com propriedades farmacoldgicas
apontam as macroalgas marinhas como uma fonte de biomoléculas que podem ser usadas para
a prevenc¢do e o tratamento de doencas. Contudo, o potencial toxicolégico dessas algas e de

seus compostos deve ser avaliado com o objetivo de definir a melhor aplicacao.

2.4 Filmes comestiveis

A poluicdo ambiental causada pelo descarte de embalagens plasticas derivadas de
petréleo € um problema sério. Entre muitas iniciativas para sanar o problema, o
desenvolvimento de embalagens biodegradaveis tem despertado o interesse de pesquisadores.
As embalagens servem como barreiras fisicas de prote¢do aos alimentos, entretanto, muitas
delas, encontradas rotineiramente, ndo possuem capacidade de impedir o avanco de micro-
organismos (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1993).

A ac¢do de micro-organismos e de agentes oxidantes nos alimentos contribui para a
deterioracdo de forma rdpida. Assim, € crescente a necessidade de se desenvolver filmes ou
revestimentos comestiveis e/ou biodegradaveis, potencialmente adequados e preparados sob
condicdes ideais. Esses revestimentos devem servir para minimizar a proliferacdo de micro-
organismos patogénicos e a acao de agentes oxidantes, evitando a deteriora¢do dos alimentos.
Entretanto, o maior desafio enfrentado pelos cientistas consiste em encontrar embalagens
semelhantes as convencionais, com efeitos ambientais menos nocivos em comparagdo com os
plasticos sintéticos e que sejam dotadas de propriedades capazes de manter e proteger a
qualidade dos alimentos, prolongando sua vida util (CHILLO et al., 2008; CUTTER, 2006;
TRAN et al., 2020).
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A incorporacdo de componentes ativos naturais em filmes e revestimentos
comestiveis, além de causar protecdo aos alimentos, agrega valor a eles, modificando as
caracteristicas do filme em termos de propriedades fisicas, funcionais e bioativas. Por isso, a
busca por aditivos naturais com componentes ativos que ndo causem efeitos secundarios e que
apresentem caracteristicas antioxidantes, antimicrobianos e agentes antiescurecimento é
constante (KAUR et al., 2023).

A busca por polimeros biodegraddveis como substitutos das embalagens de pléstico
concentrou os estudos na utilizacdo de polissacarideos derivados de algas marinhas para o
desenvolvimento de filmes e revestimentos. Os polissacarideos oriundos das macroalgas, como
alginato, dgar e carragenana, ja usados pela industria alimenticia devido a sua capacidade de
gelificacdo, podem também ser utilizados com sucesso para prolongar o tempo de prateleira
dos alimentos, considerando seu potencial antioxidante ja descrito na literatura (JAYAKODY;
VANNIARACHCY; WIJESEKARA, 2022).

Filmes funcionais podem ser produzidos adicionando-se 6leos essenciais extraidos
de algas marinhas, os quais podem ser utilizados como aditivos naturais por apresentarem
caracteristicas que amplificam as propriedades antimicrobianas e antioxidantes dos filmes, além
de melhorar as suas propriedades fisicas, como resisténcia mecanica, hidrofobicidade,
propriedades de barreira a luz ultravioleta e propriedades térmicas, tendo em vista a natureza
fendlica dos dleos essenciais de algas marinhas. Os filmes feitos a base de 4gar, alginato,
furcelarana e carragenana ja t€ém um bom potencial como filme comestivel, contudo uma
estratégia que amplifica as propriedades protetoras desses filmes € a adi¢do de bioativos
naturais com carateristicas funcionais (EBRAHIMZADEH et al., 2023).

Biopolimeros e compostos bioativos sdo utilizados para o desenvolvimento de
embalagens biodegradaveis e aplicacdes biomédicas (AKRAMI-HASAN-KOHAL et al.,
2020). A carragenana, polissacarideo extraido das macroalgas vermelhas, se destaca por ser um
dos principais polimeros naturais utilizados para o desenvolvimento de embalagens
biodegradaveis. A utilizacdo da carragenana se deve a sua excelente capacidade de formagao
de filme (ABDOU; SOROUR, 2014; VELASCO; FUNDADOR, 2020). Além das
carragenanas, dgar, alginato e quitosana também sdo biopolimeors complexos e importantes na
industria de alimentos por formarem geis e gomas (LIN et al., 2017; WANG et al., 2020;
WEBBER et al., 2012).

Sena et al. (2016) utilizaram alginato (1% e 3%) como revestimento de pimentdes
verdes ap0s a colheita com o objetivo de manter a qualidade dos frutos. Os pimentdes ficaram

em um expositor vertical a 7 °C e umidade relativa de 87% + 1% por até 15 dias. Andlises para
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avaliar atributos de qualidade, como perda de massa fresca, firmeza do fruto, teores de acidez
titulavel, acido ascorbico, pH, parametros de cor e atividade da enzima pectinametilesterase,
foram realizadas a cada 3 dias. Com base nos resultados, o revestimento a base de alginato foi
eficiente em retardar o metabolismo do pimentdo, mantendo sua firmeza por mais tempo.

O extrato de folhas de oliveira, incorporado na matriz de carragenana, foi utilizado
na elaboracdo de filme protetor para carne de cordeiro e avaliado quanto a atividade
antimicrobiana. O filme apresentou 100% de protecdo frente a bactéria Escherichia coli e foi
considerado uma promissora embalagem ativa de alimentos (MARTINY et al., 2018).

Filmes de alginato enriquecidos com extrato etandlico da macroalga parda
Sargassum muticum (5%) foram usados em substituicao a filmes plésticos para o revestimento
de filés de salmdo congelados. Os filés foram mantidos em cdmaras industriais a —18 °C por 6
meses €, ap0s esse periodo de armazenamento, verificou-se que os filmes preveniram o
ressecamento provacado pelo frio, devido a perda de 4gua por sublimacdo da pele do salmao
(MARQUES, 2019).

Nanocristais de celulose extraidos das macroalgas pardas Laminaria japonica e
Sargassum natans foram utilizados na elaboracdo de filmes. Os teores de compostos fendlicos
totais (CFT) e as atividades antioxidantes, medidas pelo sequestro do radical DPPH e pelo poder
de reduzir fons férricos (FRAP), indicaram que o filme de L. japonica apresentou propriedades
antioxidantes mais potentes do que o filme de S. natans (DOH; DUNNO; WHITESIDE, 2020).

A partir dessa breve revisdo de literatura, é possivel perceber que a busca por
biomoléculas naturais, isoladas de macroalgas marinhas, com propriedades antimicrobianas e
antioxidantes, para incorporacdo em filmes e revestimentos comestiveis € permanente. Ainda
mais porque esses aditivos isolados de algas quando adicionados aos filmes sdo capazes de
manter a qualidade fisica dos filmes e, consequentemente, dos alimentos. O exposto justifica a
importancia de mais pesquisas sobre esses organismos e sobre a incorporacdo das suas

biomoléculas nas embalagens de alimentos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e Identificacio da macroalga marinha

A macroalga marinha parda, Lobophora variegata (J. V. Lamouroux) Womersley
ex E. C. Oliveira (FIGURA 2), pertencente ao Filo Ochrophyta, Classe Phaeophyceae,
Subclasse Dictyotophycidae, Ordem Dictyotales e Familia Dictyotaceae, foi coletada na Praia

do Paracuru (03°23°45” S, 039°0°13” O), municipio de Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.
A coleta foi autorizada pelo Sisbio (ID 33913-8).

Figura 2 — Macroalga marinha parda Lobophora variegata (J. V. Lamouroux) Womersley ex E. C. Oliveira,
coletada na na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em setembro de 2020.

5 1

T i

Fonte: AUTORA (2023).

O material coletado foi acondicionado em sacos plésticos e transportado para o
Laboratério de Produtos Naturais Marinhos (PROMAR), localizado no Departamento de
Engenharia de Pesca (DEP), da Universidade Federal do Ceard (UFC). Uma exsicata da espécie

foi depositada no Herbario Prisco Bezerra, do Departamento de Biologia da UFC e esta
identificada sob o ntimero 59292.

3.2 Desidratacao da biomassa algal e Preparacao dos extratos

A biomassa coletada foi lavada com dgua para remocao de sujeiras macroscopicas,
deixada sobre papel absorvente para drenar o excesso de dgua e, em seguida, liofilizada em um

liofilizador Liobras, modelo Liotop K120, sob pressao de 800 pmHg a —80 °C por 48 h.


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 macroalga liofilizada foi triturada com auxilio de um moedor doméstico
(Cadence) até ser transformada em um p6 fino, sendo conservada em frasco hermeticamente
fechado a —24 °C, até o momento da preparagdo dos extratos.

A biomassa algal liofilizada (70 g) foi misturada com etanol a 95%, na proporcao
de 1:10 (m/v), em um frasco de vidro de cor dmbar, e deixada no escuro a 25 °C por 48 h.
Terminada esta etapa, o extrato etandlico foi filtrado. O residuo algal foi re-extraido com o
mesmo volume de etanol (700 mL), mais cinco vezes, de modo que o tempo total de extracao
foi de 288 h, resultando no extrato etandlico (EtOH). O material proveniente das seis etapas de
extracdo foi reunido e levado ao evaporador rotativo (Fisatom, modelo 802), para evaporacao
do etanol sob pressdo. O extrato EtOH foi transferido do baldo de evaporagdo para um frasco
de vidro, previamente pesado, com auxilio de um pequeno volume de metanol, o qual foi
totalmente evaporado em placa aquecedora em temperatura inferior a 40 °C (QUADRO 1).

O residuo algal da extracdo com etanol foi usado para re-extracdes com n-hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, solventes de polaridade crescente, obedecendo ao
mesmo procedimento descrito anteriormente. A duracdo das extracdes para cada solvente foi,
respectivamente, 144, 144, 48 e 96 h. O critério utilizado para a troca do solvente de extracao
foi a mudanca de coloracdo, que inicialmente era intensa e clareava a medida que o
procedimento de extracdo era conduzido. As transferéncias dos extratos hexanico (Hx),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH), para
frascos de vidro previamente pesados, também foram feitas com auxilio de pequeno volume de

metanol, completamente evaporado como descrito acima (QUADRO 1).

Quadro 1 — Informagdes sobre a obtengdo dos extratos etandlico (EtOH), hexanico (Hx), diclorometano (DCM),
acetato de etila (AcOEt) e metandélico (MeOH), da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na
Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.

Extratos (1:10, m/v)
Identificacdo
EtOH Hx DCM AcOEt MeOH
Ordem de extragcao 1° 2° 3° 4° 5°
Biomassa algal seca (g) 70 70 70 70 70
Volume de solvente (mL) 700 700 700 700 700
Tempo de extracao (h) 288 144 144 48 96
Numero de extragdes 6 3 3 1 2

Fonte: AUTORA (2023).
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Os frascos contendo os extratos EtOH, Hx, DCM, AcOEt e MeOH foram pesados
para o cdlculo dos rendimentos de extracdo e conservados a —24 °C até sua utilizacio para a
quantificacdo de compostos fendlicos totais (CFT) e de flavonoides (TF) e para as atividades
antioxidante in vitro, antibacteriana, antifiingica, fitotdxica, citotoxica e elaboragdo de filmes
comestiveis. Todas as andlises foram feitas com quatro repeti¢des.

O extrato EtOH foi submetido a técnicas de isolamento e purificagdo, usando

solventes de diferentes polaridades para a obtencao de fragdes.

3.3 Isolamento e Purificacdo de metabdlitos secundarios

3.3.1 Métodos cromatogrdficos

O isolamento e a purificacdo de metabdlitos secundarios dos extratos EtOH, Hx,
DCM, AcOEt e MeOH e das fragcdes do extrato EtOH da macroalga marinha parda L. variegata
foram feitos por dois métodos cldssicos de cromatografia: cromatografia de adsor¢do em coluna

(CC) e cromatografia em camada delgada (CCD).

3.3.1.1 Cromatografia de adsorcdo em coluna (CC)

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas em colunas de vidro de
diferentes didmetros usando gel de silica 60 G, com granulometria de 0,063-0,2 mm / 70-230
mesh (Macherey-Nagel, Alemanha) (BAJPAI; MAJUMDER; PARK, 2016).

O extrato EtOH (1,377 g) foi macerado em gral de porcelana juntamente com 6 g
de gel de silica 60 G, com granulometria 0,063-0,2 mm / 70-230 mesh (Macherey-Nagel,
Alemanha), para produzir um material macerado, que foi colocado no topo da coluna de vidro
(26,5 cm X 6 cm), previamente montada com gel de silica (39,75 g), e n-hexano foi utilizado
como fase movel (QUADRO 2).

O extrato EtOH foi eluido com solventes puros em ordem crescente de polaridade,
e com um volume arbitrdrio, conforme o esquema apresentado na Figura 3, e descrito a seguir:
2.820 mL de n-hexano (Hx), 2.194 mL de diclorometano (DCM), 3.309 mL de acetato de etila
(AcOEt), 2.540 mL de etanol (EtOH), 2.000 mL de metanol (MeOH), 1.000 mL de metanol:zn-
butanol, 1.000 mL de n-butanol e 500 mL de 4gua destilada (H>O).
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Quadro 2 — Informagdes sobre as condigdes utilizadas para a cromatografia em coluna (CC) do extrato etandlico
(EtOH), obtido da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Cear,
em setembro de 2020.

Identificagdo Extrato EtOH
Massa da amostra (g) 1,377
Diametro da coluna (cm) 6,0
Altura da coluna (cm) 26,5
Quantidade de silica (g) 39,75
Fase movel n-Hexano
Tempo de cromatografia (h) 15
Nuamero de fragoes 8

Fonte: AUTORA (2023).

Os solventes eluidos da coluna foram trocados, respeitando-se os graus de
polaridade, na medida em que se observava o arraste total dos constituintes com afinidade
naquela polaridade, revelada pela mudanca de coloracdo do solvente.

Foram obtidas oito fragdes a partir do extrato etandlico (EtOH), a saber: fracao
hexanica (Fr. Hx), fracdo diclorometano (Fr. DCM), fracdo acetato de etila (Fr. AcOEt), fracao
etandlica (Fr. EtOH), fracdo metandlica (Fr. MeOH), fracdo metandlica:n-butandlica (Fr.

MeOH:n-ButOH), fracao n-butandlica (Fr. n-ButOH) e fracdo aquosa (Fr. H>O) (FIGURA 3).

Figura 3 — Tratamento e rendimento do extrato etandlico (EtOH) da macroalga marinha parda Lobophora
variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020, para obtengdo de fracdes apds
cromatografia em coluna em gel de silica com solventes de diferentes polaridades.

Lobophora variegata
(70 8)

|
[ [ | | ]

Extrato EtOH Extrato Hx Extrato DCM Extrato AcOEt Extrato MeOH
(8,365 ) (0,606 g) (0,260 g) 0,043 g) (0,406 g)
I
I [ I [ I | | |
Fr. Hx Fr. DCM Fr. AcOEt Fr. EtOH Fr. MeOH Fr. MeOH:n-ButOH Fr. n-ButOH Fr. H,0
(189 mg) (178 mg) (132 mg) (458 mg) (66 mg) (38 mg) (15 mg) (396 mg)

Fonte: AUTORA (2023).
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3.3.1.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Com o objetivo de fazer uma avaliagdo preliminar das substincias presentes nos
extratos e nas fragcdes da macroalga marinha parda L. variegata, os cinco extratos e as oito
fracdes obtidas na CC foram submetidos a cromatografias em camada delgada (CCD). Com
base no perfil cromatografico, avaliado através do valor do fator de retencao (Rf), expresso em

milimetros (mm), (EQUACAO 1), as amostras similares foram reunidas.

Distancia percorrida pela substancia

Rf = ey

Distancia percorrida pelo solvente

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em cromatoplacas
de poliéster de gel silica 0,20 mm com indicador fluorescente UV2s4 nm (Polygram® SIL G/
UV2s4 nm, Macherey-Nagel, Alemanha). As placas foram reveladas pela imersdo em cubas
cromatogrificas com os seguintes sistemas eluentes: combinacdo bindria dos solventes n-
hexano:acetato de etila (Hx:AcOEt) e combinag¢do quartendria dos solventes acetato de
etila:cloroférmio:dgua:acido férmico (AcOEt:CHCl3:H20:CH207), separadamente e em
diferentes propor¢des, de acordo com a migracao do(s) composto(s) nas cromatoplacas.

Imediatamente apds a imersao, as cromatoplacas foram reveladas por métodos nao-
destrutivos e destrutivos. Os métodos nao-destrutivos utilizados foram: exposi¢ado a irradiagao
em dois comprimentos de onda (254 nm e 365 nm), em camara escura (CIENLAB), e exposicao
a vapores de iodo, condi¢cdes sob as quais as substdncias fluorescentes e incolores foram
reveladas. Em seguida, utilizaram-se métodos destrutivos, em que as substancias presentes nas
cromatoplacas sofreram oxidagdo apds pulverizagdao com diferentes solucdes reveladoras e
aquecimento em estufa a 105 °C. Esse procedimento possibilitou a visualizagdo das substancias
incolores e a deteccdo de substancias organicas com os mais variados grupos funcionais
(QUADRO 3). Acido ascérbico, dcido gélico e quercetina foram utilizados como compostos

padrdo.
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Quadro 3 — Informagdes sobre os reveladores utilizados nas cromatografias em camada delgada (CCD) dos extratos
e das fracdes obtidos da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru,

Ceard, em setembro de 2020.

Solucgdo reveladora

Composicao

Utilizacao

Anisaldeido

Etanol (200mL), acido sulftrico
(10 mL) e p-anisaldeido (10 mL).

Compostos carbonilicos e

saponinas.

Ninhidrina

0,3 g ninhidrina em 100 mL de n-

butanol + 3 mL acido acético.

Aminas, aminoacidos, ésteres,

anidridos

Acido fosfomolibdico

Solucao a 10% em etanol.

Uso universal. Compostos
insaturados e compostos

redutores.

Vanilina

15 g vanilina em 250 mL etanol +

2.5 mL acido sulfurico.

Uso universal. Fendis.
Especifico para dlcoois

superiores.

Permanganato de

potdssio

KMnOs4 (1 g), carbonato de sédio
(2 g) e dgua destilada (100 mL).

Olefinas, alcinos e aromaticos.

Uso geral.

Acido sulfirico

Solugdo a 10% em 4gua destilada.

Fendis e compostos enolizaveis.

Reagente de

Solug@o A: 170 mg nitrato de
bismuto III em 2 mL 4cido
acético + 8 mL agua destilada.

Solugdo B: 4 g iodeto de potassio

Compostos nitrogenados.

recipiente fechado.

Dragendorff em 10 mL 4cido acético + 20 mL |Especifico para alcaloides.
agua destilada.
Juntar as solugdo A e B e diluir
até 100 mL com agua destilada.
Iod Deixar alguns cristais em Compostos arométicos e
odo

insaturados.

Hidréxido de potdssio

Solugdo a 10% em 4gua destilada.

Antaquinonas, cumarinas

Cloreto férrico (3%)

3 g FeCls em 100 mL dgua
destilada.

Feno6is. Compostos enolizdveis.

Lactonas e taninos hidrolisaveis.
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Quadro 3 — Informagdes sobre os reveladores utilizados nas cromatografias em camada delgada (CCD) dos extratos
e das fracdes obtidos da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru,
Ceard, em setembro de 2020.

Solucgdo reveladora Composicao Utilizacao

- . Compostos organicos. Taninos
Vanilina 15 g vanilina em 250 mL etanol.
condensados.

Fonte: DEGANI; CASS; VIEIRA (1998); ENGEL et al. (2012); MATOS (2009); SOUZA (2014).

3.4 Determinacao dos teores de compostos fendlicos totais (CFT) dos extratos e das fracoes

Os compostos fendlicos totais (CFT) foram determinados pelo método de Singleton
e Rossi Jr (1965), descrito por Ainsworth e Gillespie (2007) e Agbor, Vinson e Donnelly (2014).
Aliquotas de 100 pL dos extratos hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila
(AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH) e das fracdes hexanica (Fr. Hx),
diclorometano (Fr. DCM), acetato de etila (Fr. AcOEt), etandlica (Fr. EtOH), metandlica (Fr.
MeOH), metandlica:n-butandlica (Fr. MeOH:n-ButOH), butandlica (Fr. n-ButOH) e aquosa
(Fr. H20), obtidas a partir do extrato etanolico (EtOH), preparados em concentracdes variando
de 50 a 2.500 pg/mL, foram misturadas com 200 uL do Folin-Ciocalteu a 10% e 800 pL de
carbonato de sédio a 7,5%. Depois de 2 h de incubagdo a temperatura ambiente, 200 uL 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 MeOH a 95%, em substituicdo a extratos ou fragdes, € os demais
reagentes.

Os resultados dos teores de CFT dos extratos e das fragdes, apresentados como
média + desvio padrdo, foram calculados com base na curva padrao do acido galico (G7384,
Sigma), e expressos em miligramas de equivalentes de acido gédlico (mg EAG) por grama (g)

de extratos ou fracdes.

3.5 Determinacao dos teores de flavonoides (flavonodis e flavonas do subgrupo luteolina)

(TF) dos extratos e das fracoes

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).
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Em microplacas de poliestireno de 96 pocos, a 100 uL. dos extratos hexanico (Hx),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH) e das
fracdes hexanica (Fr. Hx), diclorometano (Fr. DCM), acetato de etila (Fr. AcOEt), etandlica
(Fr. EtOH), metandlica (Fr. MeOH), metandlica:n-butandlica (Fr. MeOH:n-ButOH), butandlica
(Fr. n-ButOH) e aquosa (Fr. H2O), obtidas a partir do extrato etandlico (EtOH), preparados em
concentracdes variando de 50 a 2.500 pg/mL, foram adicionados 100 pL de cloreto de aluminio
a 2% em etanol. Depois de 1 h de incubacdo a temperatura ambiente, as absorbancias foram
monitoradas em 425 nm em leitora Biochrom Asys UVM 340. Um branco foi preparado com
100 uL de MeOH a 95%, em substituicdo a extratos ou fracdes.

Os resultados de TF dos extratos e das fracdoes foram apresentados como média +
desvio padrdo e expressos em miligramas de equivalentes de quercetina (mg EQ) por grama (g)
de extratos ou fragdes, tendo em vista a curva padrdao da quercetina (33.795-1, Aldrich), nas

concentracdes de 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200 pg/mL.

3.6 Atividades antioxidantes in vitro dos extratos e das fracoes

3.6.1 Capacidade de sequestro do radical DPPH

A capacidade de sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) foi
descrita por Duan et al. (2006) e Kato et al. (2016), com algumas modifica¢gdes, de acordo com
o método original de Blois (1958).

Nos pogos denominados amostra, foram adicionados 10 pL. dos extratos hexanico
(Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH)
e das fracdes hexanica (Fr. Hx), diclorometano (Fr. DCM), acetato de etila (Fr. AcOEt),
etandlica (Fr. EtOH), metandlica (Fr. MeOH), metandlica:n-butandlica (Fr. MeOH:n-ButOH),
butanodlica (Fr. n-ButOH) e aquosa (Fr. H20), preparados em concentracdes variando de 50 a
2.500 pg/mL, e 190 uL da solu¢do metandlica de DPPH (D9132, Sigma) a 78 pM.

Os pogos denominados branco das amostras foram preparados com 10 pL dos
extratos ou fracdes e 190 uL. de metanol. Nos pocos denominados controle negativo (ou
controle da amostra) foram adicionados 190 pL da solu¢cdo metandlica de DPPH a 78 uM e 10
pL de metanol.

Como controles positivos foram usados L-acido ascérbico (A5960, Sigma), dcido

gdlico (G7384, Sigma), butil hidroxianisol (BHA, B1253, Sigma), butil hidroxitolueno (BHT,



58

B1215000, Sigma) e quercetina (33.795-1, Aldrich), nas concentra¢des 50, 100, 250, 500,
1.000, 1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL, sendo tratados de forma idéntica aos extratos e fragoes.

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

A capacidade de sequestro do radical DPPH dos extratos, das fracdes e dos
controles positivos foi calculada pela EQUACAO 2, levando em consideraciio os valores de
absorbancia (Abs). Os resultados, expressos em porcentagem, foram apresentados como média

+ desvio padrio.

Abs — (4bs —Abs
0 = 0
DPPH (% [AbsconTROLE NEGATIVO— (ADSAMOSTRA BRANCO)] x 100% 2
ADSCONTROLE NEGATIVO

3.6.2 Poder de quelagao de ions ferrosos (FIC)

A determinacdo do poder de quelacdo de ions ferrosos (FIC) foi executada com
base no método de Decker e Welch (1990), descrito por Wang, Jonsdéttier e Olafsdéttir (2009).

Nos tubos denominados amostra, foram colocados 200 uL dos extratos hexanico
(Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH)
e das fracdes hexénica (Fr. Hx), diclorometano (Fr. DCM), acetato de etila (Fr. AcOEt),
etandlica (Fr. EtOH), metandlica (Fr. MeOH), metandlica:n-butandlica (Fr. MeOH:n-ButOH),
butandlica (Fr. n-ButOH) e aquosa (Fr. H,0O), em concentragdes variando de 50 a 2.500 pg/mL,
e 20 uL de cloreto ferroso (FeClz) a 2 mM. Os tubos foram agitados e incubados por 5 min.
Ap0s a incubacdo, foram acrescentados 40 pL de ferrozina a S mM.

Nos tubos denominados brancos da amostra, a ferrozina foi substituida por metanol,
enquanto nos tubos denominados controle negativo (ou controle da amostra), os extratos ou
fragdes foram substituidos por metanol.

Como controles positivos foram usados L-4acido ascorbico (A5960, Sigma), 4cido
gdlico (G7384, Sigma), butil hidroxianisol (BHA, B1253, Sigma), butil hidroxitolueno (BHT,
B1215000, Sigma), quercetina (33.795-1, Aldrich) e sal dissddico etilenodiamino tetra-acético
(C10H14N2Nax0sg.2H,0 — EDTA, Vetec), nas concentracdes 50, 100, 250, 500, 1.000, 1.500,

2.000 e 2.500 pg/mL, sendo tratados de forma 1déntica aos extratos e fracdes.
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Todos os tubos (amostra, branco da amostra, controle negativo e controle positivo)
foram agitados e incubados por 10 min a temperatura ambiente, e as absorbancias monitoradas
a 562 nm (Biochrom Asys, modelo UVM 340).

O poder de quelagao de fons ferrosos (FIC) dos extratos, das fracdes e dos controles
positivos foi calculado pela EQUACAO 3, levando em consideragiio os valores de absorbancia
(Abs). Os resultados, expressos em porcentagem, foram apresentados como média + desvio

padrao.

[Abs — (Abs —Abs )]
FIC (%) = CONTROLE NEGATIVO AMOSTRA BRANCON o 1000y, (3)
ADSCONTROLE NEGATIVO

3.6.3 Poder de redugdo de ions férricos (FRAP)

O poder de redugdo de ions férricos (FRAP) foi determinado de acordo com a
metodologia descrita por Khatua, Roy e Acharya (2013). Aos tubos contendo 100 pL dos
extratos hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e
metandlico (MeOH) e das fragdes hexanica (Fr. Hx), diclorometano (Fr. DCM), acetato de etila
(Fr. AcOEt), etandlica (Fr. EtOH), metandlica (Fr. MeOH), metandlica:n-butandlica (Fr.
MeOH:n-ButOH), butandlica (Fr. n-ButOH) e aquosa (Fr. H>0O), nas concentragdes 50, 100,
250, 500, 1.000, 1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL, foram adicionados 250 pL de tampao fosfato a
0,2 M (pH 6,6) e 250 uL de ferricianeto de potédssio a 1%. Os tubos foram incubados em banho-
maria a 50 °C por 20 min, onde a reagao se processou.

Ap06s incubagdo e resfriamento dos tubos, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de
250 pL de acido tricloroacético (TCA) a 10%, sob vigorosa agitacdo. Os tubos foram
centrifugados a 9.280 x g por 5 min. Em seguida, 250 uL da camada superior da mistura
reacional foram retirados e transferidos para tubos limpos, aos quais foram adicionados 250 uLL
de dgua destilada e 50 uL de cloreto férrico (FeCls) a 0,1%. Os tubos foram agitados e, deles
retiradas aliquotas de 200 pL, as quais foram transferidas para microplacas de poliestireno de
96 pocos. As absorbancias foram monitoradas a 700 nm (Biochrom Asys, modelo UVM 340).

Como controles positivos foram utilizados L-acido ascorbico (A5960, Sigma),
acido galico (G7384, Sigma), butil hidroxianisol (BHA, B1253, Sigma), butil hidroxitolueno
(BHT, B1215000, Sigma), quercetina (33.795-1, Aldrich) e sal dissédico etilenodiamino tetra-
acético (CioH14N2Na20s.2H20O — EDTA, Vetec), nas concentracdes 50, 100, 250, 500, 1.000,
1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL, sendo tratados de forma idéntica aos extratos e fracoes.
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Os resultados do FRAP foram apresentados em trés casas decimais, porque
corresponderam as leituras das absorbancias em 700 nm, geradas pela leitora utilizada neste
trabalho (Biochrom Asys, modelo UVM 340). Quanto maior a absorbancia dos extratos, das

fracdes e dos controles positivo, maior o poder de redugao de ions férricos (FRAP).

3.6.4 Atividade inibitoria do branqueamento do f-caroteno (BCB)

A atividade inibitéria do branqueamento do B-caroteno (BCB) foi determinada em
microplacas de poliestireno de 96 pogos, usando-se o sistema [3-caroteno / dcido linoleico, de
acordo com Duan et al. (2006).

Incialmente, foi preparada uma solucdo de P-caroteno (C9750, Sigma) em
cloroférmio na concentra¢do de 1 mg/mL. Uma aliquota de 4 mL dessa solu¢do 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 de ambos os baldes foi evaporado em evaporador rotativo (Fisatom,
modelo 802), sob pressdo e, em seguida, 100 mL de 4gua destilada saturada de oxigénio,
concentracdo superior a 7,85%, foram adicionados lentamente ao residuo semissélido, sob
vigorosa agitacdo por 1 min até a formacdo de emulsdo estidvel. A primeira foi denominada
emulsdo com P-caroteno (ECP), e a segunda, emulsdo sem [3-caroteno (ESP), que foi utilizada
no branco da amostra.

Na microplaca de poliestireno de 96 pogos foram colocados, separadamente, 50 pL
dos extratos hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH)
e metandlico (MeOH) e das fracdes hexanica (Fr. Hx), diclorometano (Fr. DCM), acetato de
etila (Fr. AcOEt), etandlica (Fr. EtOH), metandlica (Fr. MeOH), metandlica:n-butandlica (Fr.
MeOH:n-ButOH), butandlica (Fr. n-ButOH) e aquosa (Fr. H>0O), nas concentragdes 50, 100,
250, 500, 1.000, 1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL, e 200 uL da ECp, correspondendo a amostra.

As absorbancias foram monitoradas a 470 nm (Biochrom Asys, modelo UVM 340)
no tempo inicial (O min). A microplaca foi deixada sobre a bancada, a temperatura ambiente
(24 °C), e as absorbancias monitoradas em intervalos de 60 min, até completar 300 min (tempo
final). O branco da amostra foi preparado com os extratos e as fracdes nas diferentes
concentragdes (50 a 2.500 pg/mL) e ESB. Os controles negativos (ou controles da amostra)

foram preparados com 50 pL. de metanol e 200 uL. de ECP.
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L-4cido ascorbico (A5960, Sigma), 4cido gdalico (G7384, Sigma), butil
hidroxianisol (BHA, B1253, Sigma), butil hidroxitolueno (BHT, B1215000, Sigma), quercetina
(33.795-1, Aldrich) e sal dissédico etilenodiamino tetra-acético (CioH14N2Na20g.2H0 —
EDTA, Vetec), nas concentragdes 50, 100, 250, 500, 1.000, 1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL, foram
utilizados como controles positivos, sendo tratados de forma idéntica aos extratos e fragcdes.

A atividade inibitéria do branqueamento do B-caroteno (BCB) do extrato, das
fragdes e dos controles positivos, foi calculada pela EQUACAO 4 (DHONGADE;
CHANDEWAR, 2013), levando em consideracdo os valores de absorbancia (Abs). Os

resultados, expressos em porcentagem, foram apresentados como média + desvio padrao.

AbsamM0STRA—ADSBRANCO tempo final

BCB (%) = ( ) x 100% 4)

AbsAM0STRA—ADSBRANCO tempo inicial

Todas as determinacdes das atividades antioxidantes in vitro dos extratos, das

fracdes e dos controles positivos foram realizadas em quadruplicata para cada concentragao.
3.7 Atividade antimicrobiana

Os extratos hexanico (Hx) e etandlico (EtOH) e as fra¢des hexanica (Fr. Hx) e
etanodlica (Fr. EtOH) foram avaliados quanto ao seu potencial antimicrobiano (antibacteriano e
antifungico). Como indicadores desse potencial foram utilizadas cepas de micro-organismos
que fazem parte do Acervo Microbioldgico do Laboratério de Microbiologia Ambiental e do
Pescado (LAMAP), do Instituto de Ciéncias do Mar (Labomar)/UFC, onde as anélises foram
realizadas.

Os extratos e as fragdes foram diluidos com agua destilada para obtengdo da
solucdo-estoque. Essa solucdo-estoque foi diluida em série para gerar as dez concentragdes de

trabalho, partindo de 1.000 até 1,953125 pg/mL.
3.7.1 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi determinada pelo método de microdiluicio em
microplacas de poliestireno de 96 pocos (HARIKRISHNAN et al., 2021), que permitiu
determinar a menor quantidade da amostra necessaria para inibir o crescimento microbiano

visivel, valor conhecido como concentrag¢do inibitéria minima (CIM) e, posteriormente, estimar



62

a concentragdo bactericida minima (CBM), equivalente a menor concentracio da amostra capaz
de matar 99,9% do in6culo do micro-organismo teste.

Para isso foram utilizados os micro-organismos teste Escherichia coli (ATCC
25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), suspensos em caldo Miiller Hinton duplo, e
ajustados pela escala de McFarland a 5 x 10° UFC/mL. O antibiético comercial utilizado como
controle foi a ampicilina trihidratada (A6140, Sigma) na concentragdo 4 pg/mL. As amostras
(extratos e fragdes) foram preparadas em diferentes concentragdes (1.000, 500, 250, 125, 62,5,
31,25, 15,625, 7,8125, 3,90625 e 1,953125 pg/mL).

Os pogos, preenchidos com volume total de 200 puL, foram preparados em triplicata
e denominados: (1) amostra contendo caldo Miiller Hinton duplo + micro-organismo teste +
extratos ou fracdes nas diferentes concentracdes; (2) branco contendo apenas o caldo Miiller
Hinton duplo; (3) controle negativo contendo caldo Miiller Hinton duplo + micro-organismo
teste + ampicilina; e (4) controle positivo contendo caldo Miiller Hinton duplo + micro-
organismo teste.

As absorbancias foram monitoradas em 600 nm, em leitora de microplacas, e usadas
para o célculo da inibi¢do celular ou concentragdo inibitéria média, expressa em porcentagem,

de acordo com a EQUACAO 5.

Py~ Abs —Abs
Inibicio celular (%) = ( CONTROLE POSITIVO AMOSTRA) % 100% (5)
ADSCONTROLE POSITIVO

A concentrag@o inibitéria minima (CIM) foi determinada em placas de Petri
contendo dgar Miiller Hinton, incubadas a 37° C por 24 h. Naquelas concentragdes em que nao
houve crescimento bacteriano, a concentracdo bactericida minima (CBM) foi estimada pelo
subcultivo no mesmo meio e nas mesmas condicdes de incubacdo (JAYATILAKE,;
MUNASINGHE, 2020; TECHAOEI et al., 2020).

A concentragdo inibitoria (ICso) foi determinada pela ag@o bactericida em 50% dos
micro-organismos. Para isso, as médias das porcentagens de inibi¢do celular (varidvel
dependente) e as diferentes concentragdes (1.000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,8125,
3,90625 e 1,953125 pg/mL) dos extratos Hx e EtOH e das Fr. Hx e Fr. EtOH (variavel
independente) foram plotadas separadamente, no plano cartesiano de coordenadas para
estabelecer a faixa de linearidade, considerada para obtencdo da equagdo dareta (y = a + bx),

a partir da qual o ICso foi calculado.
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3.7.2 Atividade antifungica

Para avaliar a atividade antiftingica, os extratos e as fracdes foram testados frente a
uma cepa ambiental do fungo filamentoso Aspergillus niger, usando o método de inibi¢do do
crescimento radial em placas, que € um teste preliminar.

A cultura fungica foi repicada em placas de Petri contendo dgar dextrose batata
(ADB) e incubadas a 28 °C por 7 dias. Terminado este periodo de tempo, os esporos foram
transferidos para o centro de uma placa de Petri contendo ADB.

Nas extremidades das placas foram depositados os extratos e as fragdes nas
concentracoes de 1.000, 500, 250 e 125 pg/mL. As placas foram incubadas a 28 °C por 7 dias.
O teste foi realizado em duplicata.

A avaliacdo da atividade antiftingica foi feita pela comparacdo do crescimento da
coldnia do fungo filamentoso na presenca dos extratos e das fracdes, com o crescimento do

fungo na placa contendo apenas ADB.

3.8 Avaliacao toxicoldgica dos extratos e das fracoes

3.8.1 Atividade fitotoxica frente a sementes de pepino aodai melhorado (Cucumis sativus)

A determinacdo da fitotoxicidade baseiou-se na inibi¢do do crescimento radicular
nos sete primeiros dias de germinagdo das sementes e foi realizado seguindo a metodologia de
Belo (2011), Kohatsu et al. (2018) e Vieira et al. (2016), com adaptagdes.

O experimento foi desenvolvido em placas de Petri (90 X 15 mm), forradas com
papel filtro qualitativo (80 g) e umedecidas com 5 mL dos extratos hexanico (Hx) e etandlico
(EtOH) e das fracdes hexanica (Fr. Hx) e etandlica (Fr. EtOH), separadamente. Todas as
amostras foram preparadas em quadruplicata, com dez sementes de Cucumis sativus (pepino
aodai melhorado), da marca ISLA (lote 152378-000, germinagao S2 96%, safra 21/21, validade
marco de 2024, pureza 100%), que foram adquiridas comercialmente.

As placas foram devidamente identificadas, tampadas e vedadas com filme pléstico
para evitar a perda de agua por evaporacao, e incubadas a temperatura ambiente (24 °C), com
fotoperiodo de 12 h claro com luz de led (G-light® T8 Tubular G13 20 W 100-240 V 190° FP
> 0,92 6500 K branco frio 60 Hz 8 GL 10/18) e 12 h escuro, em um sistema controlado por
timer temporizador analégico (BND —60/B2 220 V~60 Hz n — 16 (2) A 3520 W), com periodo
de 24 h (granularidade de 15 min), durante 7 dias (168 h).
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Nas placas denominadas amostra, 5 mL dos extratos Hx e EtOH e de Fr. Hx e Fr.
EtOH, suspensos em agua destilada na concentracdo de 100 pg/mL, foram usados para
umedecer o papel de filtro. Do terceiro ao sexto dia de experimento, 1 mL dos extratos e das
fragdes foi adicionado nas placas para garantir a umidade das sementes.

Duas placas denominadas controle positivo foram tratadas da mesma maneira, em
que se utilizou apenas a solug¢do salina (NaCl) a 0,5% e a solucao salina (NaCl) a 0,5% acrescida
de dez gotas de cloroférmio. Outras duas palcas foram denominadas controle negativo (ou
controle da amostra) em que se utilizou apenas dgua destilada e dgua destilada acrescida de dez
gotas de cloroformio. A adicdo de cloroformio foi necessaria para ajudar na dissolu¢do do
extrato e da fracdo EtOH.

A cada 24 h, as sementes foram avaliadas para verificar a protrusdo radicular e, ao
final de 7 dias da semeadura, as plantulas foram avaliadas quanto ao desenvolvimento da
radicula e da parte drea. O niimero de sementes germinadas e o crescimento radicular, medido
com paquimetro digital KALA (exatiddo + 0,2 mm/0,01 (< 100 mm) £ 0,3 mm/0,01 (>100-200
mm)), foram registrados e usados para os cdlculos da porcentagem relativa de germinacgdo
(RSG, %) (EQUACAO 6), porcentagem relativa de crescimento radicular (RRG, %)
(EQUACAO 7), e por fim, o calculo do indice de germinagdo (IG, %) (EQUACAO 8).

média das sementes germinadas na amostra

RSG (%) = X 1009 6
( A)) média das sementes germinadas no controle negativo % ( )
média do comprimento das raizes na amostra
RRG (%) = — . , — X 100% (7)
média do comprimento das raizes no controle negativo
1G = %RSG X%RRG (8)

100

A porcentagem de germinacdo e o crescimento radicular dos controles positivo e
negativo, sem e com a adi¢@o de cloroférmio, foram comparados pelo teste ¢t de Student bilateral
para dados independentes.

O nivel de fitotoxicidade dos extratos e das fragdes foi classificado de acordo com
os valores percentuais de IG das sementes de pepino aodai (QUADRO 4), de acordo com Belo

(2011).
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Quadro 4 — Classificacdo qualitativa da fitotoxicidade, com base no indice de germinacdo (IG, %), dos extratos
hexénico (Hx) e etandlico (EtOH) e das fracdes hexanica (Fr. Hx) e etandlica (Fr. EtOH) da macroalga marinha
arda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.

Valores de IG (%) Classifica¢do do material
> 100 Potencializador da germinacao e do crescimento das raizes das plantas.
80 - 100 Nao fitotéxico, composto maturado.
60 - 80 Moderadamente fitotéxico.
30-60 Fitotdxico.
<30 Muito fitotéxico.

Fonte: Adaptado de BELO (2011).

3.8.2 Atividade citotoxica contra nduplios de Artemia sp.

O teste de resposta toxica foi realizado pelo método de eclosdo dos cistos do
microcrusticeo marinho da Ordem Anostraca, Artemia sp., conforme descrito por Meyer et al.
(1982), com algumas adaptacdes. Os cistos desidratados foram adquiridos no comércio varejista
de aquarismo em Fortaleza, Ceard, com taxa de eclosao de 90%.

Inicialmente, 500 mg de cistos foram pesados e colocados em um béquer contendo
500 mL de agua destilada, munido de aeracdo injetada por uma bomba de aquario e de
iluminacdo fornecida por uma lampada de luz branca 18 W, permanecendo assim por 2 h.

Ap6s o periodo de hidratacdo, a dgua foi drenada. Em seguida, os cistos, ja
hidratados, foram lavados primeiramente com hipoclorito de sédio (NaClO) a 50% até
atenuacdo da coloracdo marrom original, e depois com &dgua corrente, para remog¢dao de
quaisquer resquicios de NaClO. Finalmente, os cistos foram transferidos para um béquer,
contendo 500 mL de agua do mar (1 g/L), deixados sob ilumina¢dao de uma lampada de led (G-
light® T8 Tubular G13 20 W 100-240 V 190° FP > 0,92 6500 K branco frio 60 Hz 8 GL 10/18),
posicionada a uma distancia aproximada de 30 cm. A aeracdo da dgua foi iniciada 15 min antes
da transferéncia dos cistos e mantida durante todo o tempo de incubacdo (48 h), a temperatura
de 25 °C, salinidade de 32 e pH 9,0.

O procedimento consistiu na preparacdo das solugdes-estoque dos extratos (Hx e
EtOH) e das fragdes (Fr. Hx e Fr. EtOH) pela dissoluc@o de 5 mg de cada um em 500 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO) e adicao de 4.500 pL de d4gua do mar. A partir dai foram preparadas
dilui¢des seriadas para obtencgdo das concentracdes teste: 100, 50, 25 e 12,5 pg/mL.

O bioensaio foi realizado em placas de acrilico de 24 pocos. Em cada pogo foram

colocados dez nduplios de Artemia sp., na fase II de desenvolvimento. Neles foram adicionados
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2,5 mL dos extratos (Hx e EtOH) ou das fragcdes (Fr. Hx e Fr. EtOH) nas concentragdes de 100,
50, 25 e 12,5 pg/mL. Como controle negativo foi utilizado 2,5 mL de agua do mar e como
controle positivo 2,5 mL de 4gua do mar com dimetilsulf6xido (DMSO). O controle positivo
foi preparado com 4.500 pL. de dgua do mar e 500 pL. DMSO. Todas as amostras foram
preparadas em quadruplicata.

As placas foram mantidas por 48 h a temperatura de 25 °C. Com auxilio de uma
lupa, o nimero de nduplios mortos foi contado apds 24 h de incubagdo e no final do ensaio,
com 48 h. A morte dos individuos foi evidenciada pela auséncia de movimento e, para

considerar o ensaio vélido, foi admitida uma mortalidade méxima de 10% no controle negativo.

3.9 Avaliacao de filmes comestiveis

As solucdes filmogénicas foram preparadas com carragenana e glicerol e, em
seguida, incorporadas com 1, 2 e 4 mg do extrato hexanico (Hx) e da fracdao hexanica (Fr. Hx).
A qualidade dos filmes comestiveis foi avaliada. As espessuras das peliculas foram
medidas, e os efeitos da adi¢do do extrato e da fragdo sobre as propriedades de permeabilidade
ao vapor de dgua, solubilidade em dgua e cor foram determinados no Laboratério de Tecnologia

do Pescado (LATEPE) do Departamento de Engenharia de Pesca/UFC.

3.9.1 Preparacdo das solugoes dos filmes e revestimentos comestiveis

Os filmes foram produzidos pela técnica de casting (ou evaporacdo do solvente)
seguindo as metodologias propostas por Arcan e Yemenicioglu (2011), Souza; Ditchfield;
Tadini (2010), Véasconez et al. (2009) e Velasquez-Herndndez et al. (2021), com adaptagdes.

Uma solugdo de carragenana, extraida da macroalga marinha vermelha Hypnea
musciformis, foi preparada na concentracdo de 1,5% (m/v), pela dissolu¢do de 6 g do
polissacarideo sulfatado em 400 mL de &4gua destilada, mantida sob agitacdo mecanica
constante durante 2 h.

Dessa solugdo foram usadas trés por¢des de 120 mL cada, nas quais foram
adicionados 300 pL de glicerol (agente plastificante), responsdvel por conferir maleabilidade
ao filme e por reorganizar as cadeias poliméricas dos polissacarideos. Em seguida, diferentes
quantidades do extrato Hx e da Fr. Hx (1, 2 e 4 mg) foram acrescidas e deixadas sob agita¢cdo

em um agitador magnético por 30 min.



67

3.9.2 Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de 4dgua (PVA) foi determinada pelo método
gravimétrico ASTM-E-96-92 com adapta¢des (GUILLARD et al., 2003; MCHUGH; AVENA-
BUSTILLOS; KROCHTA, 1993), e consistiu na taxa de transmissdo de vapor de dgua por
unidade de drea, através de um filme de espessura conhecida, a qual foi induzida por um
gradiente de pressdo entre duas superficies especificas, de umidade relativa e temperatura
conhecidas.

Os filmes preparados foram selados no topo de células de permeacgdo, contendo
50 mL de dgua destilada, com umidade relativa de 100% e pressao de vapor de 2.337,808 Pa a
20 °C. As células foram colocadas em um dessecador contendo silica gel, a 25 °C e 10% de
umidade relativa. As condi¢des de pressdo de dgua em estado estaciondrio foram consideradas
uniformes.

As células de permeacdo foram pesadas em intervalos de 2 h, durante 8 h, para o
calculo da perda de peso. Apds o periodo de 8 h, as espessuras dos filmes de cada amostra
(extrato e fragdo) foram medidas, em milimetros, com auxilio de um micrometro digital
(Digimess, Sao Paulo, Brasil), em nove posicoes diferentes.

Em seguida, os dados de perda de peso, expressos em gramas (varidvel dependente)
foram plotados no plano cartesiano de coordenadas em fun¢do do tempo, expresso em horas
(varidvel independente), para calcular os coeficientes angulares (b) das equacgdes lineares
correspondentes ao extrato Hx e a Fr. Hx (1, 2 e 4 mg).

As taxas de transmissdo de vapor de dgua foram estimadas pela razdo entre os
coeficientes angulares de cada equacdo linear e a drea dos filmes, medida em mm? e depois
transformada em m? (5.674,502 mm? = 0,005675 m?).

Finalmente, a transferéncia da dgua do interior da célula de permeacgdo para a silica
gel presente no dessecador, correspondente a PVA, foi calculada considerando a taxa de
transmissdo de vapor de dgua através do filme (TTVA, g/m? h), a espessura média do filme
(L, m) e a diferenca de pressdo parcial de vapor da dgua nos dois lados do filme (AP, atm),

conforme a EQUACAO 10, sendo expressa em g/dia m atm.

_ (TTVAXL)
- AP

PVA (10)
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3.9.3 Solubilidade em dgua (S)

A matéria seca inicial (MS;) dos filmes foi determinada por secagem dos discos
com 2 cm de didmetro, cortados com auxilio de um bisturi cirtirgico de aco inoxidavel, e
deixados em uma estufa a 100 °C por 24 h. Terminado o tempo de secagem, os discos foram
pesados e imersos em 50 mL de dgua destilada, com agitacdo periddica de 82 rpm em uma mesa
agitadora orbital SL 180 (marca SOLAB), por 24 h a 25 °C. Em seguida, os filmes foram
retirados, levados novamente a estufa a 100 °C por 24 h, para determina¢do da matéria seca
final (MSy).

A solubilidade em agua (S) foi definida como a porcentagem da matéria seca do
filme, apds 24 h de imersdao em agua destilada (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 2006), sendo
calculada pela EQUACAO 11. As determinacdes foram realizadas em triplicata.

MS;—MSy
MSy

S = (11)

3.9.4 Cor

As coordenadas de cor dos filmes foram determinadas segundo a metodologia
proposta por Cian et al. (2014), usando um colorimetro digital (Konica Minolta Chroma metre
CR-400).

De acordo com a escala de cores do sistema CIELab (L*, a* e b*), desenvolvida
em 1975 por Hunter, o sensor de refletancia da amostra foi utilizado para medir o grau de
luminosidade (L*), vermelhiddo (+a*), esverdeamento (—a*), amarelecimento (+b*) ou
azulamento (—b*) dos filmes.

O instrumento foi calibrado com uma placa padrdo com as seguintes coordenadas
de cores: L*padrao = 96,7; a*padrao = —0,03; e b*padrao = +1,73. Foram preparadas sete
repeti¢des para cada amostra de filme.

Os resultados da andlise de cor (L*, a* e b*) dos extrato e fragcdo hexanicos (1, 2 e
4 mg) foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn, adotado um

nivel de significancia de 5%.
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3.10 Analises estatisticas

Os resultados das quantificacdes dos teores de compostos fendlicos totais (CFT) e
flavonoides (TF) e das atividades antioxidantes e toxicoldgicas, usando sementes de pepino e
nauplios de Artemia sp., foram apresentados como média + desvio padrao.

Os dados foram submetidos a analise de variincia unifatorial, complementada pelo
teste de Tukey, quando necessario, para comparagao das concentragdes dos extratos hexanico
(Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH)
e das fracdes hexanica (Fr. Hx), diclorometano (Fr. DCM), acetato de etila (Fr. AcOEt),
etandlica (Fr. EtOH), metandlica (Fr. MeOH), metandlica:n-butandlica (Fr. MeOH:n-ButOH),
n-butanolica (Fr. n-ButOH) e aquosa (Fr. H20) do extrato etandlico (EtOH) de L. variegata.

A existéncia de correlacdo de Pearson entre concentracdo do controle positivo e
atividade antioxidante foi avaliada e, no caso de resultado estatisticamente significativo, a
regressao linear foi estabelecida.

Para todas as andlises estatisticas, os pressupostos de normalidade e
homocedasticidade foram testados para aplicacdo de testes paramétricos nos casos de
obediéncia as exigéncias ou de testes nao-paraméticos, quando elas nio foram atendidas. Todas
as andlises foram realizadas usando o software BioEstat v. 5.3. O nivel de significincia

estatistica foi estabelecido em 5%.



70

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Rendimentos dos extratos e das fracoes

As massas resultantes dos extratos hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato
de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH) de L. variegata foram 0,606 g,
0,260 g, 0,043 g, 8,365 g e 0,406 g, respectivamente. Estes valores corresponderam a
rendimentos de 0,87%, 0,37%, 0,06% 11,95% e 0,58%, considerando-se que a massa inicial de
70 g equivaleu a 100% para todos os extratos (TABELA 1, GRAFICO 1).

Tabela 1 — Rendimentos dos extratos hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico

(EtOH) e metandlico (MeOH) da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru,
Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.

Extratos
Identificacdo
Hx DCM AcOEt EtOH MeOH
Massa inicial (g) 70,0 70,0 70,0 70,0 70,0
Massa resultante (g) 0,606 0,260 0,043 8,365 0,406
Rendimento (%) 0,87 0,37 0,06 11,95 0,58

Fonte: AUTORA (2023).

Griéfico 1 — Rendimentos dos extratos hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico

(EtOH) e metandlico (MeOH) da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru,
Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.
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Fonte: AUTORA (2023).



71

As massas resultantes das fracdes hexanica (Fr. Hx), diclorometano (Fr. DCM),

acetato de etila (Fr. AcOEt), etandlica (Fr. EtOH), metandlica (Fr. MeOH), metanol/n-butanol

(Fr. MeOH/n-butOH), n-butanol (Fr. n-butOH) e aquosa (Fr. H>,O) do extrato etandlico (EtOH)

de L. variegata foram, respectivamente, 0,189 g, 0,178 g, 0,132 g, 0,458 g, 0,066 g, 0,038 g,
0,015 ge 0,081 g, correspondendo a rendimentos de 13,72%, 12,92%, 9,58%, 33,26%, 4,79%,

2,75%, 1,09% e 5,88%, considerando-se que a massa inicial de 1,377 g equivaleu a 100%
(TABELA 2, GRAFICO 2).

Tabela 2 — Rendimentos das fracdes do extrato etandlico (EtOH), da macroalga Lobophora variegata, coletada na
Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.

Identificacdo

Fragdes do extrato etandlico (EtOH)

MeOH/n- n-
Hx DCM | AcOEt | EtOH | MeOH H.O
ButOH | ButOH
Massa inicial (g) 1,377 1,377 1,377 1,377 1,377 1,377 1,377 1,377
Massa resultante (g) 0,189 0,178 0,132 0,458 0,066 0,038 0,015 0,081
Rendimento (%) 13,72 12,92 9,58 3326 4,79 2,75 1,09 5,88

Fonte: AUTORA (2023).

Grifico 2 — Rendimentos das fracdes do extrato etandlico (EtOH) da macroalga marinha parda Lobophora
variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.

Rendimento (%)

Fonte: AUTORA (2023).
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Os rendimentos dos extratos e das fracdes, obtidos neste trabalho, usando a
metodologia de extragdo com solventes de polaridades crescentes, volume fixo dos solventes e
adicao de solvente para re-extracdo, de acordo com a observacdo da coloracdo do solvente,
apresentaram valores dentro do amplo intervalo de variagdo relatado na literatura para
macroalgas marinhas (MAHMOUD et al., 2019).

Solventes alcéolicos estdo entre os principais solventes escolhidos para extragcao de
compostos algais. No presente trabalho, os rendimentos dos extratos da macroalga marinha
parda L. variegata preparados com etanol e metanol resultaram em rendimentos de 11,95% e
0,58%, respectivamente. Comparados aos resultados de Sathya et al. (2017), utilizando metanol
como solvente extrator da macroalga marinha parda Cystoseira trinodis (25,808%), tais valores
foram inferiores. Resultados diferentes foram observados para as fragdes. No presente trabalho,
as fragdes do extrato etandlico (EtOH) renderam: 12,92% (Fr. DCM), 9,58% (Fr. AcOEt) e
1,09% (Fr. BuOH). Esses rendimentos foram superiores aos reportados por Sathya et al. (2017),
correspondentes a 1,656% (Fr. DCM), 0,808% (Fr. AcOEt) e 0,604% (Fr. BuOH), todas obtidas
a partir do extrato metandlico.

A eficiéncia do isolamento de compostos bioativos estd diretamente relacionada a
complexidade das moléculas presentes nas amostras e sua afinidade pelos solventes extratores.
Vega et al. (2020) descobriram que os extratos hidroetandlicos da maioria das espécies de
macroalgas estudadas (cinco Rhodophyta, duas Ochrophyta e trés Chlorophyta) exibiram maior
poder redutor (atividade antioxidante) do que os extratos metandlicos. Esses resultados
ratificaram as afirmagdes de Matsukawa et al. (1997) e Alvarez-Gémez, Korbee e Figueroa
(2016) sobre a polaridade do solvente e o processo utilizado para a extra¢do influenciarem a
composic¢do e as propriedades dos extratos.

A combinacao de solventes € outra forma de maximizar os rendimentos da extragdo
e obter substancias com caracteristicas bioativas. Florez-Ferndndez, Dominguez e Torres
(2019), em seu artigo de revisao, destacaram que a utilizacdo de solventes de diferentes
polaridades tem um impacto significativo na extracdo de diferentes compostos de algas
marinhas. Solventes organicos, como etanol, metanol, acetona, cloroférmio, ou suas misturas
bindrias, como cloroférmio:metanol, t€ém sido empregados para extracdo de componentes
antioxidantes, como polifendis, flavonoides e carotenoides. No presente trabalho, o etanol foi
o solvente que apresentou maior rendimento para o extrato (11,95%) e para a fracdo (33,26%).
Contudo, ao contrario do que esté relatado na literatura sobre combinag@o de solventes, neste
trabalho, a fracdo obtida pela mistura de metanol e n-butanol (Fr. MeOH-n-ButOH) apresentou

rendimento muito baixo (2,75%).
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Nurrochmad et al. (2018) utilizaram a combinacao bindria de etanol e dgua (EtOH
e H2O — 96%) e conseguiram extrair fucoxantina do extrato (284,9 = 3,3 pg/g peso seco) e da
fracao (653,4 £ 30,6 pg/g peso seco) da macroalga marinha parda Turbinaria decurrens, com
rendimentos de 28,49% e 65,34%, respectivamente, referentes ao composto isolado.

Para Thoo et al. (2010), devido a complexidade das estruturas e das propriedades
dos compostos bioativos, ndo existe um protocolo universal de extracdo disponivel. Por isso,
diferentes solventes, técnicas e equipamentos devem ser utilizados a fim de otimizar a extracao
€ maximizar os rendimentos, mas sem aumentar os custos operacionais.

Flérez-Fernandez, Dominguez e Torres (2019) sugeriram que os processos de
extracdo com solventes organicos podem ser melhorados e/ou intensificados, quando
associados simultaneamente a outras técnicas, por exemplo, o uso de ultrassom.

Segundo Okolie et al. (2017), extragdes aquosas e com acidos diluidos, usando
tecnologias de micro-ondas e ultrassonicacdo e métodos enzimdticos, t€ém sido exploradas para
melhorar o rendimento de extracdo de polissacarideos de macroalgas marinhas. Praveen et al.
(2019) utilizaram dois métodos de extragdo de polissacarideos de macroalgas indianas
comestiveis (Sargassum wightii, Enteromorpha compressa e Acanthophora spicifera): extragao
com 4gua quente acidificada (HWE) e extracdo assistida por enzimas (EAE). Os autores
constataram que o método EAE [pancreatina (PAE), celulase com pepsina (CPAE) e
pancreatina-celulase-pepsina (PCPAE)] apresentou rendimentos superiores ao método HWE,
obedecendo a seguinte ordem crescente: PCPAE > CPAE > PAE > HWE.

Para eleger a técnica de extracdo mais eficiente para a macroalga marinha parda
Padina pavonica, Fayad et al. (2017) utilizaram extracao liquida pressurizada (ELP), extracao
assistida por micro-ondas (EAM), extracdo por fluido supercritico (EFS) e extragdo por
eletroporacdo. Diferentes parametros (natureza do solvente, tempo, temperatura de extracao e
nimero de ciclos) foram avaliados e cuidadosamente otimizados, com o objetivo de extrair
anticorpos anti-hialuronidase, usados na industria de cosméticos. Os extratos aquosos de
P. pavonica obtidos por ELP (4dgua; 60 °C; 2 ciclos) e por EAM (4gua; 60 °C; 1.000 W; 2 min)
produziram as inibi¢des mais potentes, com valores de ICso muito baixos de apenas poucas
dezenas de microgramas por mililitro.

Entretanto, para Gérka e Wieczorek (2017), o método de extragdo de grupos nao
polares de compostos, como dcidos graxos ou pigmentos, usando fluido supercritico (EFS), foi
considerado o mais ecologicamente correto, devido aos baixos niveis de pressdo e temperatura

necessarios, reduzindo consumo de solvente, além de ndo apresentar toxicidade.
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Como apresentado nos pardgrafos anteriores, a escolha do método de extracdo e os
ajustes das varidveis envolvidas no procedimento podem contribuir para otimizar os
rendimentos dos extratos, além de favorecer a obten¢do de um nimero maior de compostos
com atividade bioldgica. Contudo, ainda hd entraves para obtencdo de determinados tipos de
bioativos. Os pigmentos das algas marinhas, por exemplo, apresentam reconhecido potencial
biotecnoldgico, no entanto, Freitas ef al. (2022) consideraram que as metodologias de extra¢ao
e de purificagdo desses pigmentos sdo os maiores desafios para obté-los.

Liu et al. (2019) usaram as metodologias de design e de superficie de resposta Box-
Behnken com o intuito de obter extratos brutos da ocréfita Ascophyllum nodosum com alto
rendimento e forte atividade antioxidante. Para isso, os autores investigaram trés varidveis: a
relacdo entre solvente e s6lido (30 a 70 mL/g), a concentracdo de etanol no sistema solvente
(40 a 80%) e a temperatura de extracdo (20 a 60 °C), tendo constatado que as diferentes
combinacdes das varidveis foram responsdveis pela obtencdo de resultados distintos quanto aos
rendimentos e atividade antioxidante. O maior rendimento de extrato (55,6 mg extrato/g algas)
foi alcancado com a combinagdo da temperatura de extracdo (60 °C), relacao solvente/s6lido
(40,01 mL/g) e concentragdo de etanol (44,83%), enquanto a maior atividade antioxidante
(1/1Csp = 74,01 mL/mg) foi lograda com a combinagdo da temperatura de extracdo (20 °C),
relacdo solvente/s6lido (70 mL/g) e concentracdo de etanol (80%).

Novas metodologias, técnicas e ajustes devem ser testados com o objetivo de
favorecer e/ou melhorar a obtengdo dos biocompostos. Han ef al. (2022) utilizaram quatro
diferentes métodos de extracdo: fervura (SBE), imersdo (SSE), autoclavagem (SAE) e etanol
(SEE), para obten¢do de estimulantes naturais da ocréfita Sargassum horneri. Esses
estimulantes foram usados para verificar a capacidade da macroalga marinha vermelha
Neopyropia yezoensis em aumentar sua tolerancia térmica quando cultivada nas temperaturas
de 10 °C e 20 °C. O método SBE foi o mais eficiente para a extragdo dos estimulantes naturais,
os quais melhoraram a tolerancia térmica de N. yezoensis e, ainda, contribuiram para aumentar
sua producdo em 185%, em comparacao ao controle a 20 °C.

Assim, para que o processo de extracao seja eficiente e a obten¢do de biomoléculas
com caracteristicas biotecnoldgicas seja otimizada, ¢ importante que os métodos de extracao
sejam mais eficientes. Simultaneamente, os esforcos devem ter como objetivo a redugdo do
tempo, dos custos e da quantidade de solvente utilizada e, se possivel, que sejam adicionados
as técnicas, equipamentos que ajudem a maximizar os resultados. Esses ajustes nas varidveis
sd0 importantes para se conseguir €xito na obtencdo das biomoléculas de interesse e diminuir o

impacto no meio ambiente.
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4.2 Perfil cromatografico por cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram obtidos vérios perfis cromatograficos por CCD em gel de silica 60 G, porém
a marcante diferenca de polaridade entre as amostras dificultou a obten¢cdo de uma condigao
cromatografica Ginica para separagdo de todos 0s compostos presentes nos extratos e nas fracoes
de L. variegata.

Dessa forma, foram propostos e otimizados dois sistemas eluentes distintos: (1)
hexano:acetato de etila (Hx:AcOEt — 50:50) e (2) acetato de etila:cloroférmio:dgua:acido
férmico (AcOEt:CHCI3:H20:CH2O> — 3:3:1:1), onze reveladores e trés padrdes (4cido
ascorbico, dcido galico e quercetina).

No sistema eluente Hx: AcOEt (50:50), usando os reveladores acido sulfurico, vapor
de iodo e permanganato de potdssio, foi possivel observar, em todos os extratos, um ndmero

maior de compostos revelados (FIGURA 4).

Figura 4 — Perfis cromatograficos e respectivos valores do fator de retencao (Rf) dos extratos da macroalga marinha
parda Lobophora variegata, obtidos por cromatografia em camada delgada (CCD) em silica gel. Eluente: hexano:
acetato de etila (Hx:AcEOt — 50:50). Identificacdo dos extratos: EH (extrato hexanico), ED (extrato
diclorometano), EA (extrato acetato de etila), EE (extrato etandlico) e EM (extrato metandlico). Identificagdo do
padrdo: Q (quercetina). Identificacdo dos reveladores: dcido sulftrico (A), vapor de iodo (B) e permanganato de
potassio (C).
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Fonte: AUTORA (2023).

Os compostos que apareceram marcados da base até o meio das cromatoplacas
possuiam caracteristicas apolares, enquanto os que apareceram do meio até a linha superior
possufam caracteristicas polares. Os fatores de retengcdo (Rf) foram calculados com base na

distancia, em milimetros, percorrida por cada composto na cromatoplaca.
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Cada revelador utilizado indicou a classe a qual aqueles compostos marcados na
cromatoplaca pertenciam. Os spots da cromatoplaca da Figura 4A, revelada com é&cido
sulftrico, possivelmente pertencem a classe dos fendis e dos compostos enolizavies; os spots
da cromatoplaca da Figura 4B, revelada com vapor de iodo, sdo compativeis com compostos
aromdticos e insaturados; e os spots da cromatoplaca da Figura 4C, que foram revelados com
pergamanato de potdssio, sdo concernentes a classe dos olefinas, alcinos e aromadticos, além de
ter sido detectada a presenga de compostos que emitem fluorescéncia.

No sistema eluente acetato de etila:cloroférmio:dgua:acido  férmico
(AcOEt:CHCI3:H20:CH20; — 3:3:1:1), observou-se uma prevaléncia de spots correspondentes
a compostos com caracteristicas polares, tendo em vista sua distribui¢do préximo a linha
superior das cromatoplacas. Nesse sistema, as cromatoplacas com mais compostos
identificados foram aquelas reveladas com 4cido sulftrico, reagente de Dragendorff, vapor de
iodo e vanilina (FIGURA 5).

Nas cromatoplacas apresentadas na Figura 5, a maioria dos compostos encontrados
apresentou Rf superior a 0,50 mm e com caracteristicas polares. Os grupos aos quais esses
compostos pertencem sdao possivelmente: fendis e compostos enolizaveis (revelador: dcido
sulfirico, FIGURA 5A), alcaloides e compostos nitrogenados (revelador: reagente de
Dragendorff, FIGURA 5B), compostos aromaticos e insaturados (revelador: vapor de iodo,

FIGURA 5C) e compostos organicos e taninos condensados (revelador: vanilina, FIGURA 5D).
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Figura 5 — Perfis cromatograficos e respectivos valores de fator de retencéo (Rf) dos extratos da macroalga marinha
parda Lobophora variegata, obtidos por cromatografia em camada delgada (CCD) em silica gel. Eluente: acetato
de etila:cloroférmio:dgua:acido férmico (AcOEt:CHCl3:H>O:CH,0, — 3:3:1:1). Identificacdo dos extratos: EH
(extrato hexanico), ED (extrato diclorometano), EA (extrato acetato de etila), EE (extrato etandlico) e EM (extrato
metandlico). Identificagdo do padrdo: Q (quercetina). Identificag@o dos reveladores: dcido sulfirico (A), reagente
de Dragendorff (B), vapor de iodo (C) e vanilina (D).

Fonte: AUTORA (2023).

Por ter apresentado a maior quantidade de compostos revelados nas cromatoplacas,
o maior rendimento entre os extratos (11,95%) e um amplo espectro de atividades bioldgicas,
o extrato etandlico (EtOH) foi escolhido para ser submetido a cromatografia em coluna (CC),
a fim de fazer uma pré-separagdo dos compostos presentes, de acordo com a polaridade do
solvente eluido na coluna.

No sistema eluente Hx:AcOEt (50:50), o extrato EtOH apresentou spots para todos

os reveladores utilizados, com Rfs variando entre 0,03 mm (4cido sulfirico) e 0,85 mm (vapor
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de iodo). Na Figura 6 estdo apresentadas as cromatoplacas que exibiram maior quantidade de
compostos.

Na cromatoplaca da Figura 6A, revelada com 4cido sulftrico, foi possivel observar
que o spot de coloracdo azulada, com Rf de 0,23 mm, foi igual ao Rf do composto da
cromatoplaca revelada com vanilina na Figura 6D. Tanto o 4cido sulfirico como a vanilina
foram capazes de revelar fendis, que sdo compostos reconhecidamente dotados de atividade
antioxidante e que estdo presentes na constituicdo dos compostos fendlicos. O cloreto férrico
(FeCl3) a 3%, outro composto usado como revelador, também sinalizou a presenca de fendis na
amostra, além de outros grupos (FIGURA 6B). Além do mais, foi possivel observar no extrato
EtOH, revelado com FeCls a 3%, a presenca de compostos que emitem fluorescéncia, com Rf
de 0,56 mm, o mesmo encontrado na cromatoplaca revelada com 4cido sulfurico. Assim, é

admissivel sugerir que ambos se referem ao mesmo composto.

Figura 6 — Perfis cromatograficos e respectivos valores de fator de retengdo (Rf) dos padrdes dcido ascorbico (AA),
acido gdlico (AG) e quercetina (Q) e do extrato etandlico da macroalga marinha parda Lobophora variegata,
obtidos por cromatografia em camada delgada (CCD) em silica gel. Eluente: hexano:acetato de etila (Hex:AcOEt—
50:50). Identificacdo do extrato: EE (extrato etandlico). Identificagdo dos reveladores: dcido sulftrico (A), cloreto
férrico 3% (B), cloreto férrico 3%, UV 325 nm (C) e vanilina (D).
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Fonte: AUTORA (2023).

Com o sistema eluente acetato de etila:cloroférmio:dgua:acido férmico
(AcOEt:CHCI3:H20:CH2O2 — 3:3:1:1), sem a utilizacdo de reveladores, o extrato EtOH
apresentou compostos que emitem fluorescéncia a 325 nm (FIGURA 7A). Esses compostos
foram marcados, e os Rfs calculados. Em seguida, quando os reveladores foram aplicados sobre

as cromatoplacas, o extrato EtOH apresentou spots para todos eles. Contudo a maior quantidade
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foi detectada com hidréxido de potdssio (KOH) a 10% (FIGURA 7B), vapor de iodo (FIGURA
7C) e vanilina (FIGURA 7D).

Na Figura 7A, com a exposi¢do do sistema eluente em cimara UV a 325 nm, foi
possivel observar trés spots com Rfs de 0,50, 0,68 e 0,76 mm e todos eles emitiram
fluorescéncia. Entretanto, quando a mesma amostra foi revelada com vapor de iodo (FIGURA
7C), apesar do valor de Rf ter sido idéntico (0,76 mm), o composto ndo apresentou
fluorescéncia.

O KOH a 10%, revelador especifico para antraquinonas e cumarinas, permite a
visualizacdo das referidas substancias fendlicas que possuem coloracdo alaranjada e forte
atividade antioxidante. Na Figura 7B, revelada com KOH a 10%, observou-se a presenca de
uma substancia com as caracteristicas supracitadas e Rf de 0,49 mm. Na Figura 7D, para o
mesmo valor de Rf (0,49 mm), mas usando vanilina como substincia reveladora, notou-se que
a cor alaranjada ficou menos intensa, porém presente, uma vez que a vanilina € especifica para

fendis e ndo para um determinado grupo especifico como € o caso do KOH.

Figura 7 — Perfis cromatograficos e respectivos valores de fator de retengdo (Rf) dos padrées acido ascérbico (AA),
acido géalico (AG) e quercetina (Q) e do extrato etandlico da macroalga marinha parda Lobophora variegata,
obtidos por cromatografia em camada delgada (CCD) em silica gel. Eluente: acetato de
etila:cloroférmio:agua:acido férmico (AcOEt:CHCI3:H,O:CH»0, — 3:3:1:1). Identificag@o do extrato: EE (extrato
etandlico). Sistema eluente, UV 325 nm (A). Identificagc@o dos reveladores: hidréxido de potdssio a 10% (B), vapor
de iodo (C) e vanilina (D).
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Fonte: AUTORA (2023).

O uso de diferentes reveladores e os valores de Rf obtidos por CCD servem para
direcionar as amostras para os possiveis grupos de compostos aos quais elas pertencem. Desse

modo, é razodvel reunir as amostras que possuem os mesmos valores de Rf, pois possivelmente
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elas possuem os mesmos compostos e fazer uma anélise mais detalhada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Assim, na tentativa de separar essas classes de compostos, que apareceram nas CCD
do extrato EtOH, ele foi submetido a CC, e as fragdes, obtidas a partir desse processo
cromatogréfico, foram usadas para CCD. Diferentemente do que foi observado para os extratos,
as fragdes hexanica (H), diclorometano (D), acetato de etila (Ac), etandlica (E), metandlica (M),
metanol:n-butanol (MB), n-butanol (B) e aquosa (A) apresentaram uma melhor separagao dos

compostos, a medida que os reveladores iam sendo utilizados (FIGURA 8).

Figura 8 — Perfis cromatograficos e respectivos valores de fator de retencao (Rf) do padrdo quercetina (Q) e das
fracdes oriundas da cromatografia de coluna (CC) do extrato etandlico da macroalga marinha parda Lobophora
variegata, obtidos por cromatografia em camada delgada (CCD) em silica gel. Eluente: hexano:acetato de etila
(Hx:AcOEt — 50:50). Identificag@o das fracdes: hexanica (H), diclorometano (D), acetato de etila (Ac), etandlica
(E), metandlica (M), metanol:n-butanol (MB), n-butanol (B) e aquosa (A) Identificacdo dos reveladores:
p-anisaldeido (A) e acido fosfomolibdico (B).
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Fonte: AUTORA (2023).

O sistema cromatografico utilizando acetato de etila como fase movel foi eficiente
para separacdo dos compostos presentes na Fr. AcOEt, fato observado nas CCD (FIGURAS 8
e 9). Provavelmente, procedimentos de refracionamentos devem permitir uma melhor
separacio. E importante destacar que essa fracio apresentou o segundo maior teor de compostos
fendlicos totais e flavonoides, o que influenciou na sua atividade antioxidante.

A Figura 9 apresenta os perfis cromatograficos obtidos por CCD e os valores de Rf
para o padrdo (quercetina) e para as oito fracdes. Na Figura 9A € possivel observar que para o
acido fosfomolibdico, um revelador de uso universal para compostos insaturados e redutores,

as fracdes hexanica, etandlica e metandlica apresentaram Rfs de 0,70 mm, enquanto as frag¢des
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diclorometano e acetato de etila apresentaram Rfs similares de 0,71 e 0,73 mm,
respectivamente, o que ndo descarta a possibilidade de ser o mesmo composto, uma vez que
ambos exibiram um padrdo semelhante na cromatoplaca. Na Figura 9B, a fracdo acetato de
etila, revelada com p-anisaldeido, também apresentou uma coloragdo roxa apds aquecimento,
mas o Rf foi de 0,31 mm.

Os reveladores FeCls a 3% (FIGURA 9C) e vanilina (FIGURA 9D) foram
utilizados para verificar a presenca de fendis e outros compostos nas cromatoplacas. Para o
eluente Hx: AcOEt (50:50) e para os reveladores utilizados, ndo foi possivel observar a presenca
de compostos marcados nas cromatoplacas para a fracdo n-butanol. Entretanto, ndo se pode
dizer que tais compostos nao estio presentes na referida fragdo, uma vez que a CCD ¢ apenas

um screen de possiveis compostos presentes nas amostras analisadas.

Figura 9 — Perfis cromatogréficos e respectivos valores de fator de retencdo (Rf) do padrdo quercetina (Q) e das
fracdes oriundas da cromatografia de coluna (CC) do extrato etandlico da macroalga marinha parda Lobophora
variegata, obtidos por cromatografia em camada delgada (CCD) em silica gel. Eluente: hexano:acetato de etila
(Hx:AcOEt — 50:50). Identificag@o das fracdes: hexanica (H), diclorometano (D), acetato de etila (Ac), etandlica
(E), metandlica (M), metanol:n-butanol (MB), n-butanol (B) e aquosa (A) Identificacdo dos reveladores: 4cido
fosfomolibidco (A), p-anisaldeido (B), cloreto férrico a 3% (C) e vanilina (D).

Fonte: AUTORA (2023).
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Para o sistema eluente constituido de acetato de etila:cloroférmio:dgua:acido
férmico (AcOEt:CHCI3:H20:CH202), nao foi possivel determinar uma propor¢do de reagentes
capaz de separar os compostos presentes nas amostras das fracdes.

Mello et al. (2012), utilizando a mesma fase mével deste trabalho (Hx:AcOEt), mas
em proporcdes diferentes (80:20), conseguiram separar diferentes pigmentos das macroalgas
marinhas pardas Canistrocarpus cervicornis € Padina gymnospora, coletadas em estacoes,
épocas e locais diferentes, tendo verificado muitas bandas com diferentes valores de Rf. Assim,
os autores concluiram que a mesma espécie coletada em locais e épocas do ano diferentes pode
expressar diferenciacdes tanto na quantidade, quanto na concentragdo de pigmentos.

Freitas (2006) e Conceicdo (2019) demonstraram a possivel ocorréncia de
diterpenos (Rf = 0,80 mm) e esterdis (Rf = 0,50 mm), em extratos da macrolaga parda Dictyota
mertensii, utilizando vapor de iodo como revelador e diclorometano:acetato de etila
(CH2Cl2:AcOEt) na proporcao 70:30 (v:v), como fase mével. No presente trabalho, para o
mesmo revelador, mas fases moveis diferentes, foi possivel encontrar valores de Rf iguais a
0,80 mm no EA — extrato acetato de etila (FIGURA 4B) e no EE — extrato etandlico (FIGURA
5C) e Rf de 0,50 mm no ED — extrato diclorometano (FIGURA 5C).

Nos extratos de L. variegata, analisados no presente trabalho, foi detectada a
presenca de alcaloides com o reagente de Dragendorff como revelador, sendo a maior
quantidade detectada no EE (FIGURA 5B).

A partir do extrato bruto de Canistrocarpus cervicornis submetido a CC foram
obtidas vinte fragdes, sendo que as mais promissoras (rendimentos e perfis cromatograficos)
foram reunidas. A fracdo identificada como CLV9 (198,8 mg) foi submetida a uma nova
separacao cromatografica em coluna aberta; as 117 fragdes obtidas foram agrupadas em fungao
da sua semelhanca cromatografica em CCD. A Ccl, substincia com caracteristicas semelhantes
a um oleo de coloragdo amarelada, apresentou spot com Rf de 0,35 mm mas, apos revelagdo
com anisaldeido sulftrico, adquiriu coloracao roxa de imediato, ficando marrom depois de
algum tempo. O resultado da andlise por ressonancia magnética nuclear (RMN) sugeriu se tratar
de um 4cido graxo saturado (PHILIPPUS, 2016). A Fr. AcOEt, revelada com p-anisaldeido,
também apresentou uma coloragdo roxa apds aquecimento, com Rf de 0,31 mm (FIGURA 9B).

A coincidéncia dos valores de Rf dos spots de uma amostra desconhecida
comparados com os de uma amostra-padrao fornece uma evidéncia da possivel identidade
daquela amostra. Os valores de Rf dos padrdes utilizados neste trabalho, quando comparados

aos das amostras de L. variegata (extratos e fracdes), ndo foram idénticos, entretanto, por ser
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um método manual e a andlise ser apenas preliminar, ndo € possivel afirmar que os compostos

das amostras ndo pertencam a mesma familia das substancias utilizadas como padrao.

4.3 Teores de compostos fendlicos totais (CFT) nos extratos e nas fracoes

As quantificagdes dos compostos fendlicos totais (CFT) nos extratos [hexanico
(Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH)]
e nas fragdes do extrato etandlico [hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila
(AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH), metandlica-n-butandlica (MeOH-n-ButOH),
n-butandlica (n-ButOH) e aquosa (H>0O)] foram feitas com base na curva padrao do 4cido
gdlico, preparada nas concentragdes de 25 a 200 ng/mL (TABELA 3). Entretanto a equacao da
reta (y = a + bx) foi calculada entre 25 e 150 pg/mL, faixa em que a linearidade entre as

varidveis foi mantida (GRAFICO 3).

Tabela 3 — Valores de absorbancia, monitorada em 765 nm (média + desvio padrido), de acordo com as
concentracdes da solugdo de acido galico (G7384, Sigma), variando de 25 a 200 ug/mL.

Concentragdo (pg/mL) Absorbancias em 765 nm (X £ s)
25 0,090 + 0,004
50 0,218 £ 0,004
75 0,356 £ 0,017
100 0,431 + 0,005
125 0,541 £ 0,011
150 0,667 £ 0,025
175 0,727 £ 0,014
200 0,794 + 0,022

Fonte: AUTORA (2023).

A existéncia de correlacdo estatisticamente significativa entre os valores de
absorbéancia em 765 nm e a concentracdo da solucdo de 4cido galico até 150 pg/mL permitiu o
estabelecimento da regressdo linear (y = —0,00907 + 0,00449x) com r = 0,9972 (p <
0,0001), obtida para seis pares de dados.

Essa regressdo foi usada para a quantificacdo dos teores de CFT nos controles
positivos [4cido ascorbico, dcido gélico, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT),

acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e quercetina], nos extratos [hexanico (Hx),
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diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOE?t), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH)] e nas
fracdes do extrato etandlico [hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt),
etandlica (EtOH), metandlica (MeOH), metandlica-n-butandlica (MeOH-n-ButOH),
n-butandlica (n-ButOH) e aquosa (H20)], obtidos da macroalga marinha parda L. variegata

(TABELA 4).

Griéfico 3 — Curva padro de acido galico (G7384, Sigma), nas concentragdes de 25 a 150 pg/mL, usada para
quantificar os teores de compostos fendlicos totais (CFT), nos controles positivos [4cido ascérbico, dcido gélico,
butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e quercetina],
nos extratos [hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico
(MeOH)] e nas fragdes do extrato etandlico [hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt),
etandlica (EtOH), metandlica (MeOH), metandlica-n-butandlica (MeOH-n-ButOH), n-butandlica (n-ButOH) e
aquosa (H,O)], obtidos da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru,
Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.
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Fonte: AUTORA (2023).

Os teores de CFT nos controles positivos diferiram significativamente entre si
(p < 0,05). Considerando o 4cido galico como referencial, ou seja 100%, ja que o teor foi
essencialmente 1.000 mg EAG/g, os outros controles positivos (acido ascorbico, BHA, BHT e
quercetina) corresponderam, respectivamente, a 46,2%, 32,8%, 23,2% e 86,6% do CFT do
acido gdlico. O agente quelante, EDTA, por sua vez, ndo funcionou adequadamente como
controle positivo para quantificar compostos fenélicos (TABELA 4).

Desconsiderando o EDTA, os teores de CFT dos demais controles positivos foram
superiores aos registrados nos extratos. O etanol foi o solvente mais eficiente para extrair CFT,
resultando em 76,013 + 2,159 mg EAG/g, que correspondeu a 6,9% do teor obtido para o dcido
gélico (TABELA 4).
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Tabela 4 — Teores dos compostos fendlicos totais (CFT), expressos em mg de equivalentes de dcido gélico (EAG)
por grama, nos controles positivos [4cido ascdrbico, dcido gdlico, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno
(BHT), 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e quercetina], nos extratos [hex@nico (Hx), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metanélico (MeOH)] e nas fracdes do extrato etandlico
[hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH),
metandlica-n-butandlica (MeOH-n-ButOH), n-butandlica (n-ButOH) e aquosa (H,O)], obtidos da macroalga
marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.

Identificag¢do CFT (mg EAG/g)
Controles positivos Acido ascérbico 506,967* + 9,813
Acido gélico 1.096,968° + 67,190
BHA 359,434° + 26,939
BHT 254,796 + 6,804
EDTA -
Quercetina 950,361°¢ + 24,536
Extratos Extrato Hx 13,8117+ 0,715
Extrato DCM 9,432¢M + (), 804
Extrato AcOEt 21,7221 + 0,959
Extrato EtOH 76,0135 2,159
Extrato MeOH 12,264 + 1,037
Fracoes Fracao Hx 24,691' + 1,521
Fracao DCM 26,883™ + 3,504
Fracao AcOEt 40,248" + 2,196
Fracio EtOH 24.421'+ 1,273
Fragao MeOH 8,887 + 0,448
Fragao MeOH-nButOH 3,826° + 0,457
Fracdao nButOH 17,066° + 0,482
Fracdao H,O 4,224° + 0,276

Fonte: AUTORA (2023).

- CFT nao mensurado com EDTA, 50 a 2.500 pg/mL.

Comparagdes feitas por andlise de variancia unfatorial e teste de Tukey.
Letras mintsculas iguais, p > 0,05; letras minusculas diferentes, p < 0,05.

Os valores de CFT dos extratos e das fragdes de L. variegata estdo dentro do
intervalo relatado na literatura. O extrato EtOH foi aquele que apresentou maior teor de
compostos fendlicos totais, com 76,013 + 2,159 mg EAG/g. O segundo maior teor de CFT
(21,722 £ 0,959 mg EAG/g) foi detectado no extrato AcOEt. Dentre as fracdes do extrato EtOH,
a Fr. AcOEt foi a que apresentou maior CFT, com 40,248 + 2,196 mg EAG/g, seguida pela
fragdo DCM com 26,883 + 3,504 mg EAG/g. As fracdes Hx e EtOH apresentaram valores de
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CFT de 24,691 = 1,521 mg EAG/g) e 24,421 + 1,273 mg EAG/g), respectivamente, sem
diferenca estatisticamente significativa (TABELA 4).

Os compostos fendlicos possuem em sua estrutura um anel aromdtico ligado
diretamente a pelo menos um grupo hidroxila (—-OH) e podem ser classificados em
monomeéricos, oligoméricos ou poliméricos. Estdo presentes em todos os vegetais e sdo
originados do metabolismo secundério das plantas, sintetizados como resposta as condi¢des
ambientais. Apresentam centenas de moléculas diferentes e sdo agrupadas em classes de acordo
com a fungdo e estrutura quimica. Sdo conhecidos pela capacidade de sequestrar radicais livres
e metais pro-oxidantes, intervindo em diferentes processos intracelulares e protegendo a célula
contra o estresse oxidativo. Nas algas marinhas pardas, os florotaninos sdo os compostos
fendlicos mais prevalentes, encontrados em diversas quantidades, embora experimentem
variacao ndo sO entre as espécies, mas também devido ao clima e a exposi¢ao ao sol no ambiente
em que o individuo se distribui (AGUIAR et al., 2022; BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009:
CATARINO et al., 2023).

A ocorréncia e a concentracdo dos compostos fenodlicos (fendis e polifenois),
presentes nas macroalgas marinhas, sofrem influéncia de diversos fatores, dentre os quais se
destacam, estacdo do ano, habitat, fatores extrinsecos (intensidade luminosa e disponibilidade
de nutrientes na dgua do mar), solvente e método de extracdo utilizados. A eficiéncia do
solvente de extracdo utilizado vai depender da sua afinidade e quantidade de moléculas
presentes no material algal. Esta variacdo na quantidade de moléculas é observada entre
diferentes individuos de uma mesma espécie e até mesmo nas diferentes partes do talo (DUAN
et al., 2006; PARYS et al., 2007).

Wang, Jonsdottir e Olafsdéttir (2009) recomendaram o uso de misturas aquosas
com etanol, metanol e acetona para extrair mais compostos fenolicos, pois estes geralmente sao
mais soluveis em solventes organicos polares. Sousa (2017), utilizando extratos etanolicos a
70% de L. variegata, encontrou CFT igual a 215,84 + 11,90 mg EAG/g extrato. Li, Yang e Li
(2017), usando o mesmo solvente para a preparacao de extratos da macroalga marinha vermelha
Porphyra yezoensi, quantificaram CFT de 73,17 g/100 g peso seco. Entretanto, ainda com o
mesmo solvente (etanol a 70%), Soltani et al. (2011) encontraram baixos valores de CFT (3,077
+ 105 mg EAG/g extrato) no extrato etandlico da cloréfita Cladophora glomerata, coletada no
Mar Caspio (Sari Mazandaran, Ira).

Os resultados de CFT do extrato EtOH do presente trabalho foram,

respectivamente, 2,83 vezes menores do que o relatado por Sousa (2017), e 1,038 e 24,70 vezes
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maiores que os encontrados por Li, Yang e Li (2017) e Soltani et al. (2011), respectivamente,
usando etanol absoluto como solvente de extracao.

A combinag¢do dos parametros de extragdo, previamente discutida, modifica a
quantidade e as propriedades dos compostos presentes nos extratos, tornando-os diferentes. De
acordo com Korzeniowska, L¢ska e Wieczorek (2020), similarmente a outros pesquisadores,
eles também reforcaram o fato de que as variagdes nos rendimentos de CFT entre as diferentes
espécies de macroalgas s@o atribuidas a vérios fatores como método de extracdo, solvente
utilizado e parametros bioldgicos e ecoldgicos inerentes a elas.

Extratos etandlicos de onze espécies do género Sargassum apresentaram contetido
fendlico total variando de 20,57 a 88,97 mg EAG/g extrato. As espécies S. miyabei Yendo
(88,97 £ 4,34) e S. hemiphyllum (83,22 + 1,72) exibiram os maiores conteidos fendlicos,
enquanto S. confusum (20,57 £ 1,00), S. coreanum (23,82 + 0,88), S. macrocarpum (26,32 +
1,72) e S. micracantum (28,62 + 1,00) exibiram os menores (BAEK et al., 2021). Quando
comparados aos valores de CFT, obtidos para o extrato EtOH de L. variegata, eles foram 1,170
e 1,094 vezes menores que os obtidos com S. miyabei Yendo e S. hemiphyllum

A escolha adequada do solvente (apolar ou polar) tem relacdo direta com a
solubilidade das substincias de interesse, de modo que, para as mesmas espécies de macroalgas
foram relatadas diferentes concentracdes de compostos fendlicos (GIADA, 2014). Entretanto,
ndo se pode dizer que existe um unico solvente capaz de extrair simultaneamente todas as
classes de compostos fendlicos, pois a polaridade dos solventes usados e a solubilidade dos

fendlicos determina a eficiéncia na extragao.

4.4 Teores de flavonoides (flavondis e flavonas do subgrupo luteolina) (TF) nos extratos e

nas fracoes

As quantificagdes dos flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo luteolina)
(TF) nos extratos [hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico
(EtOH) e metandlico (MeOH)] e nas fracdes do extrato etandlico [hexanica (Hx),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH),
metanodlica-n-butandlica (MeOH-n-ButOH), n-butandlica (n-ButOH) e aquosa (H>O)] foram
feitas com base na curva padrdo de quercetina, preparada nas concentragdes de 10 a 200 pg/mL

(TABELA 5).
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Tabela 5 — Valores de absorbdncia, monitorada em 425 nm (média + desvio padrdo), de acordo com as
concentracdes da solugcdo de quercetina (33795-1, Aldrich), variando de 10 a 200 pg/mL.

Concentragdo (pg/mL) Absorbancias em 425 nm (X * s)
10 0,111 £0,005
20 0,230 + 0,009
30 0,453 £ 0,006
40 0,561 £ 0,026
50 0,770 £ 0,030
60 0,942 £ 0,026
70 1,076 £ 0,030
80 1,244 £ 0,032
90 1,385+ 0,013
100 1,512 £ 0,035
125 1,742 £ 0,030
150 1,852 £ 0,025
175 1,917 + 0,009
200 1,926 + 0,011

Fonte: AUTORA (2023).

A existéncia de correlagdo estatisticamente significativa entre os valores de
absorbancia em 425 nm e a concentracdo da solu¢do de quercetina até 100 pg/mL permitiu o
estabelecimento da regressdo linear (y = —0,05065 + 0,01598x) com r = 0,9986 (p <
0,0001), obtida para dez pares de dados (GRAFICO 4).

Essa curva padrio foi usada para a quantificacdo de TF nos controles positivos
[4cido ascorbico, dcido gélico, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e quercetina], nos extratos [hexanico (Hx), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH)] e nas fragcdes do
extrato etandlico [hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica
(EtOH), metandlica (MeOH), metandlica-n-butandlica (MeOH-n-ButOH), n-butandlica
(n-ButOH) e aquosa (H>O)], obtidos da macroalga marinha parda L. variegata (TABELA 6).

O tunico reagente que funcionou como controle positivo foi a quercetina, resultado
ja esperado. Os demais, acido ascorbico, dcido galico, BHA, BHT e EDTA, ndo apresentaram

valores mensurdveis nas concentracdes testadas, entre 50 e 2.500 pg/mL (TABELA 6).
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Grifico 4 — Curva padrdo de quercetina (33.795-1, Aldrich), nas concentracdes de 10 a 100 pg/mL, usada para
quantificar os teores de flavonoides (TF), controles positivos [4cido ascérbico, dcido gdlico, butil hidroxianisol
(BHA), butil hidroxitolueno (BHT), &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e quercetina], nos extratos
[hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH)] e nas
fragdes do extrato etandlico [hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etanélica (EtOH ),
metandlica (MeOH), metanélica-n-butanélica (MeOH-n-ButOH), n-butandlica (n-ButOH) e aquosa (H,O)],
obtidos da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em
setembro de 2020.

6L y=-005065+001598x
r=0,9986 n=10

0 20 40 60 80 100

Concentragdo (pug/mL)

Fonte: AUTORA (2023).

No presente trabalho, apenas a quercetina apresentou TF, sendo seu valor superior
aos registrados nos extratos e fragdes. Todos os solventes extrairam flavonoides dos extratos,
cujos teores, expressos em mg EQ/g, variaram de 2,605 + 0,228 (extrato Hx) a 105,310 + 3,096
(extrato AcOEt). Para as fracdes do extrato etandlico (EtOH), os maiores valores de TF foram
determinados nas fragdes AcOEt (99,644 + 4,340) e DCM (84,251 + 1,869) (TABELA 6).

A eficiéncia dos solventes de extracdo, apresentada nesta ordem decrescente, foi:
AcOEt, o melhor extrator, correspondendo a 8,4% da atividade obtida para a quercetina,
seguido de DCM e MeOH, os quais ndo apresentaram diferenca estatistica significativa, EtOH
e, finalmente, Hx. A quantificagdo de TF no extrato AcOEt (105,310 = 3,096) e na fracdo
AcOEt (99,644 + 4,340) nao foi significativamente diferente (TABELA 6).

Estes resultados obtidos no presente trabalho foram superiores quando comparados
aos dados obtidos para extratos etandlicos (EtOH a 80%) de quinze espécies de macroalgas:
clordfitas de 8,43 a 33,39 mg EQ/g, ocroéfitas de 20,72 a 32,89 mg EQ/g e roddfitas de 6,03 a
20,91 mg EQ/g (SAROJINI; LAKSHMINARAYANA; RAO, 2012).
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Tabela 6 — Teores de flavonoides (TF), expressos em mg de equivalentes de quercetina (EQ) por grama, nos
controles positivos [4cido ascorbico, dcido gdlico, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), 4cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e quercetina], nos extratos [hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato
de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH)] e nas fragdes do extrato etandlico [hexéanica (Hx),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH), metandlica-n-butandlica
(MeOH-n-ButOH), n-butanélica (n-ButOH) e aquosa (H,O)], obtidos da macroalga marinha parda Lobophora
variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.

Identificag¢do TF (mg EQ/g)

Controles positivos  Acido ascorbico -

Acido gilico -

BHA -
BHT -
EDTA -
Quercetina 1.253,379* + 13,185
Extratos Extrato Hx 2,605° + 0,228
Extrato DCM 43,636 + 2,233
Extrato AcOEt 105,310¢ + 3,096
Extrato EtOH 25,332° £ 1,556
Extrato MeOH 42.,530° + 1,960
Fracoes Fracao Hx 1,894 + 0,128
Fragio DCM 84,251+ 1,869
Fracdo AcOEt 99,6449 + 4,340
Fracao EtOH 11,6118+ 0,714
Fragao MeOH 30,685" + 1,470
Fragao MeOH-nButOH 2,833+ 0,219
Fragio nButOH 17,535 + 1,091
Fracido H,O 4,214 + 0,181

Fonte: AUTORA (2023).

- TF nao mensurado com 4cido ascérbico, dcido gilico, BHA, BHT ou EDTA, de 50 a 2.500 pg/mL.
Comparagdes feitas por andlise de variancia unfatorial e teste de Tukey.
Letras mintisculas iguais, p > 0,05; letras mintsculas diferentes, p < 0,05.

Para as condi¢Oes de extracdo adotadas para espécie investigada (L. variegata), no
presente trabalho, o etanol s foi o melhor solvente para a extragdo de CFT dos extratos. O
acetato de etila, um solvente de polaridade intermedidria, foi o mais eficiente, extraindo maiores
quantidades de CFT e TF. Alam, Bristi e Rafiquzzaman (2013), ao avaliarem solventes de
extracdo comumente usados nos estudos sobre antioxidantes, relataram que o etanol, por ser

organico e ndo téxico e, ainda por sua polaridade favorecer a extragdo de compostos polares,
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como fendlicos e flavonoides, é o mais utilizado. Dez anos depois, Catarino et al. (2023), apos
levantamento bibliografico sobre métodos de extracdo que intensifiquem a extracdo de
flavonoides da macroalga marinha parda Sargassum spp., constataram que solventes alcodlicos,
principalmente EtOH, a mistura dele com dgua (50%) e a extra¢do aquosa foram responsaveis
pelos maiores teores de flavonoides e as melhores atividades antioxidantes.

A avaliacdo de extratos de acetato de etila, preparados por técnicas que envolvem
liquidos pressurizados, mostrou a auséncia de compostos naturais como terpenos, flavonoides
e aminodcidos. Sob tais condi¢des de extragao, foi verificada a presenca apenas de polifendis e
lipidios (FAYAD et al., 2017, KHALED; HIBA; ASMA, 2012; MOHAMED; AGILI, 2013).

Segundo Farasat er al. (2014), a variacdo nos teores de flavonoides pode ser
atribuida ao local de coleta. Para as espécies do género Ulva (U. intestinalis, U. flexuosa e U.
linza), coletadas em Northern Ouli, Golfo Pérsico, os rendimentos (mg de equivalentes de rutina
por grama de extrato — mg ER/g extrato) foram de 8,048, 9,462 e 10,431, respectivamente.
Porém para outras espécies, U. intestinalis (25,316) e U. clathrata (33,094), coletadas em
Dayyer e Taheri, respectivamente, locais diferentes no Golfo Pérsico, valores superiores foram
observados. Os autores concluiram que o local onde a alga estava distribuida no ambiente e a
exposi¢do mais prolongada a radiacdo UV podem ter sido responsédveis pela produciao dos
diferentes componentes bioativos.

Como previamente ressaltado, nas metodologias de extracdo, a temperatura parece
ser um fator importante para sua eficacia. No entanto, os efeitos da temperatura no contetudo e
atividade dos componentes bioativos presentes em vegetais devem ser avaliados
cuidadosamente.

Os flavonoides estdo amplamente distribuidos no Reino Vegetal. Essas substancias
polifendlicas de baixo peso molecular sdo conhecidas por desempenharem diversas funcdes
importantes para a fisiologia da planta, como protecdo contra a luz UV, protecdo contra o ataque
de herbivoros e micro-organismos patogénicos, acdo como agentes citotéxicos, além da atragcdo
de insetos polinizadores e simbiontes (CATARINO et al., 2016).

Sousa (2017) observou que o extrato etandlico (EtOH a 70%) da macroalga marinha
parda L. variegata apresentou as melhores atividades antioxidantes quanto ao sequestro do
radical DPPH, poder de reducdo de fons férricos (FRAP) e atividade de inibicdo do
branqueamento de f-caroteno (BCB), quando comparado ao extrato diclorometano. Os teores
de CFT e TF no extrato EtOH a 70% foram iguais a 215,84 + 11,90 mg EAG/g e 79,12 + 12,39
mg EQ/g, respectivamente. A presenca desses compostos pode ter sido determinante para os

resultados alcancados nas atividades antioxidantes.
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Seis ocrofitas, coletadas na Baia de Bateau, Austrdlia, Sargassum vestitum,
S. linearifolium, S. podocanthum, Phyllospora comosa, Padina sp. € Hormosira banksii, foram
submetidas a extracdo com EtOH a 70% em banho ultrassonico a temperatura de 30 °C por
60 min e apresentarem TF (mg de equivalentes de catequina/g extrato) de 17,78, 13,93, 22,38,
9,89, 20,74 e 29,31, respectivamente (DANG et al., 2018). De acordo com Ismail (2017), o
extrato acetOnico da macroalga Sargassum linifolium, coletada na costa mediterranea de
Alexandria, Egito, apresentou TF de 4,53 mg EQ/g extrato.

Os valores de TF (mg EQ/g extrato metandlico a 80%) de amostras de dez
macroalgas pardas (Sargassum confusum, S. fusiforme, S. muticum, S. nigrifolium, Mielophycus
simplex, Petalonia fascia, Petrospongium rugosum, Scytosiphon gracilis, S. lomentaria e Ishige
foliacea), oriundas do Sistema de Informagdes sobre Biorecursos Marinhos da Coreia, variaram
de 4,9 (S. confusum) a 50,35 (I. foliacea) (LEE; PARK; LEE, 2020). Resultados semelhantes
foram reportados para a ocréfita Sargassum tenerrimum. Os valores de CFT (mg EAG/g) e de
TF (mg de equivalentes de rutina/g) foram, respectivamente 31,10 e 45,49 (BANU; SRI
RAMANI; MURUGAN, 2020).

Abo-Shady et al (2023) elaboraram um artigo de revisdo com trabalhos sobre o uso
de extratos algais e acdo dos flavonoides para o tratamento de doencas. Na literatura esse
metabolito é conhecido por apresentar atividades bioldgicas, por exemplo, antimicrobiana,
antioxidante, sequestradora de radicais livres e espasmolitica. Contudo, sua aplicacdo nao se
restringe apenas para tratar a saide humana. Devido a sua capacidade fotoprotetora e
estimulante, os flavonoides podem ser utilizados como bioestimulantes para o crescimento de
plantas. Mohammed ez. al. (2023), utilizando extrato aquoso da macroalga marinha parda
Sargassum polycystum, confirmaram que a presenca de compostos fendlicos e de flavonoides
no extrato, influenciou positivamente a germinac¢ao e o crescimento das culturas de fava comum
(Vicia faba) e girassol (Helianthus annuus).

Ap6s a leitura do material bibliografico sobre compostos fendlicos e flavonoides,
foi possivel reconhecer que os valores encontrados no presente trabalho estdo dentro da faixa
citada na literatura, e que a natureza polar dos flavonoides e a polardiade dos solventes foram

fatores determinantes para os resultados alcancados.
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4.5 Atividades antioxidantes in vitro dos extratos e das fracoes

4.5.1 Capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) dos controles

positivos, dos extratos e das fracoes

Os resultados da capacidade de sequestro do radical DPPH dos controles positivos
[4cido ascérbico, dcido gélico, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), 4cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e quercetina] e da concentragdo necessaria para se obter
50% de efeito antioxidante (ECso) estdo apresentados na Tabela 7 e ilustrados no Gréfico 5.

Os controles positivos, utilizados como substratos doadores de elétrons, exibiram
atividade de sequestro do radical DPPH maxima com &4cido gélico (ECso < 50 pg/mL), seguido
de quercetina, BHA, BHT e acido ascérbico. A capacidade de sequestro do radical DPPH do
acido ascorbico e BHT, usados como substratos doadores de elétrons, aumentou
significativamente a partir da concentracdo de 100 pg/mL, atingindo valores proximos a 100%
de atividade na maior concentracdo testada (2.500 pg/mL). A capacidade de sequestro
registrada para o EDTA, um agente quelante, que atua na formacdo de complexos muito

estdveis com ions metdlicos, permaneceu em torno de 10% (TABELA 7, GRAFICO 5).
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Tabela 7 — Capacidade de sequestro do radical DPPH, expresso em porcentagem, dos controles positivos [4cido
ascorbico, dcido gélico, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), 4cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e quercetina], e concentracio necessdria para se obter 50% de efeito antioxidante (ECsp).

DPPH (%) dos controles positivos
Concentragdo i} i}
(ug/mL) Acido Acido BHA BHT EDTA | Quercetina
ascorbico gélico

<0 1,149 77,9998 42,726% 31,802 6,457 48,813
+0,325 +0,619 +2,722 + 1,076 + 0,668 + 3,540

100 20,827°4  93,211°B  58,040°C  46,810°° 9,213 90,9658

+ 1,442 +0,617 + 0,853 + 1,975 + 0,895 +0,810

-50 88,4384 92,9568 81,317°¢  73,392P 9,961 91,1188
+0,108 +0,375 + 1,381 + 1,788 + 0,434 +0,415

94,2199 92,917°B 88,0939 86,409 9,554%P 90,9148

200 + 1,394 + 0,700 +0,617 + 0,905 +1,513 + 1,004
1,000 95,0239 92,802°®  89,204%C 89,548 9,567P 91,960°8
+ 0,566 + 0,530 +0,508 + 0,744 + 0,298 + 1,004
1,500 94,37294  93,874%A  89,510%B  90,352°BD  10,472%°C 91,654
+ 1,428 +0,530 +0,198 +0,217 + 0,490 +0,476

5000 94,9859 94,7934 90,442%B 91,462 10,499%°C 92,4968
+ 1,627 + 0,638 +0,775 + 1,041 + 0,656 +0,761

5500 96,5934 95,138 91,577°  91,730°C 11,496°®  94,142°B

+1,071 +0,785 + 1,206 +0,781 +0,568 +0,775
ECso 163,34 <50 73,75 118,00 >2.500 51,41

Fonte: AUTORA (2023).

Comparacdes feitas usando-se andlise de varidncia unfatorial e teste de Tukey.

Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras mindsculas diferentes, p < 0,05.
Nas linhas, letras maidsculas iguais, p > 0,05; letras maitisculas diferentes, p < 0,05.
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Grifico 5 — Capacidade de sequestro do radical DPPH, expresso em porcentagem, dos controles positivos ([dcido
ascorbico, dcido gélico, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), 4cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e quercetina].
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Fonte: AUTORA (2023).

Os resultados da capacidade de sequestro do radical DPPH dos extratos hexanico
(Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH)
da macroalga marinha parda L. variegata e da concentracio necessdria para se obter 50% de
efeito antioxidante (ECso) estdo apresentados na Tabela 8 e Grafico 6.

O extrato EtOH apresentou atividades crescentes de acordo com as concentracoes
testadas, atingindo valor maximo de aproximadamente 74% em 2.500 ug/mL.

Nos extratos Hx, DCM, AcOEt e EtOH, a capacidade de sequestro do radical DPPH
variou entre 2,257% + 0,758 € 73,890% + 1,450. Em geral, as menores capacidades de sequestro
foram observadas nos extratos Hx e DCM, da ordem de 8 a 13% na maior concentragao testada
(2.500 pg/mL). Nessa concentragdo, o extrato EtOH atingiu atividade maxima de 73,890% +
1,450, enquanto os extratos AcOEt e MeOH apresentram 26,034% + 1,503 e 29,301% + 3,064,
respectivamente. Apesar de o extrato AcOEt ter apresentado os maiores teores de TF, foi no
extrato EtOH em que se observaram as maiores porcentagens de atividade de sequestro do

radical DPPH em todas as concentracdes analisadas (TABELA 8, GRAFICO 6).
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Tabela 8 — Capacidade de sequestro do radical DPPH, expresso em porcentagem, dos extratos [hexanico (Hx),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH)], da macroalga marinha
parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020 e concentragio
necessdria para se obter 50% de efeito antioxidante (ECs).

Concentragao DPPH (%) dos extratos

(ug/mL) Hx DCM AcOEt EtOH MeOH

5,360 2,257 12,213 15,773 9,290

%0 + 0,433 +0,758 +0,754 +0,552 + 0,843
100 8,270°A 2,565 16,5395 22,920°° 11,996°E

+ 1,299 +0,521 +1,104 +0,771 + 1,423
9,6480<A 2,757 17,381°C 32,721P 13,3235E

>0 +2,299 + 0,985 + 1,554 + 1,853 + 1,705
9,150 2,501 18,581°<C 45,8404P 16,131¢4C

200 + 1,349 + 1,564 + 1,651 + 1,511 +2,146
9,456°A 2,757 18,7345 54,364°P 17,305%9¢

1000 +0,922 + 1,728 + 1,755 +2,504 +0,217
1,500 11,907¢44 6,470P8 21,937¢¢C 65,620 17,203¢¢E
+ 1,169 + 1,865 + 1,302 + 0,923 + 1,609

12,4044 12,6348 23,0099 70,291¢P 24,706°¢

200 + 1,705 + 1,408 +2,160 +0,781 + 1,999
5500 13,400 8,270 26,034 73,890"° 29,301
+ 1,708 +0,217 + 1,503 + 1,450 + 3,064

ECso >2.500 >2.500 >2.500 744,017 >2.500

Fonte: AUTORA (2023).

Comparagdes feitas usando-se andlise de varidncia unfatorial e teste de Tukey.

Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras mindsculas diferentes, p < 0,05.
Nas linhas, letras maitsculas iguais, p > 0,05; letras maidsculas diferentes, p < 0,05.
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Grifico 6 — Capacidade de sequestro do radical DPPH, expresso em porcentagem, dos extratos [hexanico (Hx),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH)], da macroalga marinha
parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.
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Fonte: AUTORA (2023).

Os resultados da capacidade de sequestro do radical DPPH das fracdes do extrato
etandlico [hexanica (Hx), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH) e metandlica (MeOH)],
da macroalga marinha parda L. variegata, e a concentragdo necessdria para se obter 50% de
efeito antioxidante (ECso) estdo apresentados na Tabela 9 e Grafico 7. Nas concentragdes
testadas (50 a 2.500 pg/mL), nenhuma atividade foi registrada nas fragbes DCM, MeOH-n-
ButOH, n-ButOH e H»O.
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Tabela 9 — Capacidade de sequestro do radical DPPH, expresso em porcentagem, das fracdes do extrato etandlico
[hexanica (Hx), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH;) e metandlica (MeOH), da macroalga marinha parda
Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020 e concentracido
necessdria para se obter 50% de efeito antioxidante (ECs).

Concentragao DPPH (%) das fracoes
(ug/mL) Hx AcOEt EtOH MeOH
50 13,7404 £ 0,795  6,220°® £0,834  11,927°° £0,552  21,805° + 1,612
100 13,951°A £ 1,357  9,488%B +2.492  14,650%*A £ 1,239  18,634%C + 1,298
250 13,7804+ 1,185 6,415 £ 1,108 18,268°C + 1,514 12,341 + 1,897
500 13,5614 £0,937 11,951°4+2,269 23,5618 +1,975 13,463°* + 1,824
1.000 14,1954 1,232 12,707°4 + 1,713 29,6598 + 1,978 14,8054 + 2,921
1.500 11,9514+ 1,620 18,8058 1,708 38,683°C + 3,798  15,366°AB +1,946
2.000 12,902*4 £ 0,899  20,634° + 0,588 46,292 +2,738  16,536"P + 1,794
2.500 13,3174 £ 1,166 24,2689 + 1,637 49,488 +2.606 18,3410 +2,991
ECso >2.500 5.980,962 2.346,948 15.627,322

Fonte: AUTORA (2023).
Comparagdes feitas usando-se andlise de varidncia unfatorial e teste de Tukey.

Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras minudsculas diferentes, p < 0,05.
Nas linhas, letras maidsculas iguais, p > 0,05; letras maitisculas diferentes, p < 0,05.

Grifico 7 — Capacidade de sequestro do radical DPPH, expresso em porcentagem, das fragdes do extrato etandlico
[hexanica (Hx), acetato de etila (AcOE?t), etandlica (EtOH) e metandlica (MeOH)], da macroalga marinha parda
Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.
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A caracteristica polar do etanol determinou sua maior eficiéncia em extrair, da

macroalga marinha parda L. variegata, moléculas capazes de doar d&tomos de hidrogénio ou

outros radicais. Este fato foi observado anteriormente por Sousa (2017), ao comparar a
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capacidade de sequestro do radical DPPH nos extratos DCM (28,54% a 52,49%) e EtOH 70%
(32,01% a 94,39%). Alias, o extrato EtOH apresentou também os melhores resultados para
outras atividades antioxidantes (FRAP e BCB).

Valores de atividade de sequestro do radical DPPH superiores aos encontrados
neste trabalho foram reportados por Rajauria et al. (2013), para os extratos MeOH a 60% da
macroalga marinha parda Himanthalia elongata, na concentracdo de 100 ppm ou pg/mL
correspondente a 87,4% e ECso de 57,2 + 0,48 ppm ou pg/mL.

Dang et al. (2018) encontraram valores significativos de DPPH para as macroalgas
Sargassum vestitum (209,50 mg de equivalente trolox (ET)/g extrato), Hormosira banksii
(177,32 mg ET/g extrato) e Padina sp. (138,15 mg ET/g extrato), na concentracdo de 1 mg/mL.
Curiosamente, para a mesma concentracdo, S. vestitum e H. banksii apresentaram DPPH
superior ao do controle positivo BHT (178,40 mg ET/g extrato). No entanto, a atividade de
sequestro do radical DPPH da fucoxantina isolada de H. banksii, nas concentracdes de 0,03 a
0,06 mg/mL., apresentou valores superiores a do BHT na concentracio 0,06 mg/mL. Os autores
também observaram a existéncia de correlagdo direta ou positiva entre a atividade da
fucoxantina e sua concentracao.

O extrato EtOH de L. variegata, estudada no presente trabalho, apresentou a maior
capacidade de sequestro do radical DPPH com 73,890% (2.500 pg/mL) e a maior quantidade
de CFT (76,013 mg EAG/g). Extratos EtOH a 50% e MeOH de Fucus spiralis e Treptacantha
abies-marina, coletadas ou cultivadas, também exibiram capacidade de sequestro (VEGA et
al., 2020). Baek et al. (2021), analisando extratos de onze espécies do género Sargassum (S.
confusum, S. coreanum, S. filicinum, S. hemiphyllum, S. horneri, S. macrocarpum, S.
micracanthum, S. miyabei Yendo, S. serratifolium, S. siliquastrum e S. yendoi), obtidos com
EtOH a 70%, observaram que a maior atividade de DPPH foi registrada para S. miyabei Yendo
(193,65 mg de equivalente de vitamina C/g peso seco), que foi também a que apresentou os
maiores valores de CFT (88,97 mg EAG/g peso seco) e TF (82,33 mg EQ/g peso seco).

Assim como foi observada correlacdo positiva entre teor de CFT e TF e capacidade
de sequestro do radical DPPH, outras moléculas, por exemplo, os pigmentos, foram descritas
por suas fortes propriedades de eliminacdo de radicais e poder redutor. Extratos de Sargassum
cristaefolium, ricos em pigmentos, apresentaram atividade antioxidante promissora para os
ensaios DPPH e FRAP. Outra correlagado positiva, observada por Catarino et al. (2023), foi que
quanto maior o teor de carotenoides em S. siliguosum e S. polycystum, maior a atividade

antioxidante descrita para os ensaios de ABTS, DPPH e FRAP.
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Essa correlagdo também foi constatada no presente trabalho para os extratos, porém
ndo foi possivel comprové-la para as fragdes. A Fr. EtOH foi a que apresentou a maior
capacidade de sequestro, entretanto os teores de CFT (24,421 mg EAG/g) e de TF (11,611 mg
EQ/g) ndo foram os maiores, dentre as sete fracdes analisadas.

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH
em extratos vegetais é considerado simples, rdpido, acurado e reproduzivel. Os resultados de
capacidade de sequestro do radical DPPH, apresentados no presente trabalho, estdo dentro da
faixa de valores publicados na literatura. Tais resultados remetem ao sinergismo entre as
diferentes moléculas bioativas presentes nos extratos (PYRZYNSKA; PEKAL, 2013;
SANCHEZ-MORENO, 2002; SURVESWARAN et al., 2007).

4.5.2 Poder de quelacdo de ions ferrosos (FIC) dos controles positivos, dos extratos e das

Jracoes

Os resultados do poder de quelacao de fons ferrosos (FIC) dos controles positivos
[butil hidroxianisol (BHA), 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e quercetina] e da
concentracdo necessdria para se obter 50% de efeito antioxidante (ECso) estdo apresentados na

Tabela 10 e Grafico 8.

Tabela 10 — Poder de quelagéo de fons ferrosos (FIC), expresso em porcentagem, dos controles positivos [butil
hidroxianisol (BHA), dcido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e quercetina], e concentragdo necessdria para se
obter 50% de efeito antioxidante (ECsy).

Concentracao FIC (%) dos controles positivos
(ug/mL) BHA EDTA Quercetina

50 54,668* + 2,030 74,731% + 1,284 6,793 + 2,678
100 48,396"* + 1,971 100,051°8 + 0,191 7,626 + 0,000
250 46,8944 + 1,388 99,609°® + 0,436 8,838 + 6,357
500 44,4404 + 2,700 100,627°B + 0,086 14,360°C + 3,236

1.000 47,184 £ 0,036 99,7988 + 0,434 27,525° £ 0,000

1.500 40,918 + 5,570 100,694°8 + 0,157 27,298€ + 1,179

2.000 47,500°A + 1,145 99,9498 + 0,6 29,747°C £ 5,785

2.500 46,048°A + 0,850 99,7528 + 0,195 31,793 + 4,393

ECso - 1,164 >2.500

Fonte: AUTORA (2023).

Comparacdes feitas usando-se andlise de varidncia unfatorial e teste de Tukey.

Letras mintsculas iguais, p > 0,05; letras mindsculas diferentes, p < 0,05.
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Grifico 8 — Poder de quelacdo de fons ferrosos (FIC), expresso em porcentagem, dos controles positivos [butil
hidroxianisol (BHA), dcido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e quercetina].
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Fonte: AUTORA (2023).

Apesar da atividade dos trés controles, os valores de FIC para BHA e quercetina
nao foram suficientemente bons para representar a atividade de quelacdo de acordo com as
concentracdes testadas. Apenas o EDTA apresentou valores coerentes, com atividade de
quelacdo igual a 100%, a partir da concentracdo 100 ug/mL. Todas as leituras registradas com
acido ascorbico, dcido gélico e BHT foram iguais ou inferiores aquelas obtidas para os brancos.

Os resultados do FIC dos extratos hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato
de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH) da macroalga marinha parda L.
variegata e da concentragao necessaria para se obter 50% de efeito antioxidante (ECso) estdao
apresentados na Tabela 11 e Grafico 9. O extrato Hx foi o mais efetivo quanto ao FIC, em todas
as concentragdes testadas, com valores proximos a 100%.

No presente trabalho, os extratos apolares (Hx e DCM) apresentaram os maiores
percentuais de atividade de quelacdo e foram também os que apresentaram oS menores

conteudos fendlicos (TABELA 11, GRAFICO 9).
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Tabela 11 — Poder de quelacdo de fons ferrosos (FIC), expresso em porcentagem, dos extratos [hexanico (Hx),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOE?t), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH)], da macroalga marinha
parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020 e concentragio
necessdria para se obter 50% de efeito antioxidante (ECs).

Concentragao FIC (%) dos extratos

(ug/mL) Hx DCM AcOEt EtOH MeOH
<0 85,8713 16,841 11,321%¢ 6,696°°

+ 0,876 + 1,284 * + 2,905 + 0,591

100 96,1244 20,624 + 12,000%¢ 8,135

+ 0,693 1,580 * + 1,310 + 0,889

98,1224 41,8888 13,676 4,655%P

>0 + 0,367 + 0,461 * + 5,280 + 0,000
97,3004 55,493%8 14,316%C 8,799

200 + 0,394 + 1,218 * + 5,280 + 0,000
94,0064 71,3848 16,9582°¢ 8,892

1000 +0,787 + 3,573 * + 1,732 +2,304
1,500 89,5834 70,2678 7,728 19,177%¢P 16,368°P
+ 1,089 + 1,340 + 0,000 +9,441 +3,278
2000 88,1634 70,7798 17,505°¢ 23,743bCP 29,9870
+ 1,179 + 2,502 + 4,806 +5,736 + 1,653
5500 85,0214 70,601¢8 36,577°¢ 28,236P 58,5824
+ 1,450 + 1,007 + 3,360 +4,642 + 9,025
ECso <50 399,06 3.019,01 6.066,25 2.412,09

Fonte: AUTORA (2023).
* Atividade ndo detectada.

Comparagdes feitas usando-se andlise de varidncia unfatorial e teste de Tukey.

Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras mindsculas diferentes, p < 0,05.
Nas linhas, letras maitsculas iguais, p > 0,05; letras maidsculas diferentes, p < 0,05.
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Grifico 9 — Poder de quelacdo de ions ferrosos (FIC), expresso em porcentagem, dos extratos hexanico (Hx),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH), da macroalga marinha
parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.
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Fonte: AUTORA (2023).

Os resultados do FIC das fragdes do extrato etandlico [diclorometano (DCM),
etandlica (EtOH), metandlica (MeOH), metandlica-n-butandlica (MeOH-n-ButOH), n-
butandlica (n-ButOH) e aquosa (H»>O)], da macroalga marinha parda L. variegata, e a
concentracdo necessaria para se obter 50% de efeito antioxidante (ECso) estdo apresentados na
Tabela 12 e Grafico 10. Nas concentracdes testadas (50 a 2.500 pug/mL), nenhuma atividade foi
registrada nas fracoes Hx e AcOEt.

As fracodes Fr. Hx e Fr. AcOEt ndo apresentaram atividade quelante, enquanto a Fr.
n-ButOH exibiu atividade maxima registrada na concentracao 1.000 pg/mL. As demais fracdes
tiveram atividade quelante variando entre 70,224% e 103,795% na maior concentragdo testada
(2.500 pg/mL). Dessas, apenas a Fr. DCM apresentou teor de flavonoides elevado, com

84,251 mg EQ/g (TABELA 12, GRAFICO 10).
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Tabela 12 — Poder de quelacdo de ions ferrosos, expresso em porcentagem, das fracdes do extrato etandlico
[diclorometano (DCM), etandlica (EtOH;), metandlica (MeOH), metandlica-n-butandlica (MeOH-n-ButOH), n-
butandlica (n-ButOH) e aquosa (H>O)], da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do
Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020 e concentragdo necessdria para se obter 50% de efeito
antioxidante (ECsp).

FIC (%) das fracdes
Concentragao
(ug/mL) DCM EtOH veor | O | Buon H,0
nButOH

< 33,556** 92698 37,197  24,609°C _ 21,834
+ 1,886 + 1,361 +2,527 +2,718 +0,584

100 44,089 21,113°B  63,569°C  33,188°®  7,751°F 22,608
+2,833 + 3,448 +2,180 +2,139 +0,520 +2,159

250 74,540 11,201°®  75391°A  92,824°C  19,779*P  27,852:F
+ 1,251 + 1,301 + 3,852 + 0,860 +2,279 + 3,448

s00 91,398 17,058 90,7319 94,273°A 31,555 51,457°P
+ 2,349 + 1,496 + 1,664 + 1,378 +2,055 + 8,679

000 92,947%A 33993 94.825%A 957684  58,7409C 63,845
+ 1,657 +5,102 +0,325 +0,771 +1,631 +0,898

500 95,308%A  34,905®  97,171°4 96,052 _ 83,6094¢
+0,195 +2,901 +2,154 + 3,322 + 0,065

2 000 97,570°A 42,4419 95,5159AC 92 525¢C ] 83,8854
+ 4,147 +3,018 +2,153 + 0,806 + 1,819

2500 103,795 75,529 95,7459 92,717°C ] 70,224<P
+ 4,684 + 0,520 + 1,085 + 0,855 + 1,068

ECso 129,772 1.897,765 59,536 132,749 835,082 492,926

Fonte: AUTORA (2023).

- Valores ndo registrados

Comparagdes feitas usando-se andlise de varidncia unfatorial e teste de Tukey.

Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras mindsculas diferentes, p < 0,05.
Nas linhas, letras maitsculas iguais, p > 0,05; letras maidsculas diferentes, p < 0,05.
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Grifico 10 — Poder de quelacdo de {ons ferrosos (FIC), expresso em porcentagem, das fracdes do extrato etandlico
[diclorometano (DCM), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH), metandlica-n-butandlica (MeOH-n-ButOH), n-
butandlica (n-ButOH) e aquosa (H>O)], da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do
Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.
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Fonte: AUTORA (2023).

As fracOes que apresentaram maxima atividade FIC foram Fr. DCM, Fr. MeOH e
Fr. MeOH-n-ButOH, com valores variando entre 90 e 100% na maior concentracdo testada
(2.500 pg/mL).

O dano oxidativo causado por radicais com capacidade oxidante tem sido implicado
na patogénese de doencas degenerativas e neurodegenerativas. As macroalgas pardas, em
especial as do género Sargassum, sdo conhecidas como fontes promissoras de antioxidantes
naturais. Lima et al. (2016), utilizando extrato metandlico na concentragdao de 100 pg/mL,
detectaram FIC de 12,39%. Diferentes autores encontraram em macroalgas marinhas do género
Sargassum grande potencial como fonte de compostos antioxidantes, com capacidade quelante
de fons metalicos (FIC) e capacidade redutora (FRAP), sugerindo a utilizacdo dessas algas
como fontes promissoras de compostos bioativos (CATARINO et al., 2023).

Com o objetivo de determinar o potencial antioxidante dos extratos aquosos e
acetonicos a 70% de dez espécies de macroalgas marinhas islandesas, Wang, Jonsdottir e
Olafsdottir (2009) encontraram que os extratos aquosos apresentaram maior atividade FIC do
que os extratos de acetdonicos a 70%. Para os autores, nenhuma correlagdo pode ser estabelecida
com os valores de CFT, sugerindo que outros componentes, como polissacarideos, proteinas ou
peptideos presentes nos extratos, poderiam possuir acdo quelante mais eficaz do que os

compostos fenodlicos.
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No presente trabalho, para os extratos ndo houve correlacdo entre o conteido
fendlico, o teor de flavanoides e a capacidade quelante (FIC). Provavelmente, as substincias
com capacidade de quelar metais ndo foram extraidas pelo método usado, ou outros compostos
presentes nas amostras bloquearam suas func¢des quelantes. Entretanto, foi possivel observar
que para as fracOes, que passaram por uma etapa de pré-purificacdo, os resultados foram
bastante promissores. Desse modo, essas fracdes devem ser investigadas e os compostos ali

presentes, identificados.

4.5.3 Poder de reducao de ions férricos (FRAP) dos controles positivos, dos extratos e das

Jracoes

A determinacdo do poder de redugdo de ions férricos (FRAP) foi realizada através
da redugio do ferro férrico (Fe**) de cor amarela, presente na solugio, em ferro ferroso (Fe?")
de cor azul. A mudanca de coloragdo da mistura reacional indicava que quanto maior a
absorbancia ou intensidade da cor, maior o potencial antioxidante da amostra (URREA-
VICTORIA et al., 2016).

Os resultados do FRAP dos controles positivos [4cido ascorbico, dcido galico, butil
hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
e quercetina] foram expressos em valores de absorbdncia monitorada em 700 nm e estdo
apresentados na Tabela 13 e Grafico 11.

Todos os controles positivos apresentaram valores de FRAP crescentes,

considerando as concentragdes testadas, sendo o FRAP do agente quelante, EDTA, o mais

baixo de todos. A maior atividade foi registrada para a quercetina, seguida pelo BHT.
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Tabela 13 — Poder de reducdo de ions férricos (FRAP), expresso em valores de absorbancia monitorada em 700
nm, dos controles positivos [dcido ascérbico, dcido gdlico, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT),
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e quercetina].

FRAP dos controles positivos

Concentragdo i} i}
(ug/mL) Acido Acido BHA BHT EDTA | Quercetina
ascorbico gélico

<0 0,33124 0,535 0,224 0,344 0,053 0,526%8

+ 0,006 + 0,007 + 0,004 + 0,008 + 0,007 +0,013

100 0,605°* 0,972%8 0,387°C 0,442°P 0,067%°E 0,832°F

+ 0,008 + 0,024 +0,010 +0,016 +0,010 +0,019

250 1,383¢A 1,422¢48 0,782¢¢ 0,774 0,073 1,408°AB

+ 0,007 + 0,024 +0,017 +0,010 +0,013 + 0,007

1,4399%  1,409B 1,2944¢ 1,067° 0,069 2,262

200 +0,028 + 0,006 +0,017 +0,017 +0,011 +0,015
1,624°A 1,47848 1,393 1,594¢P 0,094¢E 2,337°F

1000 +0,019 + 0,025 + 0,022 + 0,003 +0,003 +0,023
1,500 1,484 1,4589A 1,454 1,804 0,1194¢ 2,344°D
+0,011 + 0,026 + 0,020 +0,019 + 0,004 + 0,027

5000 1,53484 1,464 1,398¢ 1,8568° 0,140 2,362°F
+0,021 + 0,015 +0,010 +0,014 + 0,004 + 0,037

5500 145194 11,4399 1,438 1,884" 0,153 2,396
+ 0,025 +0,014 + 0,022 +0,013 + 0,005 +0,034

Fonte: AUTORA (2023).
Comparagdes feitas usando-se andlise de varidncia unfatorial e teste de Tukey.
Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras mindsculas diferentes, p < 0,05.

Nas linhas, letras maidsculas iguais, p > 0,05; letras maitisculas diferentes, p < 0,05.
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Grifico 11 — Poder de reducdo de fons férricos (FRAP), expresso em valores de absorbancia monitorada em 700
nm, dos controles positivos [dcido ascérbico, dcido gdlico, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT),
cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e quercetina].
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Fonte: AUTORA (2023).

Os resultados de FRAP dos extratos hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato
de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH) da macroalga marinha parda L.
variegata estao apresentados na Tabela 14 e Grafico 12.

Os extratos Hx, DCM, AcOEt, MeOH e EtOH apresentaram valores de FRAP entre
0,055 e 1,326, que foram crescentes com o aumento da concentragdo (dose dependéncia). A
maior atividade foi registrada no extrato EtOH, seguido dos extratos MeOH e AcOEt e, por
fim, pelos extratos Hx e DCM (TABELA 14, GRAFICO 12).

Observou-se que o extrato EtOH apresentou FRAP 3,98 vezes maior que o extrato
MeOH, responsavel pela segunda maior atividade redutora, e 8,84 vezes superior aquela do
extrato DCM, que exibiu a menor atividade de reducdo. Contudo, os valores obtidos no presente
estudo, compreendidos no intervalo entre 0,150 e 1,326 (2.500 pg/mL), conferiram poder
redutor potencialmente considerdvel, quando comparados aqueles relatados na literatura.

O extrato EtOH com a maior atividade antioxidante quanto ao FRAP apresentou
dose dependéncia com relacdo a concentragdo. Em 2.500 pg/mL, a absorbancia do extrato
EtOH (1,326 + 0,013) foi superior aquelas observadas para acido ascorbico, 4cido galico e
quercetina na concentragdo 100 pug/mL, para BHA na concentracdo 250 ug/mL e para BHT na
concentragdo 500 pg/mL.

Comparados aos controles positivos, com FRAP de 0,053 (EDTA) a 2,396
(quercetina), os extratos Hx, DCM, AcOEt e MeOH na concentracdio 2.500 pg/mL
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apresentaram atividades muito menores. O extrato EtOH foi o tnico que apresentou atividade
proxima a encontrada nos controles. No entanto, ¢ importante ressaltar que os controles
positivos sdo substancias com elevado grau de pureza, ao passo que os extratos consistiam em
uma mistura de compostos desconhecidos. De maneira andloga, Torres et al. (2018) também

relataram poder de reduc@o maior nos controles positivos.

Tabela 14 — Poder de reducdo de fons férricos (FRAP), expresso em valores de absorbancia monitorada em 700
nm, dos extratos [hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH;) e metandlico
(MeOH)], da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em
setembro de 2020.

Concentracio FRAP dos extratos
(ug/mL) Hx DCM AcOEt EtOH MeOH
0,058 0,061%A 0,087%8 0,105% 0,104
%0 + 0,004 + 0,002 + 0,001 + 0,004 + 0,002
100 0,055 0,082%8 0,099 0,160%P 0,118%°E
+ 0,006 + 0,009 + 0,006 + 0,007 + 0,004
-50 0,066%°A 0,077%A 0,106°8 0,281°¢ 0,127°P
+ 0,005 + 0,008 + 0,004 + 0,006 + 0,004
0,072°%4 0,100°B 0,137¢¢ 0,474¢P 0,164¢E
200 + 0,002 + 0,020 + 0,004 + 0,009 + 0,006
1000 0,097 0,116 0,164 0,7024¢ 0,2034°
+ 0,005 +0,012 + 0,003 +0,019 +0,010
0,128 0,1229A 0,203B 1,016 0,258
1200 + 0,005 +0,010 + 0,001 + 0,008 +0,012
5000 0,170%A 0,146% 0,208® 1,253¢ 0,302
+ 0,005 +0,017 +0,010 + 0,009 + 0,007
0,204 0,150® 0,243 1,326 0,334¢2E
200 + 0,008 + 0,020 + 0,005 +0,013 + 0,003

Fonte: AUTORA (2023).

Comparagdes feitas usando-se andlise de varidncia unfatorial e teste de Tukey.

Nas colunas, letras mintsculas iguais, p > 0,05; letras mintsculas diferentes, p < 0,05.
Nas linhas, letras maitsculas iguais, p > 0,05; letras maidsculas diferentes, p < 0,05.
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Grifico 12 — Poder de reducdo de ions férricos (FRAP), expresso em absorbancia monitorada em 700 nm, dos
extratos hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH),
da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro

de 2020.
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Fonte: AUTORA (2023).

Os resultados do poder de reducgdo de ions férricos (FRAP) das fracdes do extrato
etanodlico [hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH),
metandlica (MeOH), metandlica-n-butandlica (MeOH-n-ButOH), n-butandlica (n-ButOH) e
aquosa (H20)], da macroalga marinha parda L. variegata, estdo apresentados na Tabela 15 e
Griafico 13.

As fragoes Hx, DCM, AcOEt, EtOH, MeOH, MeOH-n-ButOH, n-ButOH e H,O
apresentaram valores de FRAP, variando de 0,078 a 0,533, os quais foram crescentes com o
aumento da concentracdo (dose dependéncia). A maior atividade foi registrada na Fr. AcOEt,
seguida das Fr. EtOH, Fr. Hx e Fr. MeOH e, por fim, das fracoes DCM e MeOH-n-ButOH, as
quais nao diferiram significativamente. A Fr. n-ButOH apresentou valores crescentes de
absorbancia até a concentracao de 1.000 pug/mL, mas nas concentragdes subsequentes, ndo foi
possivel monitorar as absorbancias (TABELA 15, GRAFICO 13).

Todas as fracdes de L. variegata deste estudo apresentaram atividades redutoras
superiores a encontrada no controle positivo EDTA. O FRAP do EDTA variou de 0,053 a0,153.
Nas fracdes os valores de absorbancia variaram de 0,078 (Fr. H2O) a 0,533 (Fr. AcOEt). Quando

comparados aos extratos, os valores de absorbancia foram inferiores, sendo considerado menor

poder redutor (TABELA 15, GRAFICO 13).
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Tabela 15 — Poder de reducdo de fons férricos (FRAP), expresso em absorbancia monitorada em 700 nm, das
fragdes do extrato etandlico [hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH),
metandlica (MeOH), metandlica-n-butandlica (MeOH-n-ButOH), n-butandlica (n-ButOH) e aquosa (H,O)], da
macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de
2020.

Concentracio FRAP das fragdes
(ug/mL) He | peM | Acor | EoH | Meor | O | BuoH | 1,0
nButOH

< 0,114* 0,092*® 0,083*® 00,0944 0,0872 0,084 0,084 0,078F
+0,007 +0,004 +0,008 %0011 0,005 +0,006 =+0,002 +0,014

100 0,123%A  0,092B  0,100®4 0,104* 0,099** 0,096C 0,104>A 0,079°P
+0,006 +0,012 £0,007 0,008 +0,005 *0,010 0,007 0,017

550 0,135%<A (0,125%48 (,122048  (,139°A 0,099°C  (),106>4BC (,103b4BC (,079°C
B+0,014 +0,000 +0,002 #0021 +0,008 =0,012 £0,003 0,025

500 0,147°A4B  (,142°4B  (,161°* 0,195°C 0,129*B> 0,109°®  0,117P 0,083E
+0,015 +£0,015 +£0,006 0,010 £0,002 0,010 =*0,007 0,010

000 0,200%  0,177¢48 0,263 0,2719¢ 0,149°® 0,109°F 0,16294P 0,078"F
+0,003 0012 +0,011 *£0,008 +0,005 =#0,006 +0,008 +0,019

500 0,206 0,193 0,372°®  0,341°C 0,186 0,136P ] 0,084°F
+0,012 +0,006 #0011 +0,006 +0,007 0,005 +0,016

2000 0,22294B (184, 0,410P 04307 0,223 0,160 ] 0,096°E
+0,011 +0,028 +0,008 +0,020 +0,025 =0,003 +0,021

2 500 0,278 0,196® 0,5332C 0,454™ 0,246 0,184 ] 0,093°F
+0,026 +0,023 0,041 +0,023 +0,011 +0,004 +0,023

Fonte: AUTORA (2023).

- Valores ndo registrados

Comparacdes feitas usando-se andlise de varidncia unfatorial e teste de Tukey.

Nas colunas, letras minusculas iguais, p > 0,05; letras mintsculas diferentes, p < 0,05.
Nas linhas, letras maitsculas iguais, p > 0,05; letras maidsculas diferentes, p < 0,05.
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Grifico 13 — Poder de reducgdo de fons férricos (FRAP), expresso em absorbancia monitorada em 700 nm, das
fragdes do extrato etandlico [hexanica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH),
metandlica (MeOH), metandlica-n-butandlica (MeOH-n-ButOH), n-butandlica (n-ButOH) e aquosa (H,O)], da
macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de
2020.
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Fonte: AUTORA (2023).

Todos os controles, extratos e fracdes analisadas neste trabalho apresentaram dose-
dependéncia, aumentando o poder redutor (FRAP) com o aumento da concentracdo das
amostras. Similiarmente, Soltani et al. (2011) e Vinayak, Sabu e Chatterji (2011) também
encontraram a mesma tendéncia de dose-dependéncia nos resultados do FRAP nos extratos de
Dictyopteris australis, D. delicatula, Padina tetrastromatica, Sargassum marginatum,
Stapoglossum aspermum, S. variabile e Stoechospermum marginatum.

Catarino et al. (2023), ao revisarem estudos sobre pigmentos isolados de algas
marinhas, também verificaram uma correlacio positiva entre a atividade antioxidante e o teor
de carotenoides nos extratos das macroalgas pardas Sargassum siliquosum e S. polycystum em
concentracdes mais elevadas.

Extratos e fragdes ricos em fucoxantina, obtidos da macroalga marinha parda
Turbinaria decurrens, coletada na costa de Krakal, na Indonésia, foram avaliados quanto a
atividade antioxidante. Os valores de FRAP do extrato e da fra¢cdo, ambos na concentragao mais
baixa de 20 pg/mL, foram comparaveis aos do composto puro, fucoxantina. Entretanto, nas
concentragdes mais altas de 40 e 80 pg/mL, o FRAP da fucoxantina foi maior (p < 0,05)
(NURROCHMAD et al., 2018).

A causa da possivel variacao na quantidade de compostos presentes nos extratos e

nas fragdes ja foi discutida anteriormente, e € notdrio que a escolha da metodologia de extragdao
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pode influenciar positiva ou negativamente a extracdo desses compostos. Dang et al. (2018)
estudaram o efeito de temperatura, tempo e poténcia ultrassdnica sobre os teores de compostos
fenodlicos totais (CFT) e sobre as atividades antioxidantes (ABTS, DPPH e FRAP) dos extratos
da macroalga marinha parda Hormosira banksii, chegando a conclusao de que as trés varidveis
representaram um impacto significativo sobre as determinac¢Oes de interesse. Dentre as
atividades antioxidantes, o FRAP foi o mais afetado pela temperatura, seguida do tempo e da
poténcia do ultrassom. Nas condi¢des de tempo longo (60 min), baixa temperatura (30 °C) e
poténcia ultrassdnica de 60% (150 W), foi observado o mdximo valor de FRAP igual a 13,02
mg ET/g extrato.

Vega et al. (2020) constataram que para as macroalgas Fucus spiralis e
Treptacantha abies-marina, o local de coleta, os métodos de cultivo e de extracdo, os solventes
e os procedimentos de andlise interferiram significativamente no poder de redugdo. Os extratos
hidroetandlicos de 7. abies-marina e F. spiralis, coletadas na natureza, apresentaram,
respectivamente, as maiores atividades redutoras (24,9 e 20,0 mg EAA/g extrato).

Dez extratos metandlicos a 80% de macroalgas marinhas pardas coreanas
(Sargassum confusum, S. fusiforme, S. muticum, S. nigrifolium, Mielophycus simplex, Petalonia
fascia, Petrospongium rugosum, Scytosiphon gracilis, S. lomentaria e Ishige foliacea) foram
avaliados quanto ao poder de reducdo (mM FeSOus/g). Os valores mais elevados foram
registrados em S. nigrifolium (0,173 £ 0,015), 1. foliacea (0,130 £+ 0,003) e P. fascia (0,074 +
0,006). Apesar de S. nigrifolium ter exibido o maior FRAP, os teores de CFT e TF foram o
terceiro (cerca de 45 mg EAG/g extrato) e quinto (cerca 25 mg EQ/g) maiores, respectivamente
(LEE; PARK; LEE, 2020).

No presente trabalho, o extrato EtOH de L. variegata apresentou o maior teor de
CFT e o sétimo de TF, enquanto a Fr. AcOEt, o segundo CFT e TF. Nos dois trabalhos, a
atividade redutora nao ocorreu obrigatoriamente nos extratos com mais compostos fenolicos e
flavonoides, indicando a possibilidade de haver outros compostos com tal atividade.
Korzeniowska, Leska e Wieczorek (2020) reforcaram a proposta de que, apesar de todos os
extratos terem apresentado atividade antioxidante, ndo é prudente concluir que essa atividade
advenha apenas dos compostos fendlicos. Baek et al. (2021) verificaram que das onze espécies
de Sargassum estudadas, as que apresentaram as menores atividades de ABTS, DPPH e FRAP
foram aquelas que apresentaram os menores teores de compostos fendlicos e flavonoides.

Neste trabalho, houve uma correlagdo positiva entre os teores de compostos
fendlicos e a atividade antioxidante (FRAP). O extrato EtOH apresentou o maior CFT e o maior

FRAP. Este resultado também foi observado para as fra¢des. A Fr. AcOEt apresentou maior
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CFT e o segundo maior TF, e consequentemente o maior FRAP. Os resultados encontrados
para este ensaio apontaram que o extrato EtOH e a fracdo AcOEt podem ser considerados fontes

promissoras de moléculas bioativas com potencial poder de reducdo dos fons férricos.

4.5.4 Atividade inibitoria do branqueamento do f-caroteno (BCB) dos controles positivos,

dos extratos e das fracoes

Os resultados da atividade inibitoria do branqueamento do B-caroteno (BCB),
expressos em porcentagem, dos controles positivos [dcido ascérbico, dcido gdlico, butil
hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
e quercetina], estdo apresentados na Tabela 16 e Gréfico 14. Neste ensaio, quanto maior a
capacidade das amostras de impedir ou reduzir a descoloragdo (oxidacdo) do f-caroteno, maior
a atividade antioxidante.

Os controles positivos, utilizados como substratos doadores de elétrons,
apresentaram atividade inibitdria do branqueamento do B-caroteno mdxima com BHA, seguido
pela quercetina, dcido ascorbico e dcido gélico. S6 foi possivel registrar a atividade BCB na
quercetina até a concentracao de 1.000 pg/mL. O BCB registrado para o EDTA, um agente
quelante, permaneceu em torno de 120%, valor superior ao encontrado para o BHT (TABELA

16, GRAFICO 14).
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Tabela 16 — Atividade inibitéria do branqueamento do B-caroteno (BCB), expressos em porcentagem, dos
controles positivos [4cido ascorbico, dcido gélico, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), 4cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e quercetina].

BCB (%) dos controles positivos
Concentragdo i} i}
Acido Acido
(ug/mL) BHA BHT EDTA | Quercetina
ascorbico gélico
<0 153,663 89,8788 140,117°C 141,145%C 124,448® 165,943
+ 2,402 +2.813 + 0,866 + 1,144 + 0,389 + 6,907
100 132,482°4 86,223 139,731#*C 139,030 127,521°P 164,357
+ 0,281 + 3,871 + 1,704 + 1,379 + 0,493 + 1,233
250 123,468 85,762B  148,754™C 149,536°C 128,572°4 165,339
+ 0,799 +6,928 + 3,852 + 2,657 + 0,556 +2,194
500 145,90294  101,081°®  158,454°C 173,886 130,626"F 164,107
+ 0,893 + 1,505 + 3,294 + 1,627 + 1,076 +0,412
1,000 138,951°4 126,377 189,155 187,6019C 127,694°®  175,331°P
' +1,861  +0257  +£5817  +4,197 1,138  +2373
1,500 161,017 129,985® 206,793 170,855 128,963"B
' + 1,401 + 11,653 +4.725 + 2,745 +0,514
5000 16924184 125,160 274,9429¢  134276*® 126,522%B
' + 1,382 +0,624 + 13,053 + 8,191 + 1,804
5500 150,074 128,718°*B 265,228 114,839 120,107
' +1249 1479  +27502  +7,057  +0,304 )

Fonte: AUTORA (2023).
- Valores néo registrados
Comparagdes feitas usando-se andlise de varidncia unfatorial e teste de Tukey.
Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras mindsculas diferentes, p < 0,05.
Nas linhas, letras maitisculas iguais, p > 0,05; letras maidsculas diferentes, p < 0,05.
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Griéfico 14 — Atividade inibitéria do branqueamento do B-caroteno (BCB), expressos em porcentagem, dos
controles positivos [4cido ascorbico, dcido gélico, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), 4cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e quercetina].
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Fonte: AUTORA (2023).

Os resultados da atividade inibitoria do branqueamento do B-caroteno (BCB),
expressos em porcentagem, dos extratos [hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila
(AcOEvt), etandlico (EtOH) e metandlico (MeOH)] da macroalga marinha parda L. variegata, e
da estdo apresentados na Tabela 17 e Grafico 15.

Todos os extratos testados apresentaram atividade de inibicdo acima de 50%. Os
extratos AcOEt, EtOH e MeOH foram os que apresentaram os maiores potenciais de inibi¢ao,
variando de 90 a 100%, enquanto o extrato Hx manteve sua atividade em torno de 70%

(TABELA 17, GRAFICO 15).
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Tabela 17 — Atividade inibitoria do branqueamento do B-caroteno (BCB), expressos em porcentagem, dos extratos
[hexanico (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH;) e metandlico (MeOH)] da
macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de
2020.

Concentragao BCB (%) dos extratos
(ug/mL) Hx DCM AcOEt EtOH MeOH
83,9444 96,316 94,415 95,4958 87,470
>0 +2,256 + 1,031 + 0,080 + 2,650 + 1,598
100 76,0534 93,9068 100,377°€ 100,049°C + 89,365
+ 1,240 + 1,672 + 1,947 1,843 +0,423
79,092°A 96,3478 102,599°¢ 101,496°¢ 94,531¢B
>0 +2,072 +0,272 + 3,341 +4,101 + 0,941
74,7464 91,7088 98,065°C 106,075P 93,9068
200 + 1,035 + 3,081 + 3,470 + 1,297 + 1,088
1,000 65,2474 81,5608 102,987°¢ 105,656¢ 97,781¢IP
+ 0,392 +2,071 + 1,636 + 1,213 + 1,700
1,500 70,6614 78,640P8 102,461°€ 111,676 98,700
+ 1,177 + 2,557 + 1,683 + 1,328 + 1,850
70,531 68,8578 100,418°C 111,078 94,924<4E
2000 + 2,645 + 2,600 + 0,749 + 2,795 + 2,340
2 500 64,167°4 71,7438 93,807 110,8024° 93,148"<C
+2,176 +0,735 + 0,821 +0,621 + 2,085

Fonte: AUTORA (2023).

Comparacdes feitas usando-se andlise de varidncia unfatorial e teste de Tukey.

Nas colunas, letras mintsculas iguais, p > 0,05; letras mintsculas diferentes, p < 0,05.
Nas linhas, letras maitsculas iguais, p > 0,05; letras maidsculas diferentes, p < 0,05.
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Grifico 15 — Atividade inibitéria do branqueamento do B-caroteno (BCB), expressos em porcentagem, dos extratos
[hexdnico (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlico (EtOH;) e metandlico (MeOH)] da
macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de
2020.
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Fonte: AUTORA (2023).

Os resultados da atividade inibitoria do branqueamento do B-caroteno (BCB),
expressos em porcentagem, das fracoes do extrato etandlico [hexanica (Hx), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH;), metandlica (MeOH), metandlica-n-
butandlica (MeOH-n-ButOH), n-butandlica (n-ButOH) e aquosa (H20)], da macroalga marinha
parda L. variegata, estdo apresentados na Tabela 18 e Grafico 16.

Nas concentragdes testadas (50 a 2.500 pug/mL), todas as fracdes apresentaram
capacidade de inibicdo do braqueamento do B-caroteno. Assim como nos extratos, todas as
fragdes apresentaram atividade acima de 50%. Os percentuais de inibi¢ao variaram de 54,363 %
(Fr. n-ButOH) a 117,096% (Fr. AcOEt). A Fr. EtOH foi a que apresentou o segundo maior
potencial de inibicdo, seguida pelas Fr. Hx e Fr. HoO (TABELA 18, GRAFICO 16).
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Tabela 18 — Atividade inibitoria do branqueamento do B-caroteno (BCB), das fragdes do extrato etandlico
[hexdnica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH), metandlica (MeOH),
metandlica-n-butandlica (MeOH-n-ButOH), n-butandlica (n-ButOH) e aquosa (H,O)], da macroalga marinha
parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.

Concentragao Fragbes
(ug/mL) Hx | DCM | AcOEt | EtOH | MeOH | O | uButOH | H:0
nButOH

80,007* 78,786 105,069 73,541* 56,437* 58,440* 54,363* 67,242°

>0 +2,122 +1453 +0,582 +0896 +1,175 £2365 +2477 +2,850
82,327* 90,978 109,856° 78,968 71,619° 63,186° 56,703* 73,563°

10 +0,571 +£0,582 0805 +0,531 0,487 +£0945 +1,739 +20973
550 85,852 96,937 115334° 86,988° 73,356° 65,147° 63,685" 76,745
+0,854 +0,162 +0.863 +0,496 +2,653 +0,353 +1418 2265

87,424° 100,810° 113,315° 100,542¢ 87,947° 71,363 71,185° 81,980¢

200 +0,844 +1,681 ©+0800 *0,682 +1,826 +1,120 +0,616 =*3,505
1,000 108,422¢ 99,774° 112,912 108,345 96,674% 84,246 81,2307 89,531¢
+0,872 +2489 °£2214 °+ 662 +0,627 +2215 +1,808 +3,138

500 99,6829 92,470% 117,096° 109,526° 96,877¢ 86,432% ] 75,162°
+1,112 £1238 £3,523 £0,979 +1220 +3,694 +0,417

5 000 96,896 94511% 113,625 109,644 93,557 86,654% ] 91,9694
+3340 *£2461 °%£2986 *1,060 +0,672 =*1,823 +2,328

5 500 101,688¢ 86,678" 103,548* 105,256' 92,115" 89,204° ] 102,517
+3,950 +2312 £2,140 £0,733 40,949 +1,219 + 2,801

Fonte: AUTORA (2023).
- Valores ndo registrados

Comparacdes feitas usando-se andlise de varidncia unfatorial e teste de Tukey.

Nas colunas, letras mintsculas iguais, p > 0,05; letras mintsculas diferentes, p < 0,05.
Nas linhas, letras maidsculas iguais, p > 0,05; letras maitsculas diferentes, p < 0,05.
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Griéfico 16 — Atividade inibitoria do branqueamento do B-caroteno (BCB), das fracdes do extrato etandlico
[hexdnica (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), etandlica (EtOH;), metandlica (MeOH),
metandlica-n-butandlica (MeOH-n-ButOH), n-butandlica (n-ButOH) e aquosa (H,O)], da macroalga marinha
parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.
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Fonte: AUTORA (2023).

Todas as fracdes na concentracdo maxima (2.500 pg/mL) apresentaram atividade
BCB acima de 80%, exceto a Fr. n-ButOH, cujos registros ndo puderam ser feitos a partir da
concentracdo 1.000 pg/mL. Nos extratos, na mesma concentracdo, foi encontrada atividade
inferior, com 64,167% para o extrato Hx. Apesar dos resultados obtidos para os extratos serem
inferiores aos encontrados para as fracOes, todas as amostras analisadas apresentaram atividade
superior a 50%. Desse modo, elas sdo consideradas de grande importancia, visto que foram
obtidas com nenhum ou apenas pouco grau de purificacdo. Esses resultados corroboram com o
que estd disponivel na literatura sobre as algas marinhas serem fontes promissoras de
biosubstancias com atividade antioxidante em potencial (TABELA 18, GRAFICO 16).

No presente trabalho, foi possivel observar correlagao entre os teores de CFT e TF
e a atividade BCB. Os extratos EtOH e AcOEt e a Fr. AcOEt apresentaram atividades com
méaximo de inibi¢do de 110,802%, 93,807% e 103,548%, nesta ordem, na maior concentragao
testada.

Amorim, Nardelli e Chow (2020), com o objetivo de avaliar as propriedades
antioxidantes e o teor de pigmentos e proteinas da macroalga marinha parda Sargassum
stenophyllum, submetida a diferentes processos de secagem (liofilizacdo, secagem em forno e
secagem em silica), verificaram elevada atividade antioxidante para os ensaios ABTS, DPPH e

FRAP. Segundo os autores, o processo de liofilizacdo evitou alteracdes nas propriedades
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funcionais dos constituintes das algas, prevenindo a degradacdo de compostos termossensiveis
e as reacdes de oxidacdo, uma vez que o0 processo ocorre a vacuo.

Alcaloides, terpenoides, esteroides e fendis, metabodlitos presentes nas algas
marinhas, possuem diversas propriedades farmacolédgicas, incluindo suas func¢des antioxidantes
e antidiabéticas. Numerosos estudos demonstraram os beneficios dessas biomoléculas. Os
flavonoides tém forte atividade antimicrobiana e antioxidante, sendo conhecidos por destruirem
os radicais livres (ABO-SHADY et al., 2023).

Segundo Dang et al. (2018), os flavonoides podem ser os principais responsdveis
pelas atividades antioxidantes e antimicrobianas dos extratos algais. Os autores avaliaram o
potencial antioxidante de extratos etandlicos a 70% de seis espécies de macroalgas pardas
(Sargassum vestitum, S. linearifolium, S. podocanthum, Phyllospora comosa, Padina sp. e
Hormosira banksii) e verificaram que o extrato de H. banksii apresentou o maior valor de TF
(29,31 mg CAE/g extrato), seguido pelos extratos de S. vestitum e Padina sp., que exibiram as
maiores atividades antioxidantes para o radical ABTS, com valores compardveis a todos os
controles positivos (BHT, 4cido ascérbico e a-tocoferol), em concentragdes iguais ou maiores
que 0,5 mg/mL.

Para as macroalgas pardas Sargassum confusum, S. coreanum, S. filicinum,
S.  hemiphyllum S. horneri, S. macrocarpum, S. micracanthum, S. miyabei Yendo,
S. serratifolium e S. siliquastrum, avaliadas quanto a capacidade antioxidante, Baek et al.
(2021) observaram que S. miyabei Yendo apresentou os maiores teores de CFT (88,97 mg
EAG/g peso seco) e de TF (82,33 mg EQ/g peso seco) e as melhores atividades, com méaximas
registradas para o radical ABTS (186,19 mg EVC/g peso seco), capacidade de sequestro do
radical DPPH (193,65 mg EVC/g peso seco), elimina¢do do radical superéxido (43,66%) e
FRAP (0,956 mM Fe?* equivalentes/g peso seco).

O extrato EtOH de L. variegata, investigado neste trabalho, apresentou maior poder
antioxidante, tendo valores maximos de atividade registrados no DPPH, FRAP e BCB. Os
resultados preliminares apontaram o extrato EtOH e a Fr. AcOEt como os mais promissores,
considerando os valores maximos de CFT e TF. Eles foram também os que exibiram as maiores
atividades antioxidantes. O etanol tem sido considerado um bom extrator de biomoléculas
ativas, embora neste trabalho também tenha sido possivel observar que o acetato de etila foi um
bom solvente extrator de biomoléeulas.

Aguiar et al. (2022) avaliaram a capacidade antioxidante total, DPPH, FRAP, FIC,

poder quelacdo de ions de cobre e atividades de eliminagdo do radical hidroxila e superéxido,
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tendo constatado que os extratos algais, em especial os das pardas, apresentaram forte

capacidade antioxidante.

4.6 Atividade antimicrobiana

4.6.1 Atividade antibacteriana

A atividade antibidtica frente a cepas padrao de Escherichia coli (ATCC 25922) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) dos extratos e das fragdes Hx e EtOH, obtidos da
macroalga marinha parda L. variegata e escolhidos por terem apresentado as melhores
atividades antioxidante e toxicoldgica, foi avaliada com base nos resultados de concentragdo
inibitoria minima (CIM), definida como a concentracdo minima do antimicrobiano necessaria
para inibir o crescimento bacteriano, de forma que quanto menor o valor de CIM, maior o
potencial da amostra analisada; concentragdo bactericida minima (CBM), estabelecida como a
concentracdo minima da amostra capaz de matar 99,9% das células bacterianas, ou seja, a
concentracdo a partir da qual a amostra analisada é um agente bactericida; e concentragdao
inibitéria média (ICso), determinada como a concentragdo média necessdria para impedir o
crescimento de 50% da populacdo bacteriana, assim, quanto menor o ICso, maior o potencial da
amostra analisada.

Na Tabela 19 estdo apresentados os resultados de CIM e CBM dos extratos e das
fragdes Hx e EtOH, obtidos da macroalga marinha parda L. variegata frente as cepas de E. coli

e S. aureus.

Tabela 19 — Concentrag@o inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM), expressas em
pg/mL, dos extratos e das fragdes hexanicos (Hx) e etandlicos (EtOH) da macrolaga marinha parda Lobophora
variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020, contra cepas padrdo de
Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Identificacdo da Escherichia coli Staphylococcus aureus
amostra CIM (ug/mL) CBM (ug/mL) | CIM (ug/mL) CBM (ug/mL)
Extrato hexanico 7,81 62,5 125,0 > 1.000
Extrato etandlico > 1.000 > 1.000 > 1.000 > 1.000
Fragdo hexanica 125,0 500,0 > 1.000 > 1.000
Fracdo etandlica >1.000 >1.000 > 1.000 >1.000

Fonte: AUTORA (2023).
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O extrato Hx apresentou CIM de 7,81 ug/mL e CBM de 62,5 ug/mL para E. coli,
enquanto a Fr. Hx apresentou CIM igual a 125 pg/mL e CBM igual a 500 pg/mL. Contudo,
com relacdo a cepa de S. aureus, apenas o extrato Hx apresentou CIM de 125 pg/mL; os demais
os valores foram superiores a 1.000 pg/mL. Tais resultados sdo muito promissores
considerando que baixas concentracdes do extrato Hx foram capazes de inibir e/ou destruir a
bactéria Gram negativa E. coli, que possui maior resisténcia aos antibidticos, devido a
composi¢ao de sua parede celular (ABRANTES; NOGUEIRA, 2021).

Com relacdo ao extrato EtOH e Fr. EtOH, as altas concentragdes de biomassa
bacteriana nas placas indicaram auséncia de capacidade minima inibitéria (CIM) e de
capacidade bactericida (CBM), para as cepas testadas, mostrando que ndo houve inibicdo do
crescimento bacteriano, nem mesmo na concentracao 1.000 pg/mL.

Os valores de ICso foram calculados com base na equacdo da reta, considerando a
faixa em que houve linearidade entre o percentual de inibicdo e a concentracdo das amostras
(extratos Hx e EtOH e Fr. Hx e Fr. EtOH) e estao apresentados na Tabela 20. Para isso,
diagramas de dispersdo foram previamente elaborados no plano cartesiano de coordenadas,
indicando a faixa de linearidade supracitada.

Mais uma vez, o extrato Hx mostrou uma potencial atividade antibidtica contra a
cepa da bactéria patogénica E. coli, com ICso de 5,463 ug/mL. Com relagdo ao S. aureus, foi
necessdria uma concentracdo 7,3 vezes maior para conseguir matar 50% dos organismos
(TABELA 20).

O extrato EtOH apresentou ICso de 43,783 pg/mL para E. coli, ndo tendo sido
possivel registrar valores de atividade de inibi¢do desse extrato para a bactéria S. aureus
(TABELA 20).

Assim como observado para o extrato Hx, a Fr. Hx também apresentou menor ICso
para E. coli (11,978 pg/mL), ndo tendo sido possivel registrar valores de atividade de inibi¢ao
para o S. aureus. A Fr. EtOH apresentou ICsg para E. coli de 44,609 ug/mL e para S. aureus de
598,332 ug/mL (TABELA 20).

Diante dos resultados obtidos, o extrato Hx e a Fr. Hx apresentaram potenciais
bioativos com caracteristicas antibidticas para a bactéria E. coli. O extrato EtOH e a Fr. EtOH
exibiram resultados semelhantes para a inibi¢ao de 50% do crescimento de E. coli, com valores
de ICso de 43,783 e 44,609 ug/mL. Contudo, concentragdes maiores dos extratos e das fracdes

foram necessarias para conseguir inibir 50% do crescimento de S. aureus (TABELA 20).
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Tabela 20 — Concentra¢do média necessdria para impedir o crescimento de 50% da populagao (ICso), expressa em
pg/mL, dos extratos hexanico (Hx) e etandlico (EtOH) e das fragdes hexanica (Fr. Hx) e etandlica (Fr. EtOH), da
macrolaga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em setembro de
2020, contra cepas padrdo de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

IC50 (ug/mL)
Amostras
E. coli S. aureus
Extrato hexanico (Hx) 5,463 40,116
Extrato etandlico (EtOH) 43,783 -
Fracao hexanica (Fr. Hx) 11,978 -
Fracgdo etandlica (Fr. EtOH) 44,609 598,332

Fonte: AUTORA (2023).

O resultado do potencial biolégico encontrado no presente trabalho revelou maior
atividade antibacteriana para extratos e fracdes obtidos com hexano, diferentemente do relatado
por Suganya et al. (2019). Apds investigacdo do potencial biolégico de extratos acetonico,
cloroférmico, metandlico, etandlico e aquoso da macroalga Sargassum wightii, os autores
encontraram potenciais atividades bioldgicas e elevado conteudo fendlico total e de flavonoides
no extrato etandlico de S. wightii. Esse extrato promoveu uma reducdo significativa na
formacdo de biofilmes, de 40%, para a bactéria Pseudomonas aeruginosa.

O fucoidano, polissacarideo sulfatado extraido da macroalga parda Fucus
vesiculosus, apresentou efeitos inibidores sobre o crescimento de bactérias patogénicas para
saude humana (Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Aeromonas
hydrophila, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Enterococcus faecalis, Lactobacillus
acidophilus, Streptococcus mutans, S. oralis, S. sobrinus, S. sanguinis e S. thermophilus). Esse
polissacarideo apresentou valores de CIM de 125 pg/mL para S. mutans e de 1.000 ng/mL para
E. faecalis. Também foi observada inibi¢do do crescimento de L. monocytogenes (CIM de 250
pg/mL), S. aureus (CIM de 500 pg/mL) e de duas bactérias laticas, ambas com CIM de 500
pg/mL (JUN et al., 2018).

Alreshidi et al. (2023) avaliaram o potencial antibidtico do extrato metanol:dgua da
macroalga parda Sargassum sp. coletada no Mar Vermelho. As atividades antimicrobiana e
antibiofilme foram testadas contra cepas de S. aureus (resistentes/sensiveis a meticilina),
E. coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis e Candida albicans. O extrato
bruto foi efetivo contra todos os micro-organismos testados, com zonas de inibicdo de
crescimento variando de 10,67 £ 0,58 mm (S. aureus sensivel a meticilina) a 44,67 £ 1,15 mm
para S. epidermidis. Os valores de CIM variaram de 6,25 a 12,5 mg/mL e os de CBM foram

iguais ou superiores a 50 mg/mL. O extrato metanol:dgua foi capaz de inibir a formagao de
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biofilme de cepas de Staphylococcus spp. de maneira dependente da concentracdo, € a mdxima
porcentagem foi registrada em 12,5 mg/mL for S. epidermidis (82,35 + 0,03%).

O ambiente marinho € conhecido por ser um grande depdsito de novos produtos
naturais bioativos, cujas estruturas e caracteristicas quimicas sao constantemente investigadas.
Diversos organismos aqudticos, por exemplo, organismos fitoplanctonicos, micro-organismos
(bactérias, fungos), esponjas, algas, moluscos e celenterados, sdo destacados na literatura por
possuirem compostos toxicos, utilizados para impedir que os predadores os capturem, além de

facilitar a captura de suas presas (LU et al., 2021).

4.6.2 Atividade antifungica

Os extratos (Hx e EtOH) e as fracoes (Hx e EtOH) ndo apresentaram atividade
antifiingica contra o fungo filamentoso Aspergillus niger nas quatro concentracdes testadas:
125, 250, 500 e 1.000 pg/mL (FIGURA 10).

A avaliacdo da atividade antifiingica foi feita pela comparacdo do crescimento da
colonia do fungo A. niger na presenca dos extratos e das fragdes (Hx e EtOH), com o
crescimento do fungo na placa denominada controle, contendo apenas dgar dextrose batata
(ADB), meio de cultura utilizado com esta finalidade.

Assim, nesse ensaio, foi avaliada a eficdcia das amostras em prevenir o crescimento
de A. niger, tendo como referéncia o crescimento no controle (ADB), observando a ocorréncia
ou ndo de crescimento nas placas. Conforme as imagens da Figura 10, é possivel observar que
nas placas com os extratos e as fragdes (Hx e EtOH), houve um crescimento de forma retardada
nas dreas onde as amostras foram inoculadas. Essa observacio torna-se ainda mais perceptivel,

quando se compara com o crescimento nas placas controle.
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Figura 10 — Atividade antiftingica contra o fungo filamentoso Aspergillus niger, dos extratos e fracdes hexanicos
(Hx) e etandlicos (EtOH) da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru,
Paracuru, Ceard, em setembro de 2020 e do controle, dgar dextrose batata (ADB). (A) Extratos Hx e EtOH; (B)
Fracdes Hx e EtOH.

A
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Fonte: AUTORA (2023).

Na Tabela 21 estdo apresentados os resultados do crescimento (cm) do fungo
filamentoso Aspergillus niger nas placas contendo as amostras (extratos e fragcdes Hx e EtOH)

e o controle (dgar dextrose batata - ADB), das duas repeti¢des e suas respectivas médias (cm).

Tabela 21 — Crescimento (cm) do fungo filamentoso Aspergillus niger, submetido a a¢do antifiingica dos extratos
e das fragdes hexanicos (Hx) e etandlicos (EtOH), da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na
Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020 e do controle dgar dextrose batata (ADB).

Crescimento (cm) do fungo Aspergillus niger
Identificacdo
Extrato Hx | Extrato EtOH Fragao Hx Fracao EtOH ADB
Repeticao 1 7,0 5.5 6,0 6,0 8,3
Repeticdo 2 6,5 5,7 5,5 6,3 8,3
Média 6,75 5,60 5,75 6,15 8,30

Fonte: AUTORA (2023).

Com base nos dados da Tabela 21, foi possivel observar que os menores
crescimentos do fungo A. niger ocorreram no extrato EtOH (5,6 cm) e na Fr. Hx (5,75 cm).
Quando comparados ao crescimento constatado nas placas controle com ADB, os resultados do
extrato EtOH e da Fr. Hx foram, respectivamente 1,48 e 1,44 vez menores. O fungo cresceu
mais nas placas com o extrato Hx (6,75 cm) e com a Fr. EtOH (6,15 cm), correspondendo a

1,23 e 1,35 vez, respectivamente, comparados com o das placas controle. E importante destacar
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que, embora a atividade antifingica nio tenha sido comprovada para as concentracdes testadas,
o fungo A. niger cresceu menos na presenga das amostras (extratos e fracdes Hx e EtOH), em
comparagdo ao controle, sendo razodvel sugerir testar concentragdes maiores.

A literatura reporta que muitos extratos algais possuem atividade contra diferentes
estirpes de fungos. Begum, Selvaraju e Vijayakumar (2017) verificaram que extratos da
macroalga marinha parda Turbinaria conoides nas concentracoes de 15% e 20% apresentaram
100% de inibi¢ao do crescimento micelial do fungo Fusarium oxysporum.

Cmikova et al. (2022) avaliaram o potencial biolégico das macroalgas kombu
(Laminaria japonica), laminéria (L. japonica), hijiki (Sargassum fusiforme), wakame (Undaria
pinnatifida), dulse (Palmaria palmata) e arame (Eisenia bicyclis), frente a cepas das leveduras
Candida tropicalis, C. krusei, C. glabrata e C. albicans. O efeito dessas amostras foi avaliado
pela formacao de halos de inibi¢ao. O extrato de kombu (L. japonica) teve atividade moderada
frente as cepas de C. glabrata e C. krusei (7,33 £ 0,58 mm e 6,33 £+ 0,58 mm, respectivamente).
Ja comrelacdo as cepas de C. albicans e C. tropicalis, a atividade antiftingica foi fraca. Os
valores encontrados de CIM 50 e CIM 90 para lamindria (L. japonica) variaram de 3,43 e 26,52
pL/mL para C. krusei a 54,32 e 55,18 pL/mL para C. tropicalis.

Produtos comerciais (numerados de 1 a 20) utilizados em plantacdes e feitos com
algas (100%) ou com a mistura delas e outros bioestimulantes (% de alga varidvel) foram
avaliados quanto ao potencial antifiingico frente a cepas de fungos patogénicos isolados dos
frutos podres da laranja, morango, mirtilo e tomate. Os resultados mostraram os produtos
comerciais que inibiram o crescimento fiingico por 22 dias. Em tomates, o fungo Botrytis
cinerea foi inibido em 65% pelos produtos 4, 6, 8-14 e 16-20, enquanto o fungo Penicillium
digitatum foi inibido em 25% com os produtos 5, 8-9, 13 e 17. A acdo desses produtos
comerciais foi associada a presenca de polissacarideos e metabdlitos secundarios presentes na
constitui¢do das algas (VALVERDE et al., 2022).

O impacto das infec¢des causadas por fungos nas industrias frutiferas gera perdas
significativas na producdo, com valores variando entre 20 e 25% do total. Diante disso e do
conhecimento sobre as propriedades antimicrobianas das algas marinhas, Toledo et al. (2023)
investigaram extratos n-hexano, acetato de etila, aquoso, etandlico e hidroetandlico das
macroalgas Asparagopsis armata, Codium sp., Fucus vesiculosus e Sargassum muticum, contra
cepas flngicas patogénicas para frutos, Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum € Penicillium expansum. Os extratos acetato de etila e hidroetandlico da rodéfita

A. armata apresentaram as melhores atividades inibitorias in vitro contra B. cinerea, com
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69,51% e 67,63% de inibi¢do, enquanto o extrato aquoso da ocroéfita de S. muticum apresentou
resultados promissores contra B. cinerea in vivo.

E igualmente importante ressaltar que a presenca de fungos afeta negativamente
produtos de pescado salgados e defumados. Desse modo, extratos algais efetivos contra o
crescimento desses micro-organismos encontram aplicacdo tecnoldgica para prolongar o tempo

de vida qtil desses produtos, conservando sua qualidade (MEIL; MA; XIE, 2019).

4.7 Avaliacao toxicologica dos extratos e das fracoes

4.7.1 Atividade fitotoxica frente a sementes de pepino aodai melhorado (Cucumis sativus)

Os resultados dos ensaios de fitoxicidade dos extratos (Hx e EtOH) e das fragdes
(Hx e EtOH), contra sementes de pepino aodai melhorado (Cucumis sativus), estao
apresentados na Tabela 22.

Nos dois controles positivos, solu¢do salina a 0,5% e solucao salina a 0,5%
acrescida de dez gotas de cloroférmio, ndo houve crescimento das sementes de C. sativus,
resultado ja esperado, visto que o cloreto de s6dio (NaCl) afeta o crescimento das plantas em
todos os estagios. A sensibilidade de sementes frente a concentracao de sal € varidvel; algumas
sdo tdo sensiveis que mesmo quantidades minimas de sal inibem severamente a emergéncia das
mudas por causar deficiéncia de 4dgua e nutrientes e, consequentemente, toxicidade iOnica
(OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2023) (TABELA 22, FIGURA 11).

Para os dois controles negativos, 4gua e 4gua acrescida de dez gotas de cloroférmio,
foi feita uma andlise estatistica e ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05),
entre os valores encontrados para a germinac¢do e o crescimento da planta. Assim, a média dos
valores dos dois controles negativos foi calculada e passou a ser utilizada para os célculos de
médias de crescimento radicular (MCR), porcentagem relativa de germinagdo (RSG),
porcentagem relativa de crescimento radicular (RRG) e indice de germinagdo (IG) (TABELA
22, FIGURA 11).

Nenhum dos extratos ou fragdes (Hx e EtOH) de L. variegata foi toxico para as
sementes de pepino aodai melhorado. Segundo a classifica¢do de Belo (2011), considerando os
valores de IG (%), os extratos e as fracdes foram classificados como potencializadores da
germinacdo e do crescimento das raizes do pepino aodai melhorado, pois apresentaram valores

acima de 100%. O crescimento do C. sativus, apos sete dias de incubagdo, estd apresentado na
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Figura 11, sendo possivel observar que houve crescimento em todas as placas, exceto naquelas

referentes aos controles positivos.

Tabela 22 — Resultados das médias de crescimento radicular (MCR), porcentagem relativa de germinagao (RSG),
porcentagem relativa de crescimento radicular (RRG) e indice de germinacdo (IG) da atividade fitotoxica dos
extratos e das fracdes hexanicos (Hx) e etandlicos (EtOH), obtidas a partir da macroalga marinha parda, Lobophora
variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020, e dos controles negativo e
positivo, contra sementes de pepino aodai melhorado (Cucumis sativus), ap6s sete dias de incubagio.

Identificacdo MCR (mm) RSG (%) RRG (%) IG (%)
Extrato Hx 133,053 100 111,314 111,314
Extrato EtOH 121,495 102,564 101,645 104,251
Fracdo Hx 121,884 100 101,937 101,937
Fracao EtOH 120,318 100 100,660 100,660
Controle negativo (CN) 119,529 100 - -
CN com cloroférmio 119,529 100 - -
Controle positivo (CP) 0 0 0 0
CP com cloroférmio 0 0 0 0

Fonte: AUTORA (2023).

Para Carillo et al. (2020), apesar de serem conhecidos os beneficios do uso das
algas marinhas como bioestimulantes para plantacdes, novas técnicas sustentdveis devem ser
desenvolvidas, para que além do crescimento das plantas, o uso desses bioaditivos favorecam
seu melhoramento molecular e fisiologico € que aumentem a resisténcia delas ao sal. Desse
modo, plantas mais toletantes poderiam ser cultivadas em muitas dreas do Nordeste brasileiro,
por exemplo, onde as dguas salobras seriam utilizadas para a irrigacdo dessas culturas.

Hernandez-Herrera et al. (2014) avaliaram o efeito de extratos aquosos das
macroalgas marinhas Padina gymnospora e Sargassum liebmannii, obtidos por extracdo a
quente a 121° C em autoclave por 1 h, nas concentracoes de 0,2, 0,4 e 1%, como bioestimulantes
na germinagdo e crescimento do tomate Solanum lycopersicum em condi¢des controladas de
laboratdrio. As sementes tratadas com os extratos liquidos de P. gymnospora na concentragao
mais baixa (0,2%) apresentaram maior taxa de germina¢do, aumento no comprimento da parte
aérea das plantas, aumento no comprimento das raizes e no peso, sendo considerados os
melhores candidatos para o desenvolvimento de bioestimulantes eficazes para melhorar o

crescimento de tomates.
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Figura 11 — Atividade fitotoxica da (A) solugdo salina, (B) solugdo salina e cloroférmio, (C) 4gua destilada, (D)
dgua destilada e cloroformio, (E) extrato hexanico (Hx), (F) extrato etandlico (EtOH), (G) fracdo hexanica
(Fr. Hx), (H) fracdo etandlica (Fr. EtOH) da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do
Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020, contra sementes de pepino aodai melhorado (Cucumis sativus),
apos sete dias de incubag@o.

Fonte: AUTORA (2023).
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Extratos aquosos das macroalgas pardas Cystoseira gibraltarica, Fucus spiralis e
Bifurcaria bifurcata também foram testados para avaliar a germinacdo e o crescimento do
tomateiro S. lycopersicum nas concentragdes 0,5, 1 e 1,5% e apresentaram resultados de
germinagdo, crescimento e melhoramento bioquimico da planta, variando com a espécie e
concentracdo testada. Os extratos de C. gibraltarica e B. bifurcata, na concentragdao 0,5%,
favoreceram uma leve germinacdo do tomateiro. Os extratos de F. spiralis foram responsdveis
por uma boa taxa de germinacdo nas trés concentragdes testadas. Nenhuma das espécies
analisadas foi toxica para o tomateiro, ao invés disso, os extratos de B. bifurcata e F. spiralis
foram capazes de melhorar a composicdo bioquimica das plantas, mesmo em baixa
concentracdo, sendo considerados excelentes bioestimulantes para incrementar o crescimento
do tomateiro (BAROUD et al., 2021).

Diante do exposto sobre a utilizacao das algas na agricultura e do que foi encontrado
no presente trabalho, os extratos e as fracdes Hx e EtOH de L. variegta nao foram téxicos para
as sementes de pepino aodai melhorado e, além disso, favoreceram o crescimento das plantas,
comprovando o efeito positivo do uso das algas marinhas como bioestimulantes no cultivo de

plantas superiores.

4.7.2 Atividade citotoxica contra nduplios de Artemia sp.

Os resultados do ensaio de letalidade contra nauplios do microcrustaceo Artemia
sp. no estagio II de desenvolvimento, apos 24 e 48 h de exposicdo, frente ao extrato hexanico
(Hx), obtido da macroalga marinha parda L. variegata, nas concentragdes de 12,5 a 100 pg/mL,
e o percentual de mortos no controle estao apresentados na Tabela 23 e Grafico 17.

Os resultados de letalidade dos controles constituidos de 4gua do mar e 4gua do mar
acrescida de DMSO ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05),
portanto a média aritmética foi utilizada para os célculos da letalidade. Os valores encontrados
para a atividade citotdxica contra nauplios de Artemia sp. no controle se mantiveram dentro do
limite maximo admitido de 10% de mortalidade. Provavelmente, a morte registrada no controle
com 24 h de exposicdo tenha sido decorrente do manuseio durante a montagem das placas.

Com 24 h de exposi¢do ao extrato Hx, foi possivel observar que, nas duas maiores
concentracoes (50 e 100 pg/mL), houve mortalidade de 7,5% dos nduplios de Artemia sp. Apds
48 h de exposicdo, no entanto, o nimero de individuos mortos aumentou com o aumento da
concentragdo do extrato Hx, atingindo 72,5%. O extrato Hx apresentou toxicidade aos nauplios

em todas as concentracdes testadas, apés 48 h de exposicdo (TABELA 23, GRAFICO 17).
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Tabela 23 — Letalidade de nduplios de Artemia sp. frente ao extrato hexanico (Hx) da macroalga marinha parda
Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020, nas concentracdes

de 12,5 a 100 pg/mL, apds exposicao por 24 e 48 h.

Extrato hexanico (Hx)

Concentragao 24 h 48 h
do extrato N de individuos % de N¢ de individuos % de
(ng/mL) individuos individuos
Total Mortos Total Mortos
mortos mortos
12,5 40 0 0 40 1 2,5
25 40 0 0 40 4 10,0
50 40 3 7,5 40 8 20,0
100 40 3 7,5 40 29 72,5
Controle 40 1 2,5 40 2 5,0

Fonte: AUTORA (2023).

Para o extrato EtOH da macroalga marinha parda L. variegata, os resultados do

ensaio de letalidade, apos 24 e 48 h de exposicdo, contra nduplios de Artemia sp. no estagio 11

de desenvolvimento, nas concentragdes de 12,5 a 100 pg/mL, e o percentual de mortos no

controle estdo apresentados na Tabela 24 e Gréfico 17.

Tabela 24 — Letalidade de nauplios de Artemia sp. frente ao extrato etanélico (EtOH) da macroalga marinha parda
Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em setembro de 2020, nas concentragdes

de 12,5 a 100 pg/mL, ap6s exposicao por 24 e 48 h.

Extrato etanolico (EtOH)

Concentragao 24 h 48 h
do extrato N¢ de individuos % de N¢ de individuos % de
(ng/mL) individuos individuos
Total Mortos Total Mortos
mortos mortos

12,5 40 0 0 40 0 0

25 40 0 0 40 1 2,5

50 40 0 0 40 0 0

100 40 0 0 40 0 0
Controle 40 1 2,5 40 2 5,0

Fonte: AUTORA (2023).
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O extrato EtOH ndo foi téxico nas concentragdes testadas. Contudo, apds 48 h de
incubagdo, 2,5% dos nduplios morreram na concentracao 25 pg/mL. Certamente, essa letalidade
aleatoria ndo se deveu aos principios bioativos presentes no extrato, podendo ser atribuida ao
manuseio durante a preparagao da placa. Como todo o processo € manual, pode acontecer de o
animal sofrer alguma injuria durante a captura e, apos algum tempo, vir a morrer.

Comparando os extratos Hx e EtOH, observou-se que eles apresentaram toxicidades
diferentes, o que pode determinar que seu uso dependera dos objetivos do pesquisador. Por
exemplo, o extrato Hx, por ter apresentado maior poder toxicoldgico, poderia ser utilizado para
combater células cancerigenas, matar protozoarios, como a Leishmania sp., € virus como o
SARS-Cov-2. O extrato EtOH, por sua vez, poderia ser utilizado para produ¢ao de farmacos,
cosméticos ou produtos alimenticios, por exemplo, atuar como principio ativo em revestimentos

para evitar a agdo oxidante em pescado.

Grifico 17 — Letalidade de néauplios de Artemia sp. frente aos extratos hexanico (Hx) e etandlico (EtOH), da
macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de
2020, nas concentragdes de 12,5 a 100 pg/mL, apds exposigdo por 24 e 48 h.
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Fonte: AUTORA (2023).

Na Tabela 25 e Grafico 18, estdo apresentados os resultados do ensaio de letalidade
da Fr. Hx, apos 24 e 48 h de exposicdo, contra nauplios de Artemia sp. no estagio II de

desenvolvimento, nas concentra¢des de 12,5 a 100 pg/mL, e o percentual de mortos no controle.
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Tabela 25 — Letalidade de nauplios de Artemia sp. frente a fracdo hexanica (Fr. Hx) da macroalga marinha parda
Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020, nas concentracdes
de 12,5 a 100 pg/mL, apds exposicao por 24 e 48 h.

Fracao hexanica (Fr. Hx)
Concentragao 24 h 48 h
da fracao N2 de individuos % de N¢ de individuos % de
(ng/mL) individuos individuos
Total Mortos Total Mortos
mortos mortos
12,5 40 0 0 40 0 0
25 40 0 0 40 2 5
50 40 0 0 40 0 0
100 40 0 0 40 0 0
Controle 40 1 2,5 40 2 5,0

Fonte: AUTORA (2023).

Na Tabela 26 e Grafico 18 estdo apresentados os resultados obtidos para o ensaio
de letalidade da Fr. EtOH, apds 24 e 48 h de exposicdo, contra nduplios de Artemia sp. no
estagio I de desenvolvimento, nas concentragdes de 12,5 a 100 pg/mL, e o percentual de mortos

no controle.

Tabela 26 — Letalidade de nauplios de Artemia sp. frente a fragdo etandlica (Fr. EtOH) da macroalga marinha parda
Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceara, em setembro de 2020, nas concentragdes
de 12,5 a 100 pg/mL, apds exposicao por 24 e 48 h.

Fragao etandlica (Fr. EtOH)
Concentragao 24 h 48 h
da fracao Ne¢ de individuos % de Ne@ de individuos % de
(ng/mL) individuos individuos
Total Mortos Total Mortos
mortos mortos
12,5 40 0 0 40 0 0
25 40 0 0 40 0 0
50 40 0 0 40 1 2,5
100 40 0 0 40 1 2,5
Controle 40 1 2,5 40 2 5,0

Fonte: AUTORA (2023).
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Grifico 18 — Letalidade de nduplios de Artemia sp. frente as fracdes hexanica (Fr. Hx) e etandlica (Fr. EtOH) da
macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de
2020, nas concentragdes de 12,5 a 100 pug/mL, apds exposicao por 24 e 48 h.
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Fonte: AUTORA (2023).

Assim como o extrato EtOH e a Fr. Hx, a Fr. EtOH apresentou baixa letalidade
contra nadplios de Artemia sp., mesmo apods 48 h de exposicdo. A maxima letalidade registrada
no extrato EtOH foi de 2,5%, nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL, muito inferior aquela
ocorrida com o extrato Hx, na concentragao 100 pg/mL, que provocou a morte de 72,5% dos
individuos, apds 48 h de exposi¢do. A Fr. Hx apresentou toxicidade muito menor (5% na
concentragdo 25 pg/mL) do que aquela do extrato Hx. Para a Fr. EtOH, comparada ao extrato
EtOH, o comportamento foi inverso. Por possuir baixa toxicidade, a Fr. Hx poderia ser utilizada
na industria farmacéutica, de cosméticos e alimenticia.

Guedes et al. (2014) investigaram as atividades bioldgicas dos extratos de Padina
gymnospora ¢ Sargassum vulgare, preparados com diferentes solventes de polaridade
crescente, contra Aedes aegypti (atividade larvicida), Biomphalaria glabrata (atividade
moluscicida) e Artemia salina (toxicidade). O extrato diclorometano de P. gymnospora exibiu
as maiores atividades e foram submetidos ao fracionamento. A fragcdo cloroférmio do extrato
de P. gymnospora apresentou atividade moluscicida, em concentragdes abaixo de 40 pg/mL, o
mesmo tendo sido observado para a atividade larvicida. Os extratos ndo foram toxicos para
A. salina, enquanto as fracdes cloroférmio e hexanica de P. gymnospora apresentaram
toxicidade moderada, indicando que os compostos toxicos presentes nessas macroalgas eram

nao-polares.
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O ensaio de letalidade utilizando Artemia é comumente utilizado por causa da
sensibilidade desse organismo frente a compostos toxicos, da avaliagdo rdpida, por ser de fécil
manuseio, pouco oneroso e com resultados confidveis. Assim, com base na resposta
toxicoldgica a dose experimental por unidade de superficie corporal da Artemia, os efeitos
toxicos das substancias-teste podem ser extrapolados ao homem, sendo possivel, a partir da
resposta biolégica do organismo testado, descobrir possiveis riscos aos humanos (ARAUJO et
al., 2023). Contudo, para Ntungwe et al. (2020), o organismo primitivo da Artemia limita a sua
utilidade em relacdo a doengas humanas, sendo necessdrio tal andlise seja executada com
organismo modelo mais evoluido, por exemplo, o peixe-zebra Danio reio.

O Forth® ¢ um bioestimulante comercial utilizado para promover o crescimento
das plantas e melhorar a tolerancia a salinidade, ao calor e a desidratacdo. Entre outros
constituintes, as macroalgas marinhas, Ascophyllum nodosum (parda), Durvillaea potatorum
(parda) e Lithothamnium calcareum (vermelha), fazem parte da sua composi¢dao. Quando
avaliado em estudos toxicogenéticos frente a Artemia salina, com 24 e 48 h de exposi¢do nas
concentracoes de 0,061 a 15,625 ppm, observou-se 100% de mortalidade a partir de 7,81 ppm
(SILVA et al., 2020).

El-Ghfar et al. (2022) pesquisaram a presenca de elementos quimicos na macroalga
marinha parda Padina pavonica coletada na costa mediterranea do Egito e verificaram baixos
teores de Cd e Mn. Testes de letalidade foram realizados em todos os extratos (éter de petrdleo,
cloroférmio, isopropanol e dgua), que exibiram atividade citotéxica contra Artemia sp. com
valores de CLso variando de 370 a 510 mg/L.

O uso de bioativos oriundos das algas marinhas para proporcionar bem-estar a
animais cultivados, melhorando seus sistemas imunolégicos e promovendo, simultaneamente,
o desenvolvimento de antivirais, antibacterianos e antiparasitdrios, despertou o interesse da
aquicultura por bioestimulantes naturais a base de algas marinhas (AFREEN; RASOOL;
FATIMA, 2023). Por isso, ha necessidade de avaliacdes preliminares do potencial toxicoldgico

das algas marinhas, a fim de garantir que o resultado obtido esteja dentro do esperado.
4.8 Avaliacao dos filmes comestiveis
Os filmes comestiveis sdo utilizados como uma barreira de protecdo entre o

alimento e o ambiente. Por essa razdo, a busca por bioativos que melhorem essa protecdo, sem

causar alteracdes na cor, sabor e estrutura do alimento revestido, é constante. As algas dotadas
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de diversas atividades biolégicas e de bioativos reconhecidos sdo fortes candidatas a
incorporacgdo nesses revestimentos (VALENCIA-CHAMORRO et al., 2011).

O extrato e a fracdo Hx foram escolhidos para elaboragdo de filmes comestiveis,
dentre todas as amostras deste trabalho, devido aos resultados observados quanto a atividade
antibacteriana, frente a cepa da bactéria patogénica E. coli. O extrato Hx apresentou os menores
valores de CIM (7,81 pg/mL), CBM (62,5 ug/mL) e ICso (5,463 ug/mL), seguido da Fr. Hx,
com CIM (125 pg/mL), CBM (500 pg/mL) e ICso (11,978 pg/mL).

Assim, os filmes comestiveis, preparados com a matriz de carragenana, um
polissacarideo extraido da macroalga vermelha Hypnea musciformis, foram incorporados com
1, 2 e 4 mg do extrato Hx e da Fr. Hx e apresentaram os resultados para as propriedades de

permeabilidade ao vapor de 4gua, solubilidade em 4gua e cor.

4.8.1 Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

Na Tabela 27 estdao apresentados os dados de espessuras dos filmes de carragenana
incorporados com 1, 2 e 4 mg do extrato Hx e da Fr. Hx e os valores de permeabilidade ao
vapor de dgua (PVA) das duas amostras analisadas.

No presente trabalho, os filmes preparados com o extrato Hx foram mais espessos
do que aqueles preparados com a Fr. Hx. Isso pode ter ocorrido por causa da maior quantidade
de so6lidos em supensdo no extrato quando comparado com o filme da fracao.

Os filmes incorporados com 1, 2 e 4 mg do extrato Hx apresentaram espessura entre
0,050 e 0,052 mm, sem diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05). Os filmes
incorporados com 1, 2 e 4 mg da Fr. Hx apresentaram espessuras menores em todas as
concentragdes, quando comparadas as do extrato Hx, variando de 0,029 a 0,040 mm, em que
houve diferenca significativa entre 1 € 2 mg e entre 2 e 4 mg (p < 0,05) (TABELA 27). A adic¢ao
do extrato Hx (extrato bruto) ao filme ocasionou um acréscimo na sua espessura, quando
comparado as espessuras dos filmes incorporados com a Fr. Hx, que foi obtida por um processo
mais refinado.

Os filmes incorporados com 1, 2 e 4 mg do extrato Hx apresentaram PVA entre
0,472 e 0,542 g/m? dia atm, enquanto os filmes incorporados com 1, 2 e 4 mg da Fr. Hx
apresentaram valores de 0,203 a 0,282 g/m? dia atm. Isso pode ter ocorrido pela caracteristica
hidrofobica dos compostos apolares presentes em maior quantidade no extrato Hx do que na
Fr. Hx, uma vez que esta foi obtida através do fracionamento do extrato EtOH, solvente polar

(TABELA 27, GRAFICO 19).
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Tabela 27 — Espessura e permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) dos filmes de carragenana incorporados com
1, 2 e 4 mg do extrato e da fracdo hexanicos (Hx), da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na
Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.

Caracteristicas avaliadas
Incorporagao
(me) Espessura (mm) PVA (g/m”dia atm)
mg
Extrato Hx Fracdo Hx Extrato Hx Fracdo Hx
1 0,050* + 0,009 0,039* + 0,007 0,542 0,282
2 0,050* + 0,011 0,029° + 0,010 0,472 0,203
4 0,052* + 0,013 0,040* £ 0,010 0,508 0,269

Fonte: AUTORA (2023).
Nas colunas, letras mindsculas iguais, p > 0,05; letras minudsculas diferentes, p < 0,05.

Grifico 19 — Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) dos filmes de carragenana com incorporagdo de 1, 2 e 4 mg
do extrato e da fracdo hexanicos (Hx), da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do
Paracuru, Paracuru, Ceara, em setembro de 2020.
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Fonte: AUTORA (2023).

De acordo com a Lei de Fick, a permeabilidade ao vapor de dgua sob um
determinado gradiente de pressdo de vapor varia inversamente com a espessura do filme.
Entretanto, alguns autores observaram que filmes a base de proteinas miofibrilares
apresentaram correlacio positiva entre a espessura e a PVA, enquanto a espessura ndo exerceu
nenhum efeito sobre a PVA de filmes poliméricos (CUQ et al., 1996).

O plastificante € de grande relevincia na confec¢@o de filmes comestiveis podendo
afetar diretamente suas propriedades de transporte, como a PVA, considerando que a
capacidade do agente plastificante em reduzir as forcas intermoleculares e a mobilidade da

cadeia polimérica € dependente da configuracdao do polimero, do nimero de hidroxilas livres e
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da compatibilidade do plastificante com o polimero (SANTACRUZ; RIVADENEIRA;
CASTRO, 2015).

No presente trabalho, o extrato Hx apresentou a menor CBM (62,5 pug/mL),
enquanto a Fr. Hx teve CBM de 500 ug/mL, e foi ela que apresentou menor PVA.

A medida da permeabilidade ao vapor de d4gua tem por objetivo analisar o efeito da
taxa de transmissdo de vapor de dgua por unidade de drea através do filme, de espessura
conhecida, induzida por um gradiente de pressao entre duas superficies especificas (do alimento
para o ambiente), de umidade relativa e temperatura especificadas. Cabe ao filme ter a
capacidade de criar uma barreira de prote¢ao contra agentes externos, evitando assim alteracoes
na qualidade final do produto (MACHADO, 2019; MACHADO, 2021).

Filmes preparados com carragenana, um polissacarideo extraido da alga vermelha
H. musciformis, usualmente necessitam de aditivos para amplificar ou melhorar sua funcao de
protecdo do alimento. Por isso, a adi¢do de agentes antimicrobianos aos filmes pode
proporcionar aos alimentos maior prazo de validade e durabilidade, pois estes influenciam nas
propriedades dos filmes, como permeabilidade aos gases e ao vapor de 4gua (KHANEGHAH,
HASHEMI, LIMBO, 2018; VALENCIA-CHAMORRO et al., 2011).

Oleos essenciais extraidos de algas marinhas reduziram a barreira de 4gua no filme,
enquanto a hidrofobicidade do filme aumentou em 15%, em comparacdo ao filme controle
(EBRAHIMZADEH et al., 2023).

A busca por polimeros biodegraddveis que sejam compativeis com produtos
alimenticios, para fornecer aos consumidores beneficios adicionais a saude tem sido
constantemente perseguida. Alginato, carragenana e dgar sio polissacarideos extraidos de algas
marinhas com diversas propriedades bioldgicas. Eles podem ser utilizados como matrizes para
elaboracdo de filmes, pois exibem excelentes propriedades de formacdo de filme,
proporcionando uma aparéncia uniforme, transparente e brilhante (GUPTA; BISWAS; ROY,
2023).

Muitos fatores podem influenciar positiva ou negativamente a permeabilidade dos
filmes, por exemplo, sua espessura e solubilidade. A espessura dos filmes deve ser a mais
homogénea possivel, mas sua solubilidade depende da finalidade a que ele se propde. Quanto
mais espesso e mais solivel o filme, maior o valor de PVA. Por esse motivo, os aditivos usados
para a formulacdo de filmes podem conferir maior ou menor PV A. Por exemplo, para vegetais
o ideal € um filme com baixo valor de PVA, mas quando se tratam de alimentos com elevada
atividade de 4gua como pescado, € preciso encontrar uma composicao que confira ao filme um

valor de PVA mais elevado (RAMBABU et al., 2019).
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4.8.2 Solubilidade em dgua (S)

Ap6s 24 h de imersdo em dgua destilada e incubacdo a 25 °C em estufa, os filmes
preparados neste trabalho se dissolveram completamente. A carragenana, polissacarideo
sulfatado utilizado como matriz na elaboracao dos filmes, € solivel em dgua e, mesmo com a
adicao do extrato Hx e da Fr. Hx, sua caracteristica de elevada solubilidade foi mantida.

Dependendo da concentragdo utilizada, o glicerol pode aumentar a solubilidade dos
filmes por formar pontes de hidrogénio com os polimeros. A determinacio da solubilidade serve
para verificar a capacidade de um filme comestivel se dissolver em dgua e também serve para
averiguar se ele reterd d4gua, quando usado como embalagem para alimentos. Quando um filme
comestivel € destinado a revestir alimentos que possuam alta atividade de dgua, por exemplo o
pescado, uma baixa solubilidade pode ser considerada como um dos requisitos mais importantes
(ATEF; REZAEL, BEHROOZ, 2015).

Essa caracteristica também foi observada em filmes elaborados com agar puro,
outro tipo de polissacarideo sulfatado. Esses polissacarideos sulfatados possuem baixa
elasticidade e, por isso, sdo relativamente quebradicos. Eles também apresentam baixa
estabilidade térmica, alta sensibilidade a agua e alta permeabilidade ao vapor de dgua. Todas
essas caracteristicas limitam o uso de filmes de agar puro. Por esse motivo, a busca por
biopolimeros e outras substancias com caracteristicas hidrofébicas sdo necessdrias para serem
adicionados a matriz de agar (JANG et al., 2010; NIETO, 2009).

A incorporagdo de 1, 2 e 4 mg do extrato Hx e da Fr. Hx, como aditivos nos filmes
de matriz de carragenana, ndo conseguiu reduzir a solubilidade desse polissacarideo sulfatado,
mesmo sendo aditivos com caracteristicas apolares. Contudo, adi¢des de massas maiores do
extrato ou da fragcdo, ou outros aditivos extraidos da L. variegata, utilizando outros solventes

apolares, possivelmente teriam efeito diferente sobre a solubilidade do filme.

4.8.3 Cor

Visualmente, o filme de carragenana acrescido do extrato Hx (A) foi menos

transldcido do que o filme acrescido da Fr. Hx (B), para adi¢des de 1, 2 e 4 mg (FIGURA 12).
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Figura 12 — Filmes elaborados com carragenana e incorporados com 4 mg do extrato hexanico (A) e fracdo
hexanica (B), da macroalga marinha parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Cear4,
em setembro de 2020.

Fonte: AUTORA (2023).

A avaliacdo da cor dos filmes é de extrema importancia, servindo para indicar sua
atividade Optica quanto a incidéncia de luz. Sua interpretacdo estd baseada nas seguintes
coordenadas: L* que representa a luminosidade e apresenta variacdes do O (preto) ao 100
(branco); a* que representa a cor vermelha (valores positivos) e a cor verde (valores negativos);
e b* que representa a cor amarela (valores positivos) e a cor azul (valores negativos)
(GENNADIOS et al., 1996).

Os valores das coordenadas de cor (L*, a* e b*) estdo apresentados na Tabela 28.
As medidas de L*, obtidas tanto para o extrato quanto para a Fr. Hx, foram todas adjacentes a
100, indicando que os filmes apresentaram colora¢do mais préxima ao branco. Nos filmes
preparados com a incorporacdo de 1, 2 e 4 mg do extrato Hx, as varia¢des de L* foram de 90,16
290,30, de 89,06 a 89,93 e de 92,48 a 92,64, respectivamente. Nos filmes incorporados com 1,
2 e 4 mg da Fr. Hx, os valores ficaram dentro dos intervalos de 91,83 a 91,97, 91,93 a 92,07 e
90,68 a 91,13, respectivamente (TABELA 28). Os maiores valores de L* e, portanto, os mais
préoximos do branco, foram obtidos para os filmes preparados com 4 mg do extrato Hx e para
aqueles preparados com 1 e 2 mg da Fr. Hx (TABELA 29).

As leituras de a* referentes ao extrato e a Fr. Hx foram todas positivas, indicando
coloragdo vermelha. Nos filmes preparados com 1, 2 e 4 mg do extrato Hx, as variagdes de a*
foram de +0,86 a +0,99, de +1,01 a +1,28 e de +0,43 a +0,50, respectivamente. Nos filmes
incorporados com 1, 2 e 4 mg da Fr. Hx, as leituras ficaram dentro dos intervalos de +0,49 a

+0,53, 40,50 a +0,55 e +0,68 a +0,78, respectivamente (TABELA 28).
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Os valores de b* do extrato Hx e da Fr. Hx também foram todos positivos,
indicando coloracdo amarela. Nos filmes preparados com a incorporacdo de 1, 2 e 4 mg do
extrato Hx, as variacdes de b* foram de +9,55 a +9,68, +10,07 a +11,49 e +6,86 a +7,16,
respectivamente. Nos filmes com 1, 2 e 4 mg da Fr. Hx, os valores ficaram dentro dos intervalos

de +7,68 a +7,76, +7,46 a +7,58 e +8,58 a +9,37, respectivamente (TABELA 28).

Tabela 28 — Resultados das leituras das coordenadas de cor L* (luminosidade), a* (vermelho/verde: +a indica cor
vermelha e —a indica cor verde) e b* (amarelo/azul: +b indica cor amarela e —b indica cor azul) dos filmes de
carragenana incorporados com 1, 2 e 4 mg do extrato e da fracdo hexanicos (Hx) da macroalga marinha parda
Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.

Parametros colorimétricos

Amostra L* a* b*

Img | 2mg | 4mg | Img | 2mg | 4mg | Img | 2mg | 4mg
90,21 89,93 92,64 0,98 1,01 0,44 9,55 10,07 6,90
90,16 89,67 92,58 0,99 1,06 0,45 9,56 10,56 6,86
90,17 89,65 92,54 0,87 1,08 0,43 9,66 10,59 6,90

Extrato
H 90,16 89,06 92,51 0,87 1,28 0,50 9,67 11,49 7,14
X
90,17 89,78 92,48 0,86 1,06 0,48 9,68 10,55 7,16
90,30 89,78 92,51 0,99 1,07 0,46 9,57 10,57 7,01
90,30 89,93 92,49 0,96 1,14 0,46 9,61 10,66 7,01
91,97 92,07 91,12 0,53 0,52 0,72 7,76 7,51 8,61
91,85 92,05 91,13 0,50 0,50 0,68 7,73 7,51 8,62
91,85 92,05 91,13 0,52 0,53 0,70 7,69 7,49 8,58
Fracao
H 91,84 9195 91,13 0,53 0,55 0,72 7,68 7,58 8,61
X

91,87 91,95 90,82 0,49 0,53 0,74 7,70 7,58 9,16
91,83 91,93 90,68 0,51 0,54 0,78 7,70 7,57 9,37

91,86 92,03 90,68 0,51 0,52 0,78 7,70 7,46 9,35
Fonte: AUTORA (2023).

Os valores de a* (vermelho) e de b* (amarelo) méximos foram registrados nos
filmes com 2 mg do extrato Hx e com 4 mg da Fr. Hx. Todas as coordenadas (L*, a* e b*),
medidas para os filmes com 1, 2 e 4 mg do extrato Hx apresentaram diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,0001). Para as fragdes, os filmes com 1 e 2 mg ndo apresentaram diferenca

estatistica (p > 0,05) entre os valores de L*, a* e b* (TABELA 29).



143

Tabela 29 — Valores de média + desvio padrdo das coordenadas de cor L* (luminosidade), a* (vermelho/verde: +a
indica cor vermelha e —a indica cor verde) e b* (amarelo/azul: +b indica cor amarela e —b indica cor azul) dos
filmes de carragenana incorporados com 1, 2 e 4 mg do extrato e da fracdo hexanicos (Hx) da macroalga marinha
parda Lobophora variegata, coletada na Praia do Paracuru, Paracuru, Ceard, em setembro de 2020.

Amostras
Parametros
Extrato Hx Fracao Hx
colorimétricos
1 mg 2 mg 4 mg 1 mg 2 mg 4 mg

L 90,2124 89,69°C 92,54°F 91,8798 92,009 90,96°F
+ 0,06 +0,30 + 0,06 + 0,05 + 0,06 +0,22
. 0,934 1,10°¢ 0,46°F 0,5198 0,5349P 0,73¢°F

a
+ 0,06 +0,09 +0,02 +0,01 +0,02 +0,04
b 9,61 10,64°€ 7,00°E 7,7198 7,534 8,90°F
+ 0,06 +042 +0,12 +0,03 +0,05 +0,37

Fonte: AUTORA (2023).

Nas colunas, comparagdes feitas separadamente para extrato (1, 2 e 4 mg) e para fracao (1, 2 e 4 mg), considerando
os parametros coloriméticos (L*, a* e b*), usando-se andlise de varidncia unfatorial e teste de Tukey. Letras
minusculas iguais, p > 0,05; letras mintsculas diferentes, p < 0,05.

Nas linhas, comparagdes feitas separadamente para extrato e fracdo (1 mg), extrato e fracdo (2 mg) e extrato e
fragdo (4 mg), considerando os pardmetros coloriméticos (L*, a* e b*), usando-se teste ¢ de Student ndo pareado.
Letras maidsculas iguais, p > 0,05; letras maidsculas diferentes, p < 0,05.

O maior valor de L* foi registrado na Fr. Hx com 2 mg, enquanto o menor ocorreu
no extrato Hx com 4 mg. O filme com o extrato Hx com 2 mg apresentou os maiores valores
de a* e de b* (TABELA 29).

Os filmes produzidos podem ter maior ou menor capacidade de transmitir ou
absorver a luz que incide sobre suas superficies. Um filme com um determinado grau de
translucidez tem a vantagem de permitir ao consumidor a visualizacdo do alimento em seu
invélucro. Entretanto, filmes com maior opacidade podem ser igualmente desejdveis, quando
se trata da prote¢do contra a luz de alimentos facilmente oxidaveis (CERQUEIRA et al., 2010;
COSTA et al., 2015; SOUZA; DITCHFIELD; TADINI, 2010; VALE, 2017).

Lopez-Mata et al. (2018) observaram que os filmes elaborados com 1% e 2% de
quitosana apresentaram valores do pardmetro a* maiores, a medida que a concentracdao
aumentava. Para os valores de b*, foi observada uma relacao inversa.

No presente trabalho, os filmes com o extrato Hx como aditivo foram os que
apresentaram maior espessura, maiores valores de PVA e maiores medidas colorimétricas para
a* e b*. Na literatura ha relatos sobre a existéncia de relacao entre a espessura e a cor do filme.

Sobral e Amaral (2000), em um estudo sobre a influéncia da espessura nas propriedades dos
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filmes elaborados com gelatina, concluiram que quanto mais espesso o filme, maior sua
influéncia sobre a permeabilidade ao vapor de agua e a cor dos filmes.

Ziani et al. (2008) verificaram que os filmes elaborados com carragenana
apresentaram coordenadas L* com valor mdximo de 92,64 e justificaram que qualquer aditivo
adicionado ao a matriz do filme afetard a sua cor.

Estudar as propriedades opticas de um filme comestivel é importante, pois a cor é
um critério decisivo na escolha dos consumidores por produtos revestidos por bioplasticos.
Filmes e revestimentos comestiveis sdo desenvolvidos para interagir favoravelmente com os
alimentos, aumentando sua vida de prateleira.

Para Banu e Lakshmi (2023), as caracteristicas quimicas das biomoléculas
presentes nas algas, como carga superficial, hidrofobicidade, comprimento da cadeia
polimérica, tipo de plastificante, mistura de proteinas, polissacarideos, lipidios e resinas, podem
ser consideradas como fontes potenciais para a formula¢do de embalagens de alimentos.

Diante do exposto, sabe-se que as algas marinhas fornecem matéria-prima para
elaboragdo de filmes comestiveis, como € o caso do dgar e da carragenana. Contudo, poucos
trabalhos investigaram as outras biomolélucas presentes nas algas e que sio capazes de proteger
os filmes contra a acdo microbiana, oxidante e do meio fisico. As qualidades biocompativeis,
biodegraddveis, as atividades antioxidante e antimicrobiana e a falta de toxicidade dos
metabolitos presentes na ocrofita L. variegata, sugerem que biomoléculas presentes nessa

macroalga podem ser utilizadas como aditivos para elaboracdo de filmes comestiveis.
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5 CONCLUSOES

O extrato etandlico (EtOH) da macroalga marinha parda L. variegata apresentou
rendimento de 11,95%.

Os perfis cromatogréificos indicaram que os compostos dos extratos e das ragoes
foram majoritariamente pertencentes ao grupo dos fendis, o que justifica a alta atividade
antioxidante, principalmente do extrato EtOH.

O extrato EtOH apresentou maior poder antioxidante, tendo méximos de atividade
registrados para as atividades de sequestro do radical DPPH, FRAP e BCB. Os resultados
preliminares apontaram o extrato EtOH e a Fr. AcOEt como os mais promissores, considerando
os valores méximos de CFT e TF.

Compostos apolares presentes no extrato Hx e na Fr. Hx mostraram potencial
antibidtico para cepas de Escherichia coli, bactéria que possui maior resisténcia aos
antibidticos, devido a composicao de sua parede celular, quando comparada ao Staphylococcus
aureus.

Nenhuma das amostras testadas apresentou atividade antifungica. Porém, observou-
se um menor crescimento dos fungos nas placas que continham o extrato EtOH e a Fr. Hx,
comparadas com o controle (dgar dextrose batata — ABD).

Os extratos e fragdes Hx e EtOH ndo foram tdxicas para sementes de pepino aodai
(Cucumis sativus), o que justifica sua utilizagdo em produtos para uso humano.

No ensaio de citotoxicidade contra o microcrusticeo Artemia sp., o extrato Hx
apresentou toxicidade aos nduplios em todas as concentracdes testadas, apos 48 h de exposic¢ao,
com mortalidade de até 72,5% dos individuos. O extrato EtOH ndo foi téxico contra nduplios
de Artemia sp., nas concentragdes testadas, com potencial aplicagdo farmacoldgica.

A incorporagdo de 1, 2 e 4 mg da Fr. Hx aos filmes reduziu os valores de
permeabilidade ao vapor de dgua (PVA), quando comparada a do extrato Hx (1, 2 e 4 mg). Os
filmes também apresentaram colorac¢io dentro do espectro do branco/amarelo/vermelho para as
coordenadas de cor L*, a* e b*.

Com isso, pode-se concluir que os extratos e as fracdes obtidos da macroalga
marinha parda L. variegata e os compostos neles presentes apresentaram classes de compostos
quimicos ja descritos na literatura que sdo dotados das atividades bioldgicas aqui registradas.
Essa espécie de macroalga deve ser investigada melhor e seus constituintes isolados para fins

biotecnoldgicos.
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