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O efeito antioxidante de quatro espécies de algas marinhas do filo
Chlorophyta (Codium decorticatum, Enteromorpha intestinalis, Ulva
fasciata e Chaetomorpha anteninna) foi avaliado através da
inibi¢do da peroxidagdo do dcido linoléico em emulsdo. Os extratos
etéreos e metandlicos, na concentracao de 0,01%, foram obtidos
por extracdo seqiiencial das biomassas secas. As espécies mais
efetivas sobre a peroxida¢do lipidica foram Enteromorpha
intestinalis e Chaetomorpha anteninna, com porcentagens de
inibicdo acima de 70%. A habilidade dos extratos metanolicos
para seqiiestrar o peroxido de hidrogénio foi avaliada, obtendo-
se valores médios para porcentagens de captura entre 1,26% e
20,01%. Alem disto, quantificaram-se os teores de clorofila a,
carotenoides totais e compostos fenolicos totais nas biomassas
algais. Os resultados indicam que as algas verdes estudadas sdo
uma fonte promissora de compostos biologicamente ativos com
propriedades antioxidantes.
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INTRODUCAO

Apesar do alto conteudo de acidos graxos
poliinsaturados, as algas marinhas sdo estaveis frente a
oxidacdo durante seu armazenamento (Ramarathnam et
al., 1995). Como qualquer organismo fotossintético, as
algas encontram-se expostas a grande quantidade de luz
e altas concentragdes de oxigénio, combinacao que origi-
na radicais livres, assim como, outros potentes oxidantes.
A auséncia de danos oxidativos nos acidos graxos
poliinsaturados estruturais das membranas algais sugere
que estes alimentos possuem compostos € mecanismos
antioxidantes (Matsukawa et al., 1997).

As algas também sdo ricas em polissacarideos e

minerais, entretanto, poucas algas t€ém sido usadas ampla-
mente como plantas comestiveis. O género Enteromorpha
(Chlorophyta) possui potencial para alimentagdo, sendo en-
contrado abundantemente na costa brasileira. A consta-
tacdo da atividade antioxidante poderia elevar potencial-
mente seu valor como alimento humano ou aditivo e expan-
dir seu mercado consumidor. No Brasil, particularmente,
as algas sdo pouco exploradas comercialmente, sendo
quase que restrita a exploracao de alguns géneros de al-
gas vermelhas (Oliveira, 1998).

Yan et al. (1998) trabalhando com diversas espéci-
es algais testaram os extratos metandlicos de duas espé-
cies de Ulva, a U. lactuca ¢ a U. pertusa. Os resultados
obtidos com o método DPPH (azo-radical 2,2-difenil-1-
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picrilidrazil) revelaram atividade de 8% para a U. lactuca
e 15% para a U. pertusa frente ao radical formado. Os
autores também encontraram atividade seqiiestradora de
radicais, em menor propor¢ao, nos outros extratos testa-
dos. No mesmo estudo, duas espécies de Enteromorpha,
a E. intestinalis e a E. prolifera, foram testadas e os
extratos metanolicos apresentaram atividade seqiiestradora
de radicais de 15% e 7%, respectivamente.

Os estudos bioquimicos enfocando algas verdes
brasileiras restringem-se a componentes bioquimicos com
carater nutricional. Caldas (1986) avaliou as alteracdes na
composicao centesimal da espécie U. fasciata, provenien-
te da ilha de Sao Luiz (Brasil), em resposta as variagoes
sazonais. Relatos envolvendo compostos bioativos sao
escassos, principalmente no que se refere a antioxidantes.
Freitas e Mariglio (1986) estudaram a atividade
farmacoterapéutica sobre o metabolismo cardiaco usando
extratos metanolicos de duas espécies do filo Chlorophyta,
obtendo resultados positivos.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a quantidade de
fenolicos totais, carotendides totais, clorofila a e o poten-
cial antioxidante de algumas espécies de algas verdes,
constatando seu valor como matéria-prima para
encapsulados com caracteristicas bioativas ou outros tipos
de produtos, nos quais a presenca de antioxidantes natu-
rais seja efetiva, tanto para as industrias alimenticia e far-
macéutica.

MATERIAL E METODOS
Reagentes e solventes

Todos os solventes organicos (alcool etilico, éter
etilico, hexano e acetona) apresentavam grau de pureza de
aproximadamente 99% ou maior. O 4cido linoléico foi
adquirido da Fluka e o hidroxibutilanisol (BHA) da Merck.
Todos os outros reagentes comerciais foram utilizados sem
purificagao prévia.

Coleta das amostras

As algas foram coletadas nas Praias de Canasvieiras
e Ponta das Canas, litoral norte da Ilha de Santa Catarina,
nos meses de julho e agosto de 2002, sob maré baixa.
Foram selecionadas, com base na maior abundancia, em
pontos diversificados das comunidades algais, para garantir
variabilidade amostral. As espécies foram identificadas
segundo os métodos convencionais no Laboratério de
Algas Marinhas da Universidade Federal de Santa
Catarina e estdo depositadas no Herbario da referida ins-
tituicdo. Os testes foram realizados com quatro espécies
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de Chlorophyta: Ulva fasciata Delile, Codium
decorticatum (Woodw.) M. Howe, Enteromorpha
intestinalis ¢ Chaetomorpha anteninna (Bory) Kiitz.

Preparo das amostras

As amostras foram limpas, lavadas com 4gua pota-
vel para retirada do sal e, em seguida, enxaguadas com
agua destilada. Posteriormente, foram secas em estufa, da
marca FR Santer, com circulagdo for¢ada de ar a 35,0 +
0,5 °C até secagem completa (aproximadamente 24 ho-
ras). Apos secagem, as amostras foram armazenadas em
freezera-18,0+ 0,5 °C, sob atmosfera de nitrogénio, para
posterior analise.

Obtencao dos extratos

Os extratos foram obtidos por extragdo seqiiencial
das amostras. Pesaram-se 5,0 g da biomassa seca, em
balanga da marca Metler Toledo modelo AB204-S, tritu-
rou-se em processador doméstico da marca Walita, estan-
do a granulometria das particulas compreendida entre 1,75
e 3,00 mm. A extragdo seqiiencial teve como solventes
éter etilico seguido de metanol, sob agitacdo mecanica ao
abrigo total da luz, durante periodo de duas horas. Os
extratos foram filtrados em papel Whatman n°.1 e concen-
trados sob atmosfera de nitrogénio. A determinacao do
peso seco foi realizada por gravimetria, tomando-se uma
aliquota de 5 mL em cadinho de porcelana, previamente
tarado, seguido de secagem em estufaa 105,0 £0,5 °C até
peso constante (AOAC, 1990).

Avaliacao da atividade antioxidante pelo método do
Tiocianato Férrico

A atividade antioxidante dos extratos etéreo e
metanolico foi avaliada de acordo com a metodologia des-
crita por Mitsuda et al. (1967) apud Kikizaki e Nakatani
(1993), com modifica¢des. Mistura contendo 1 mL do
extrato algal, 1,1 mL de acido linoléico 2,51% (p/v) em
etanol (99,0% v/v), 2 mL de tampao fosfato 0,05 M (pH
7,0) ¢ 0,9 mL de agua destilada foi colocada num frasco de
vidro ambar com tampa rosqueavel e estocada em estufa
com circulacao de ar forcada, a 50,0+ 0,5 °C. Para 0,1 mL
desta solucao foram adicionados 5 mL de etanol 75% (v/
v), 0,1 mL de tiocianato de amonio 30% (p/v) e 0,1 mL de
cloreto ferroso 0,02 M. Apoés, exatamente, 3 minutos de
reacdo a temperatura ambiente (25,0 + 0,5 °C), foi reali-
zada leitura da absorbancia a 500 nm, em espectro-
fotometro Hewlet Pakard modelo 8452A UV-VISIVEL,
0 que se repetiu a cada 24 horas, até que a cor purpura do
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controle alcangasse um valor maximo. A concentrag¢ao dos
extratos e do antioxidante sintético hidroxibutilanisol, BHA,
foide 0,01% (p/v). A porcentagem de inibi¢ao na oxidacao
lipidica foi calculada de acordo com a expressao algébri-
ca:

% inibicdo={[abs. média final do controle - abs. média
final da amostra]/abs. média final do controle}x100.

Avaliacao do poder seqiiestrador do peréxido de
hidrogénio dos extratos metanélicos

A habilidade dos extratos em seqiiestrar peroxido de
hidrogénio foi determinada de acordo com o método de
Ruch et al. (1989) apud Yen e Chen (1995). Uma solugao
(4 mM) de peroxido de hidrogénio foi preparada em tam-
pao fosfato (pH 7,4). A concentracao de perdxido de hidro-
génio foi determinada espectrofotometricamente no com-
primento de onda de 230 nm, usando absortividade molar
de 81'cm! (Beers e Sizer, apud Yen e Chen, 1995). Ao
extrato (10-400 mL, em 4 mL de 4gua destilada) adicionou-
se solugdo de peroxido de hidrogénio (0,6 mL). Apos 10
minutos de reagdo, a temperatura ambiente (25,0 + 0,5 °C,
realizou-se leitura em espectrofotdmetro, em comprimento
de onda de 230 nm, contra solugdo branco contendo o
extrato em tampao sem peroxido de hidrogénio.

Determinacao dos compostos fenélicos totais

O contetido de compostos fenolicos totais foi deter-
minado, usando protocolo segundo Budini et al. (1980)
para extragao e protocolo similar ao de Amerine ¢ Ough
(1976) para quantificacdo. Pesou-se 0,5 g da biomassa
seca e triturada e adicionou-se solu¢do de HCl 2 M numa
proporgao 1:10 (p/v), aquecendo-se durante 30 minutos em
banho de agua a (95,0 £ 0,5 °C). A mistura foi, entdo, fil-
trada em papel Whatman n°. 1 para um balao volumétrico
de 100 mL. Completou-se o volume. Exatamente 1,0 mL
do extrato foi transferido para balao volumétrico de
100 mL, seguido pela adicao de 60 mL de agua destilada
e 5 mL do reativo de Folin-Ciocalteu. Apds um minuto, adi-
cionaram-se 15 mL de solugdo de carbonato sddico a 20%,
completou-se o volume e deixou-se em repouso durante
duas horas sob abrigo da luza 24,0 £ 0,5 °C. Determinou-
se a absorbancia a 756 nm, em espectrofotdmetro. A cur-
va de calibragdo foi construida com acido galico, R?= 0,99,
numa faixa de concentragdo de (0,5-5,0) mg/mL de acido
galico.

Determinacao das clorofilasa e b

A extracdo da clorofila foi realizada, utilizando-se
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1,0 g da biomassa, fresca, em 50 mL de acetona, sob
maceracao durante 24 horas a 5,0 + 0,5 °C, sob abrigo da
luz, para evitar danos fotoxidativos. Em seguida, os extra-
tos foram centrifugados a 2 000 rpm, em centrifugador da
marca Fanem, modelo 204, durante 5 minutos € o
sobrenadante analisado em espectrofotometro em compri-
mento de onda de 662 nm para clorofila @ e 646 nm para
clorofila . Os valores de coeficientes de extingdo E_ ',
para clorofilas a e b em acetona, foram citados em Jones,
Whyte e Gibbs (1962).

Determinacao dos pigmentos carotendides totais

O procedimento de extragdo dos pigmentos
carotenoides seguiu protocolo segundo Kurilich e Juvik
(1999). A absorbancia foi lida em espectrofotometro no com-
primento de onda de maxima absor¢@o. Cada carotenoide
possui seu ponto de maxima absor¢ao em um dado solvente,
que pode ser obtido em tabelas para identificacdo de
carotenoides (Mosquera, 1997; Davies, 1976). A concentra-
¢do foi expressa em termos do pigmento carotendide ma-
joritario, com base em dados cromatograficos obtidos no la-
boratorio (valor de Rf para cromatografia em camada del-
gada e espectro de absor¢do de luz). Estes dados foram
comparados com valores referenciais encontrados em lite-
ratura para carotendides (Mosquera, 1997; Davies, 1976).
Os valores dos coeficientes de extingdo E_ " em etanol
foram consultados nas tabelas de identificacdo de
carotenoides encontradas em Davies (1976).

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com auxilio do
programa Statistica, versdo 5.0 (1986-1996). Aplicou-se
analise de variancia (ANOVA), sendo que as diferengas
significativas foram determinadas pelo teste de Tukey.
Diferengas entre médias a um nivel de 5% (p<0,05) foram
consideradas significativas. Todas as analises foram rea-
lizadas em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios de absorbancia referentes a
peroxidacao do acido linoléico, determinados pelo método
de tiocianato férrico, a 50 °C, apds a adi¢do dos extratos
etéreos sdo apresentados na Figura 1. Os valores para os
extratos metandlicos estdo apresentados na Figura 2. Nos
estagios iniciais da autoxidagdo do acido linoléico, os ex-
tratos etéreos das espécies U. fasciata ¢ E. intestinalis
apresentaram efeito pro-oxidante em relacdo ao controle
(Figuras 1 e 2). O mesmo efeito pode ser observado para
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os extratos metanolicos das espécies algais U. fasciata e
C. decorticatum em relagao ao controle na Figura 2.

A atividade antioxidante dos extratos algais foi com-
parada com a atividade do antioxidante comercial BHA.
Observou-se que todos os extratos etéreos proporciona-
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ram inibi¢do da peroxidacao lipidica menor que 50%. O
valor médio maximo de 39, 43% foi da espécie algal C.
anteninna, enquanto que entre os extratos metandlicos, os
mais efetivos foram das espécies E. intestinalis e C.
anteninna. Existem dados na literatura que correlacionam
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FIGURA 1 — Valores médios de absorbancia das amostras contendo os extratos etéreos das algas marinhas (0,01%)
obtidos no teste do tiocianato férrico nos tempos de 0, 24, 48, 72 ¢ 96 horas.
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FIGURA 2 — Valores médios de absorbancia das amostras contendo os extratos metanoélicos das algas marinhas (0,01%)
obtidos no teste do tiocianato férrico nos tempos de 0, 24, 48, 72 ¢ 96 horas.
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atividade antioxidante de plantas com caracteristicas
antiinflamatdrias das mesmas (Recio et al., 1995; Sadique
et al., 1987). Assim sendo, plantas contendo atividade
antioxidante, a exemplo das algas deste estudo, poderiam
ser utilizadas na terapia de processos antiinflamatorios. Na
concentragdo testada, nenhum extrato superou a eficién-
cia do antioxidante sintético de 92,45% (Figura 3). Em
geral, os antioxidantes naturais nao sdo tao eficientes na
desativacao de radicais livres, em testes in vitro, quanto os
sintéticos, como o BHA. Isto reafirma a necessidade da
constante busca por antioxidantes naturais mais efetivos,
especialmente para fins industriais.

A efetividade antioxidante de fontes naturais foi
relacionada por diversos autores aos compostos fenolicos,
que ocorrem naturalmente em plantas terrestres e aqua-
ticas (Hayase, Kato, 1984). Seriam esses compostos os
principais responsaveis pela atividade antioxidante de plan-
tas, desempenhando papel fundamental na inibigdo da
autoxidagdo em 6leos (Ramarathnam et al., 1986). A
ocorréncia natural de fendéis substituidos e polifendis em
algas vem sendo cientificamente divulgada e ampliada ao
longo dos anos (Pedersen, 1978). Embora essa classe de
compostos inclua antioxidantes efetivos (Denisov, 1987),
pouco € conhecido sobre a atividade antioxidante de extra-
tos algais. Das 21 espécies algais marinhas estudadas por
Fujimoto e Kaneda (1980), cerca de 60% apresentaram
atividade antioxidante em algum grau. Na Figura 3 estao
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expressos os valores médios dos compostos fendlicos to-
tais encontrados para as espécies testadas, valores obtidos
através do método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu
(Amerine, Ough, 1976), além das porcentagens de inibicao
da peroxidacao do acido linoléico.

A maior porcentagem de inibigdo (75,75%) foi obti-
da pelo extrato metandlico da espécie E. intestinalis, cuja
biomassa continha um dos maiores valores de fendlicos
totais (610,31 mg/100 g). Apesar da biomassa da espécie
U. fasciata apresentar quantidade de compostos fendlicos
semelhante estatisticamente (635,53 mg/100 g) a da E.
intestinalis, a efetividade antioxidante entre os extratos
metandlicos das duas espécies apresentou diferengas
significativas (p<0,05). Este resultado sugere distingdes na
composicao quimica entres os compostos fenolicos de tais
algas, diferencas na solubilidade desses compostos pelo
solvente utilizado ou, finalmente, o envolvimento na ativi-
dade antioxidante de outros compostos antioxidantes, pre-
sentes nos extratos algais, além dos fenodlicos, a exemplo
de carotendides e clorofilas. Em acordo com a hipdtese
anterior, Nakamura ef al. (1996) isolaram em espécies do
género Enteromorpha um antioxidante, relativamente
hidrofébico, identificado como feofitina @, que se constitui
em uma clorofila sem magnésio. Na Figura 3 verificam-se,
também, as diferentes eficiéncias antioxidativas entre os
extratos etéreos e metanolicos, sendo o ultimo mais efeti-
vo. Yan, Nagata e Fan (1998) avaliaram a atividade
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FIGURA 3 — Valores médios para porcentagem de inibi¢ao da peroxidacao lipidica do &cido linoléico proporcionada pela
adicdo dos extratos etéreos e metandlicos, juntamente com os valores médios para teores de fenolicos totais das
biomassas secas. Os valores seguidos por letras iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05).
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antioxidante de 27 espécies de algas pelo método DPPH
(2,2-difenil-1-picrilidrazil) utilizando quatro solventes orga-
nicos por extracao seqiiencial. Os autores observaram
grandes diferencas na atividade seqiiestradora de radicais
entre as diferentes espécies de algas. Nesse estudo e em
outros (Anggadiredja et al., 1997), o extrato metandlico
geralmente apresenta os maiores valores de atividade
antioxidante em muitas espécies algais, sugerindo que o
metanol seja um solvente mais efetivo durante o preparo
de extratos algais, especialmente se o estudo visa a inves-
tigagdo da atividade antioxidante destes.

Os extratos metandlicos algais foram capazes de
seqliestrar o peroxido de hidrogénio, mas o efeito foi bas-
tante reduzido variando entre 1,26 ¢ 20,01%. Os extratos
mais efetivos foram aqueles das espécies C. anteninna
(1,26%a20,01%) ¢ E. intestinalis (1,18% a 13,16%) para
os volumes testados (10 uL—400 puL). Elevada habilidade
em seqiiestrar o peroxido de hidrogénio esta relacionada
a presenca de antioxidantes, no extrato, capazes de reagir
com radicais livres. Essa relagdo pode ser observada na
Figura 4. A regressao linear sugere aumento do poder
sequiestrador com um aumento da atividade antioxidante
(R2=0,7648).

O filo Chlorophyta possui clorofilas a e b, xantofilas
(principalmente, a luteina) e carotenos (principalmente, o
b-caroteno). Carotenoides e clorofila a sdo conhecidos por
atuar como antioxidantes em testes in vitro (Naguib, 2000;
Cahyana et al., 1993). Na Figura 5 s@o apresentados os
valores médios de tais compostos, obtidos por métodos
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espectrofotométricos para as biomassas algais. Os valo-
res para clorofila a variaram entre 151,48 ¢ 411,51 mg/kg,
sendo o maior da espécie C. anteninna ¢ o menor da
espécie C. decorticatum. Os valores médios para o con-
tetdo de carotenoides totais variaram entre 72,27 e
129,04 mg/kg, sendo o maior teor da espécie E
.intestinalis e o menor da espécie U. fasciata,. Os extra-
tos algais constituem mistura de diversos compostos com
potencial antioxidante. Le Tutour ez al. (1998), estudando
a habilidade de cinco espécies algais em seqiiestrar radi-
cais peroxila em um sistema modelo, observaram que a ati-
vidade antioxidante dos cinco extratos examinados nao se
deveu, aparentemente, apenas aos seus conteudos de
tocoferol, muitos outros compostos lipossoltveis, geralmen-
te encontrados em algas (Ito e Hori, 1989) e identificados
em extratos algais, como carotenoéides e clorofila, podem
atuar como antioxidantes.

Endo, Usuki e Kaneda (1985) relataram que a clo-
rofila a exibe alguma atividade antioxidante no escuro,
destacando a importancia do anel porfirina como estrutu-
ra essencial para esse efeito. De modo geral, derivados da
porfirina desempenham alguma atividade antioxidante
(Cahyana et al., 1993). Le Tutour, Brunel e Quemeneur
(1996) estudaram o efeito sinérgico da adigdo de clorofi-
la a a vitamina E na preservagao do linoleato de metila em
um sistema modelo. A clorofila atuou sinergicamente, pro-
porcionando aumento de 24% no efeito inibidor, numa con-
centra¢do de 0,1 mmol L. A luteina, principal carotendide
da classe Chlorophyta, possui atividade, assim como o j3-
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FIGURA 4 — Regressdo da atividade antioxidante versus o poder seqiiestrador dos extratos metanolicos testados.



Atividade antioxidante in vitro de extratos de algumas algas verdes

501

2 CEL A
ocLp
450 - B Caroten.
C
400
a
350 -;?;
. 300 1 =
2 550 il e
4E
I % 200 4
E g b
Y% 150 4 —
s
33 100 —
50
U T

U. fasciata

C. decorticatum

E. mtes tmalis C. anteninna

FIGURA 5 - Valores médios dos conteudos de pigmentos clorofilicos e carotendides encontrados nas biomassas. Os
carotendides totais foram expressos em luteina. As colunas de mesma cor cuja letra no topo forem iguais ndo diferem

significativamente (p <0,05).

caroteno (Burton e Ingold, 1984; Mortensen et al., 1997).
Dados na literatura relatam que a alga verde
Enteromorpha spp. contém quantidades de 3-caroteno
maiores do que a de vegetais amarelo-esverdeados. As
quantidades variam de 22 a 25 mg/100 g (Ito e Hori, 1989).
O B-caroteno reage com peroxidos lipidicos (Tsuchihashi
et al., 1995). Mortensen et al. (1997) avaliaram os meca-
nismos e taxas de reacdo da luteina ¢ outros carotenodides
com radicais gerados de radiolise de pulso e concluiram
que o mecanismo de taxa de captura de um determinado
carotendide é fortemente dependente da natureza das
espécies oxidantes (radicais) e da estrutura do carotendide.

CONCLUSOES

As algas verdes possuem diversos compostos de
grande interesse para as industrias de alimentos, cosmé-
ticos e farmacéutica. Compostos como carotenoides, clo-
rofilas e fendlicos foram abundantemente encontrados nas
espécies analisadas. Observou-se melhor atividade
antioxidante nos extratos metanolicos em relagao aos
extratos etéreos. Embora os valores para porcentagem de
inibicao da peroxidagao lipidica dos extratos metandlicos,
principalmente em duas espécies, E. intestinalis e C.
anteninna, tenham sido superiores a 70%, nenhum dos
extratos, na concentracao testada, apresentou maior efi-
ciéncia do que o antioxidante sintético.

ABSTRACT

Antioxidant in vitro activity of extracts of some green
seaweed (Chlorophyta) from southern Brazilian coast

The antioxidant activity of four species of green
seaweeds of the phylo Chlorophyta (Codium
decorticatum, Enteromorpha intestinalis, Ulva fasciata
and Chaetomorpha anteninna) collected at the
seacoast of the State of Santa Catarina, Brazil, was
evaluated by means of the inhibition of peroxidation of
linoleic acid converted into emulsion. Both ethereal and
methanolic extracts were obtained from dried
biomasses by sequential extraction procedures in
concentrations of 0.01%. The most efficient species
towards lipid peroxidation were E. intestinalis and C.
anteninna with inhibition yields above 70% .The
capacity of methanolic extracts to quench hydrogen
peroxide was also estimated. Mean values varied from
1.26 to 20.01%. Chlorophylls a, total carotenoids and
phenolic compounds were also quantified in the
biomasses. Results indicated that studied green
seaweeds are a very promising source of biologically
active compounds with antioxidant properties.

UNITERMS: Sea algae. Antioxidants. Phenolic
compounds. Carotenoids. Chlorophylls.
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