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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana € um fendmeno crescente e desafiador para a indUstria farmacéutica
e a salde publica em todo mundo, ameacgando no entanto, a eliminagdo e o controle de infec¢des
causadas principalmente por bactérias e fungos. O tratamento prolongado e o diagnostico
inadequado de doencas infecciosas tém proporcionado ao surgimento de cepas microbianas cada
vez mais resistentes aos antimicrobianos e mais virulentas. Em resposta, o presente estudo foi
conduzido com vista a avaliar actividade antimicrobiana de extractos metandlicos e hexandlicos
maceradas por 24 e 48 horas de macroalgas Caulerpa racemosa e Sargassum ilicifolium
colectadas no Farol, Ilha de Inhaca frente as estirpes bacteriana Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e fungica Candida albicans. Aproximadamente 500g de macroalgas C.
racemosa e S. ilicifolium foram colectadas, as macroalgas colectadas foram transportadas até ao
laboratério B9, onde foram limpas e colocadas a secar na estufa natural durante 4 dias, onde em
média a temperatura era de 40° C e posteriormente trituradas com recurso a um moinho eléctrico
até obter o p6. Os extractos das macroalgas foram preparados usando dois solventes, metanol e
n-hexano e, as solucdes foram colocadas a macerar sob agitacdo & 180 rpm em dois tempos
distintos (24 e 48 horas) e evaporados no rotavapor até obter 1.5 ml de extractos concentrados.
As andlises fitoquimicas foram realizadas no Departamento de Quimica da Faculdade de
Ciéncias pela técnica de Cromatografia Gasosa de Espectro de Massa (GC-MS) e 0s ensaios
microbioldgicos foram realizados no laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Medicina da
UEM, pela técnica de difusdo em disco. As analises fitoquimicas dos extractos metandlicos de C.
racemosa e S. ilicifolium realizadas, revelaram presenca de 23 compostos fitoquimicos,
incluindo, Neophytadiene, Acetaldeido, 3,7,11,15 - Tetrametil-2-hexadecen-1-ol e &cido
hexadecandico. O extracto metandlico de C. racemosa revelou maior diversidade de compostos
fitoquimicos identificados com 18 compostos em relacdo aos extractos metandlicos de S.
ilicifolium que apresentaram apenas 05 compostos. Os resultados dos ensaios microbiolégicos,
revelaram que os melhores resultados foram obtidos nos extractos metandlicos de C. racemosa
macerados por 48 horas pois inibiram o crescimento de todas cepas microbianas testadas nesse

estudo, nomeadamente: S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans.

Palavras-chave: Macroalgas, compostos bioactivos, actividade antimicrobiana, resisténcia

antimicrobiana.



indice

AGRADECIMENTOS ... e e e et e e e baeeasneesnnes I
DECLARACAO SOB COMPROMISSO DE HONRA........ccoovviieiceeeeteeseeeers e, I
DEDICATORIA ..ottt bbbttt iii
EPIGRAFE ...ttt bbbt iv
LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E ACRONIMOS.........ccooviiiieeieeeeeeeeeeeeeneeis v
LISTA DE FIGURAS ...ttt e e be e be e anes Vi
LISTA DE TABELAS . ...ttt e e bee e viii
1 U 11V [ PP IX
1. INTRODUGAD ...ttt sttt 1
00 O o o] [T 1 ¢ U TSP 3
N [V 1S () {07 1717 LTSRS 4
IR T @ [ o111 £ Yo LTSRS 5
O S o 1 0 To] (=T =T SO OSSP 6
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .......cooiiiiiieiiieiieiesesiss s 7
2.1, MaACroalgas MarinNNas.........ccccecereeierieieriesieeestesee e s teseeste s e eeesteeseeaesseesaessesseensesseessensesseenes 7
I O - 11T @ 1 (0] o] o] 117 - SR 9
2.3, Classe PhagOpNYLa .......cccoiiiiiieiececeeee sttt ettt sttt e be e be s te e beeae et e e reeanas 10
2.4, MetabOlitoS SECUNUAIIOS .....c.eevievieiecieceee ettt ettt et e s teebe e beste e s e besaaenresreeanas 12
2.5, ComMPOSLOS FENOIICOS .......ccvieeeeiictecececeee ettt sttt et be s te e be e e b e beeanas 12
2.6.  AQENteS antiMICIODIANAS ... ..eervieeeeiertieiere st et ste et e e st e et e s e eseesbesreesseseeseensesneenees 15
2.7.  Mecanismo de accao de agentes antibDacterian0s ..........cceceveeeeriereeciesieeeese e 15
2.8.  Mecanismos de resistenCia DACIEITANG .......c.ceveeririerierieieiet e 17
2.9.  Descrigdo dos microorganismos teSTAd0S. .......cevrereriererierieieieieese e aes 19
2.10. StAPNYIOCOCCUS AUIBUS ... ettt ettt sttt sttt e e b s e e e sneeneas 19
2.11. PSEUdOMONAS BEIUGINOSE ....c.veeeerieeeieieeteeiente et enee st e e stesstestesteeseessesaeeneesseeneessesseensessesneens 21
2.12. (O T To [0 U 1] o] [o= 113 SRR 22
2.13. Polaridade d0S SOIVENTES ........eecuerieeeeieeeetete ettt e ste st et e ste e et e sre e s e saessaessesreensessesneens 24
3. AREADE ESTUDO ..ottt ettt 25
4. MATERIAIS E METODOS ...ttt s et en e 26



oV T T - L g To TN =T o] [T oo TSR 26

4.2, Material BiOIOQICO: ......ecveiieeieieitieeste ettt et s te et e s e tesraesaesreesaesesneenes 26
G T N 11101 o[- o OSSPSR 27
4.4.  Extracgdo de compostos bioactivos de MACrOalgas........ccevververereeruerrerienierienieiee et seeees 27
4.5.  Ensaios da actividade antimicrobiana dos extractos metandlicos e hexandlicos de macroalgas
MACEradoS POF 24 € 48 NOKAS.......ccueeeeiicteeeereet ettt sttt e e e e te et e s be e s e stesbaesbesteessentesrnesesreeneas 30
4.6.  Avaliacdo da actividade antimiCrobiana ............ccceeveviieecieriecieseseeee e e 30
4.7.  Cromatografia gasosa de espectro de massa (GC-MS)........ccceoeirerirenenenienieeeneee e 32
4.8, ANALISE U8 UAUDS .....veeiiieieeierie ettt sttt 33
5. RESULTADOS ...ttt sttt sttt be et sbe e be et e beenbeeneesneenns 34
B.  DISCUSSAO.....coiuiimiereiieeseeseesesssess sttt 46

6.1.  Actividade antimicrobiana de extractos metanolicos e hexanélicos de C. racemosa e S.
I CTT O TUIM ettt ettt e e e e e e e e ettt e e eeeeea e aeeeeeeseeaaassaaeeeeesssaaaaseseeeeesseasanseeaneeesssaaas 46

6.2.  Actividade antimicrobiana de extractos de C. racemosa e S. ilicifolium macerados por 24 e 48
horas 48

6.3.  Compostos fitoquimicos dos extractos metanélicos de C. racemosa e S. ilicifolium.............. 49
7. CONCLUSAOD ...ttt 52
8. LIMITAGOES......o oottt sttt sttt 53
9. RECOMENDAGOES ...ttt 54
10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oooeoeeeeeeeeeteeeeeesee e seseesesesessesasnas s 55
L1, ANEXOS ...t en s en s 62

Xi



Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana de diferentes Extractos de Macroalgas Sargassum
ilicifolium e Caulerpa racemosa Colectadas na Ilha de Inhaca, Provincia de Maputo

1. INTRODUCAO

Os ecossistemas aquaticos sdo ricos e muito complexos, estes sdo compostos por uma grande
diversidade de organismos o qual ainda ndo é conhecido no seu todo, dispGe também de uma
grande diversidade de habitats que controlam a presenca e as respostas dos outros organismos
(Pimentel et al., 2018). As macroalgas sdo organismos muito diversificados comparativamente a
outros organismos marinhos. Estes organismos podem ser encontrados em diversidades
ambientes marinhos como, nas zonas rochosas, zona entre mares, levados pelas praias e como

gigantescas florestas subaquaticas (Al-Hashdy et al., 2022).

As macroalgas apresentam uma elevada plasticidade, quer fisiolégica ou morfoldgica, essas
caracteristicas conferem-lhes alta adaptacdo & variacfes extremas que ocorrem no ambiente
marinho, permitindo a sua sobrevivéncia e a producdo de diversidades compostos metabélitos
secundarios. Essa caracteristica é considerada como Unica desses organismos, tornando-as
candidatas perfeitas para a triagem de novos compostos bioactivos com o potencial
biotecnoldgico (Pinteus et al., 2018). Os compostos metabdlitos secundarios sdo aplicados no
desenvolvimento de vérios produtos com diferentes fungdes, por serem ricos em compostos
biologicamente activos como é o caso dos terpendides, carotendides, tocoferdis e polifendis.

Esses compostos sdo promissores para a industria farmacéutica (Dias et al., 2020).

As macroalgas das classes Chlorophyta, Phaeophyta e Rhodophyta tém chamado atencédo para os
pesquisadores devido a producdo dos compostos bioactivos com propriedades farmacologicas
(Kolanjinathan, 2014). Em Mogambique sdo encontradas diversas espécies de macroalgas, na
ilha de Inhaca, principalmente na ponta Mazondué sdo encontradas espécies como Gracilaria
spp, Halimeda cuneta, Padina boryana, Sargassum spp, Caulerpa racemosa, e outras (Bandeira,
2002).

Compostos bioactivos de certas espécies de macroalgas possuem capacidade de inibir o
crescimento de bactérias Gram negativas e Gram positivas tornando deste modo, candidatas
perfeitas para a triagem de novas drogas com potencial actividade antimicrobiana
(Kolanjinathan, 2014). No contexto em que, 0 numero de casos de infecgbes bacterianas,
principalmente em ambientes hospitalares esta cada vez a aumentar em todo mundo por conta da

resisténcia antimicrobiana (Preziosi et al., 2015). Por outro lado, as infec¢fes fungicas também
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Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana de diferentes Extractos de Macroalgas Sargassum
ilicifolium e Caulerpa racemosa Colectadas na Ilha de Inhaca, Provincia de Maputo

emergiram nas Ultimas décadas como uma das principais causas de infeccbes humanos e esse
aumento pode ser atribuido a resisténcia que esses fungos vém adquirindo e ao numero em
constante crescimento de individuos imunologicamente comprometido por uma determinada

doenca ou individuos submetidos a procedimentos cirurgicos invasivos (Murray et al., 2009).

Os microorganismos estdo intimamente associados com a espécie humana, em relacOes
simbidticas assim como maléficas, causando Ihe varias doengas, portanto, apesar da evolucao da
tecnologia na area da medicina, as doencas infecciosas causadas principalmente por bactérias e
fungos ainda constituem uma ameaca a satde publica devido ao surgimento cepas microbianas

resistentes aos agentes antimicrobianos (De Sousa, 2017).

A resisténcia aos agentes antimicrobianos € um fenémeno muito antigo e crescente em todo
mundo, levando a emergéncia de cepas microbianas cada vez mais resistentes aos agentes
antimicrobianos e virulentas (Monteiro et al., 2015). Portanto, as macroalgas sdo consideradas
como um dos grandes reservatorios naturais de compostos biologicamente activos para a triagem
de novas drogas com potenciais aplicagdes farmacoldgicas capazes de combater esses

microorganismos resistentes aos agentes antimicrobianos (Fithriani, 2015).

Os estudos de macroalgas em Mocambique ainda sdo escassos, apesar de Mogambique
apresentar uma grande biodiversidade de macroalgas com maiores costas em toda Africa com
aproximadamente 2.800 km. As pesquisas que rotineiramente sdo realizadas, estdo relacionadas
com a taxonomia e biogeografia das macroalgas na zona sul do pais (Carvalho e Bandeira 1998).
Os estudos relacionados com a triagem dos compostos fitoquimicos e suas aplicacOes

biotecnoldgicas ainda sdo bastante escassos (Dias et al., 2020).

O presente estudo teve como objectivo, avaliar actividade antimicrobiana de extractos
metanolicos e hexandlicos de duas espécies de macroalgas Caulerpa racemosa e Sargassum

ilicifolium colectadas na Ilha de Inhaca, Provincia de Maputo.
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Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana de diferentes Extractos de Macroalgas Sargassum
ilicifolium e Caulerpa racemosa Colectadas na Ilha de Inhaca, Provincia de Maputo

1.1. Problema

O fendmeno de resisténcia antimicrobiana emergiu entre os problemas de satde publica mais
preocupante e desafiador do século, ameacando o sucesso da terapia antimicrobiana e crescente,
0 numero de casos de doencas infecciosas associadas principalmente a bactérias e fungos.
Todavia, o desenvolvimento dos novos padrdes de resisténcia desses patdgenos, representam
uma ameaca global a eliminagdo de doencas infecciosas devido a ineficiéncia dos agentes
antimicrobianos que tornam a terapia antimicrobiana cada vez mais desafiadora para o sistema
de saude (Ye et al., 2020). Por outro lado, 0 acesso aos agentes antimicrobianos € limitado
devido ao alto custo financeiro e ainda, ha relatos de toxicidade relacionada com alguns desses
agentes antimicrobianos (Cruz et al., 2023).

As doengas infecciosas sdo as principais causadoras de morbidade e mortalidade no mundo,
estimando-se em cerca de 4,95 milhdes de oObitos registadas apenas no em 2019 no estudo
realizado em 204 paises de todo mundo, sendo que 1.27 milhdes de mortes estdo directamente
relacionadas com resisténcia aos agentes antimicrobianos, para além da preocupacdo das
infeccGes bacterianas que aumentam exponencialmente a cada dia, as infec¢des fungicas
invasivas também estdo progressivamente aumentando em todo mundo devido a resisténcia que
esses fungos vém adquirindo, principalmente em individuos com o sistema imunologico
comprometido. O outro factor desafiador e preocupante € o diagnostico das infeccBes fungicas,
pois muitos sintomas ndo sdo especificos e podem ser semelhantes com outras condi¢des (FAO,
2020 e Araujo et al., 2023).

Segundo as previsbes da OMS, o nimero de Gbitos causados por doencas infecciosas pode
aumentar exponencialmente até atingir 10 milhGes de mortes, e a economia global perderéa cerca
de 100 bilhGes de dolares até 2050, caso ndo sejam investigadas novas fontes de agentes
antimicrobianos mais eficazes e melhoramento de servicos basicos de saude, agravando ainda
mais o actual problema de satde publica, principalmente em paises da Africa subsaariana (FAO,
2020).

Assim sendo, sera que existe diferengas entre a actividade antimicrobiana dos extractos
metanolicos e hexanolicos das macroalgas Caulerpa racemosa e Sargassum ilicifolium,

macerados por 24 e 48 horas?
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1.2. Justificativa
Desde a descoberta do primeiro antibi6tico, penicilina em 1928 por Alexandre Fleming, o uso
indiscriminado de agentes antibacterianos tem causado sérias implicacdes para a terapia
antibacteriana. A administracdo ndo adequada é um dos percursores do desenvolvimento de
cepas microbianas resistentes aos agentes antimicrobianos, causando uma selec¢do natural na
populagdo microbiana resultante da exposicdo desses agentes antimicrobianos. O surgimento de
resisténcia antibacteriana tem estimulado a busca de novas fontes de agentes antimicrobianos
(De Sousa, 2017). A resisténcia bacteriana ¢ classificada pela OMS como uma prioridade global
para impulsionar mais investigacoes e intervengdes, de modo a reforcar a resposta a infeccoes e a
resisténcia bacteriana. No entanto, em 2017, a OMS estabeleceu uma lista prioritaria de bactérias
resistentes, algumas das bactérias apontadas nessa lista fazem parte do presente estudo,
nomeadamente S. aureus e P. aeruginosa (FAO, 2020). Por outro lado, em 2022, a OMS
publicou pela primeira vez a lista de fungos patogénicos prioritarios e emergentes, dentro dessa
perspectiva, um dos fungos patogénicos mais prioritarios e criticos citados foi Candida albicans,

que por sinal faz parte do presente estudo (OMS, 2022).

Para além da ineficiéncia dos agentes antimicrobianos devido a resisténcia antimicrobiana,
alguns desses antimicrobianos apresentam toxicidade e efeitos colaterais quando administrados.
A busca de novas drogas naturais, mais eficazes, menos toxicas, com menos efeitos colaterais,
sinergia e capacidade de combater bactérias e fungos virulentas e resistentes aos agentes
antimicrobianos € imprescindivel para a indastria farmacéutica. As macroalgas Caulerpa
racemosa e Sargassum ilicifolium sdo ricos em compostos bioactivos com actividade

antimicrobiana, antioxidante e citotoxica (Ye et al., 2020).

O estudo visa dar continuidade aos estudos ja realizados sobre avaliagdo da actividade
antimicrobiana de extractos metandlicos das macroalgas Caulerpa racemosa e Sargassum
ilicifolium, introduzindo uma nova abordagem. O presente estudo fornecerd informacdes
cientificas locais sobre o melhor solvente, entre 0 metanol e n-hexano, para a extrac¢do de
compostos bioactivos com actividade antimicrobiana. Além disso, o estudo avaliard o tempo de
maceracao necessaria para optimizar a extraccdo dos compostos bioactivos nessas duas espécies

de macroalgas colectadas na llha de Inhaca.
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1.3. Objectivos
1.3.1. Geral
o Auvaliar actividade antimicrobiana de extractos metanolicos e hexandlicos de macroalgas
Caulerpa racemosa e Sargassum ilicifolium frente as estirpes bacteriana Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa e fungica Candida albicans.

1.3.2. Especificos

o Comprar a actividade antimicrobiana de extractos (metandlicos e hexanolicos) de
macroalgas C. racemosa e S. ilicifolium, através dos didmetros dos halos de inibigéo;

o Comparar a actividade antimicrobiana dos extractos de macroalgas C. racemosa e S.
ilicifolium macerados em dois tempos (24 e 48 horas), através dos diametros dos halos
de inibicdo.

o ldentificar os compostos fitoquimicos nos extractos metandélicos de Caulerpa racemosa e
Sargassum ilicifolium pela técnica de cromatografia gasosa de espectro de massa (GC-
MS).
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1.4. Hipoteses
1.4.1. Nula
o Nao ha diferencas significativas nos didmetros dos halos de inibicdo dos extractos
metanolicos e hexandlicos de macroalgas Caulerpa racemosa e Sargasssum ilicifolium.
o N&o h& diferencas significativas nos didmetros dos halos de inibicdo dos extractos de
macroalgas Caulerpa racemosa e Sargasssum ilicifolium macerados em dois tempos (24 e
48 horas).

1.4.2. Alternativa
o Ha diferencas significativas nos didmetros dos halos de inibi¢do dos extractos metanolicos e
hexandlicos de macroalgas Caulerpa racemosa e Sargasssum ilicifolium.
o Ha diferengas significativas nos didmetros dos halos de inibi¢do dos extractos de macroalgas

Caulerpa racemosa e Sargasssum ilicifolium macerados em dois tempos (24 e 48 horas).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Macroalgas Marinhas
Macroalgas sdo organismos multicelulares, macroscopicas, eucarioticos e autotroficos que
podem ser marinhos ou de agua doce (Pinteus et al., 2018). Estes organismos constituem o
componente primario, ocupando o primeiro nivel da cadeia alimentar no ambiente aquético,
sendo as macroalgas as maiores estratificadas ou filamentosas, que podem formar grandes
florestas aquaticas que servem de alimento e abrigo para a sobrevivéncia de diversidades
espécies de organismos aquaticos como animais invertebrados e vertebrados. As macroalgas sao
responsaveis pela producdo priméaria da matéria organica e energia, na qual dependem os demais
organismos na cadeia alimentar para a sua sobrevivéncia. Como produtores primarios, as
macroalgas absorvem nutrientes dissolvidos em agua para o0 seu crescimento e desenvolvimento
e absorve o dioxido de carbono CO; dissolvido em agua como matéria-prima para producédo de

matéria organica através dos processos fotossintéticos (Fajardo e Cornejo, 2020).

No ambiente marinho, as macroalgas competem pela luz, nutrientes e pelo espaco, para além da
necessidade de dioxido de carbono e agua para a produgdo da matéria-organica, as macroalgas e
plantas produzem os mesmos compostos de armazenamento e usam as mesmas estratégias de
defesa contra colonizadores e predadores no ambiente aquatico. Esses organismos
desenvolveram mecanismos eficazes para a sua sobrevivéncia contra ameacas bioticas, como
colonizacgdo por bactérias, virus e fungos Esses organismos sao eficientes para producdo de uma
vasta gama de compostos biologicamente activos, essa capacidade é devido a sua grande
diversidade ecologica e a capacidade de adaptacdo em condi¢des diversas até mesmo extremas
(Al-Hashdy, 2022).

As macroalgas distribuem-se desde a zona entre maré até zonas mais profundas, com cerca de
100 metros de profundidade de acordo com as necessidades de obtencdo de luz, onde os raios
penetram, nestes ambientes as macroalgas ficam aderidas em substratos para evitar que sejam
levados pelas correntes de agua. Phaeophyta e Chlorophyta sdo classes de macroalgas mais
abundantes em &guas rasas, pois esse grupo depende maioritariamente da incidéncia de luz que é
um factor determinante para o seu crescimento e desenvolvimento. A classe Rhodophyta é mais

encontrada em maiores profundidades (Fajardo e Cornejo, 2020).
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Em Mocambique, na zona sul do pais sdo mais predominantes as macroalgas castanhas e verdes
enquanto na zona norte do pais ha maior predominancia de macroalgas vermelhas (Rhodophyta)
(Hoguane, 2007).

2.1.1. Cultivo e aplicagdes de macroalgas

O cultivo e o uso de macroalgas vém aumentando gradualmente em todo mundo, inclusive em
Mocambique. Os produtos naturais por eles produzidos séo de grande valor econdmico em varias
indUstrias como a farmacéutica, cosmética e alimentar (Figura 1). A medida que o seu interesse,
cultivo e aplicagdes de macroalgas aumentam, o seu valor no mercado também aumenta

exponencialmente (Martins, 2014).
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Figura 1 - Ndmero acumulativo de produtos naturais produzidos em diferentes classes de macroalgas
entre o periodo de 1965 — 2012.
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2.2. Classe Chlorophyta
As algas pertencentes a essa classe, sdo unicelulares e multicelulares autotrdficas, elas
apresentam clorofila a e b, e tem amido como reserva de alimento. Podem habitar em ambientes
de agua doce, areas marinhas costeiras e terrestres. Neste grupo de macroalgas encontramos um
grupo responsavel pela producdo de oxigénio molecular. Além da sua habilidade de sobreviver
em condices adversas como é o exemplo do genero Ulva e Enteromorpha (Granham et al.,
2009). Existe variedades espécies de macroalgas verdes em Mocambique, sendo mais
predominantes na zona sul do pais. As especies mais encontradas sdo, Halimeda opuntia,

Halimeda incrassata, Caulerpa racemosa, Sargassum spp e Codium spp (Dias et al., 2020).

2.2.1. Espécie Caulerpa racemosa

A Caulerpa racemosa € uma alga verde com talo verde-claro, apresenta aproximadamente 7,1
cm de altura. E geralmente encontrado fixo ao substrato por ramos rizoéides cilindricos,
densamente ramificados, translicidas ou amarelados, com 0,2 — 0,9 de comprimento.
Apresentam estoldo cilindrico, glabro e ramificado. Ramos assimiladores cilindricos, com 2,7 —
5,4 cm de altura e 0,7 — 10,2 mm de largura. R&mulos sustentados por pedunculos curtos, apice
globoso, dispostos radialmente no ramo assimilador, com 0,6 — 8 cm de comprimento e 0,5 - 1,2

mm de didmetro (Figura 2), (Carneiro et al., 2019).

Esta espécie encontra-se distribuida em aguas marinhas tropicais e semitropicais entre marés e
intra marés. Por conta do seu habitat na zona entre marés, essa espécie € periodicamente exposta
a varios tipos de estreses ambientais como, exposicdo aos raios UV, salinidade, limitacdo de
nutrientes, disponibilidade de luz excessiva e dessecacdo, em respostas a esses factores
stressantes que 0 meio cria, essa espécie produz varios compostos biologicamente activos
(Mehra, 2019).

Véarios compostos metabolitos secundarios sdo produzidos por essa especie, dentre eles
destacam, Caulerpino que é um alcaldide de cor vermelha composto por duas por¢oes fundidas

formando um diester com férmula molecular (C,4H1gN204). Esse composto exibe actividade
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antimicrobiana, anti-inflamatéria e antitumoral, devido a sua eficacia e baixa toxicidade é

considerada como um potencial composto farmacolégico (Mehra, 2019).

Por outro lado, a Caulerpenina é um composto bioactivo isolado de Caulerpa racemosa, este
apresenta a formula CioH260s € um composto aciclico que apresenta 3 grupos acetoxi, esse
composto apresenta propriedades antibacterianas, antiprofilerativas, citotoxica e antifungica
(Padilha, 2014).

Figura 2 - Espécie de macroalga Caulerpa recemosa.

2.3. Classe Phaeophyta
As macroalgas pertencentes a esta classe, apresentam coloracdo acastanhada e possuem
clorofilas a e b. Os seus cloroplastos sdo constituidos por varios carotenoides incluindo uma
grande quantidade de fucoxantina, uma xantofila presente em seus cloroplasto, que mascara a
clorofila e proporciona a sua coloragéo caracteristico. Essas algas dominam os costfes rochosos
e variam em tamanho, podendo ser microscépicas até atingir maiores tamanhos como é o caso
dos Kelps (Rave et al., 2007).

As macroalgas castanhas s@o encontradas em regides polares, temperadas e ricas em nutrientes,
elas podem apresentar grande produgdo primaria, podendo apresentar estruturas desde as
filamentosas até as gigantes macroalgas, os chamados Kelps, principalmente dos géneros

Laminaria e Macrocystes. Em regides tropicais e subtropicais sdo abundantes as algas do
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pequeno porte como é o caso de espécies 0 género Sargassum spp, Padina e Dictyota (Pereira e
Soares-Gomes, 2021).

2.3.1. Espécie Sargassum ilicifolium

Sargassum C. Agardh é um dos géneros mais diversificados, complexos e amplamente
distribuidos da classe Phaeophyta (Al-Hashdy et al., 2022). As espécies pertencentes a essa
classe de macroalgas podem ser encontradas em oceanos Atlantico e Indico, incluindo habitats
temperados, subtropicais e tropicais. Devido a sua predominancia nesses habitats, a sua biomassa
é disponivel para exploracdo biotecnologica como producdo de farmacos, cosméticos e outras

aplicacdes (Thalisia, 2022).

A Sargassum ilicifolium apresenta talo cilindrico resistente e apresenta uma altura que varia de
15 — 20 cm de altura. Apresenta ramos primarios lisos compridos, ramos secundarios também
levemente compridos e lisos, dispostos irregularmente no ramo primario. Apresentam fildides
com 1 - 3 cm de comprimento e 8 — 15 mm de largura, com dentes marginais de tamanhos
variados e nervura central o qual desaparece gradualmente na fase de crescimento em direc¢do
ao apice, apresentam receptaculos achatados com espinhos e um pedicelo ramificado (Figura 3)
(Oliveira et al., 2005).

As macroalgas do género Sargassum, incluindo a espécie S. ilicifolium, produzem uma vasta
gama de metabdlitos secundarios com propriedades farmacoldgicas como actividade
antibacteriana, antifingica, antioxidante entre outras. Os principais metabodlitos presentes sdo:

Acidos graxos, esterdides, esterois e florotaninos (Thalisa, 2022).
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Figura 3 - Espécie de macroalga Sargassum ilicifolium.

2.4. Metabolitos Secundéarios
As macroalgas sdo organismos sesseis que evoluiram para sobreviver a diversas condi¢Ges
ambientais e estreses abiodticos diversos, extremas e hostis, como mudancas de temperatura,
salinidade, exposicdo a raios UV. Para além de estrese abidticos, esses organismos estdo
expostos ao estrese bidtico como, competicdo, predacdo, colonizacdo, essas condi¢Ges do
estreses possibilitam a producdo de uma vasta gama de compostos biologicamente activas como,
pigmentos, vitaminas, compostos fendlicos, flavonoides, taninos, esterdis e outros compostos
biologicamente activas, muitas delas com propriedades farmacoldgicas. Alem destes, produzem
aminoacidos, proteinas, acidos graxos saturados e insaturados, e muitos outros tipos de
polissacaridos que estdo intimamente ligadas ao crescimento, desenvolvimento e reproducgdo das
macroalgas (Do Nascimento et al., 2022). Muitos desses metabolitos secundarios apresentam

actividade antibacteriana, antifingica e outras actividades bioldgicas (Thalisa, 2022).

2.5.  Compostos fenolicos
Os compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios provenientes de plantas, sdo sintetizadas em
resposta a condicdes de estrese. Podem agir como fitoalexinas, como atractivo para a
polinizagdo, ou contribuir para a pigmentacdo do vegetal, como alelopético e inibe o crescimento

de outros organismos e microorganismos competidores, actuando como antioxidante,
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antibacteriano, antifungico e etc. (Cruz, 2013). Esses compostos sdo constituintes da estrutura de
proteina, alcalGides, terpenos, flavondides, estilbenos, cumarinas e taninos, esses sao
representantes dos compostos fendlicos, o qual sdo considerados como 0s mais numerosos dos

metabolitos secundarios dos vegetais (Silva et al., 2010).

2.5.1. Flavondides

S&o considerados como um dos principais grupos fenolicos, os flavonoides sdo abundantemente
encontrados maioritariamente em organismos vegetais, os quais desempenham funcdes de defesa
contra radiacbes UV, accdo dos insectos, virus, bactérias, oxidacdo das células vegetais para
além dessas funcdes, esses compostos participam na regulacdo hormonal dos vegetais e
inibidores de enzimas (De Sousa, 2017). Esses compostos exibem uma vasta gama de
actividades bioldgicas dentre elas destacam, actividade antioxidante, antialérgica, anti-

inflamatdria, antiviral, antimicrobiana e insecticida (Fernando, 2021).

2.5.2. Taninos

Sdo compostos fendlicos complexos, soliveis em agua e massa molecular variando de 500 a
3.000 Daltons, os taninos podem ser divididos em dois grupos, 0s taninos condessados e taninos
hidrossoltveis. O interesse actual de taninos esta relacionada com a prevencao de certas doencas,
estes compostos bioactivos tem a capacidade de complexar proteinas, polissacarideos e quelar os
metalicos que seriam 0s mecanismos de accao fungicida e bactericida, por impedir a ac¢do de
algumas enzimas importantes ou mesmo inactiva-las pela auséncia de cofactor (Cowan, 1999). A
actividade bioldgica desses compostos pode ser explicada devido a formacdo de complexos com

outras moléculas, principalmente com proteinas e polissacarideos (Monteiro et al., 2005).
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2.5.3. Saponinas

S&o compostos biologicamente activos que ocorre especialmente no reino vegetal, elas sdo muito
estudadas devido as suas propriedades farmacoldgicas que apresentam actividade
antimicrobiana, antidiabética, anti-HIV, anti-inflamatdria, hemolitica e outras. Esses compostos
bioactivos sdo produzidos nos tecidos vegetais mais vulnerdveis aos ataques flngicas,
bacterianas ou ataques pelos insectos, actuando como substancias protectoras do tecido da planta

(Pereira e Do Nascimento, 2014).

2.5.4. Alcaléides

Alcal6ides sdo compostos naturais biologicamente activas, esses compostos sdo mais
encontrados em plantas angiospérmicas com caracter alcalino. As plantas que produzem esse
composto sdo normalmente evitadas por insectos em sua dieta, devido a sua caracteristica de
toxicidade ou pelo facto de muitos alcaléides apresentarem um gosto amargo. Esses compostos
desempenham também o papel de defesa contra microorganismos como, virus, bactérias e
fungos, proteccdo contra radiacdo ultravioleta, devido a presenca de compostos aromaticos

altamente absorventes a radiacéo ultravioleta (Pereira e Do Nascimento, 2014).

2.5.5. Esteroides

Esterdides sdo compostos que na sua estrutura apresentam ciclopentano-peridro-fenantreno.
Devido a sua estrutura quimica, esses compostos apresentam solubilidade em gorduras
(lipossoluveis) e contem 17 carbonos na sua estrutura dispostos em quatro anéis ligados entre si.
Esses compostos apresentam propriedades farmacoldgicas como, anti inflamatodrias,

antibacteriana e antifungica (Fernando, 2021).
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2.6. Agentes antimicrobianas
Os agentes antimicrobianos podem agir nas bactérias patogénicas interrompendo o seu
crescimento e reproducao (efeito bacteriostatico), podem eliminar as bactérias mas nao as celulas
hospedeiras (efeito bactericida) ou podem induzir a morte celular por lise (efeito bacteriolitico),
levando a diminuicdo do numero de células viaveis no hospedeiro. Exemplos de antibidticos
bacterioliticos s&o antibi6ticos que inibem a sintese da parede celular como é o caso da penicilina
(Jodo, 2015).

2.7. Mecanismo de accdo de agentes antibacterianos
Os agentes antimicrobianos podem agir nas células bacterianas através dos seguintes
mecanismos de ac¢do: Acgdo sobre a sintese dos &cidos nucleicos, inibicdo da sintese proteica,

accao sobre a membrana plasmatica (Figura 4).

2.7.1. Accao antibidtica sobre a parede celular

A parede celular de bactéria consiste em uma rede de macromoléculas denominadas
peptideoglicano, esta estrutura confere rigidez e controla a pressdo osmatica do citoplasma
bacteriana. Os antibidticos como a penicilina, inibem a sintese dessa estrutura causando
enfraguecimento e lise celular da bactéria. Sendo que a penicilina age sobre o processo de
sintese, somente células que estejam crescendo activamente sdo afectadas por esses antibidticos,
devido ao facto de que as células humanas ndo possuem células constituidas por peptideoglicano,

esses antibidticos ndo causam nenhum dano nas células humanas (Tortora, 2012).

2.7.2. Accdo antibiotica sobre a sintese dos &cidos nucleicos

Antibioticos como as quinolonas, apresentam actividade bactericida que resulta na inibicdo do
DNA girase ou topoisomerase Il, enzima que desempenha a fun¢do de compactacdo e activagao

da molécula de DNA, esse fendmeno é essencial para a replicacdo e transcricdo do DNA da
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bactéria. A inibicdo dessa enzima impede a duplicacdo do DNA, tornando deste modo, a sua
estrutura tridimensional modificada, esse processo provoca a sintese descontrolada de proteinas,
0 que resultara a ac¢do bactericida do antibidtico (Dos Santos, 2018).

2.7.3. Inibicdo da sintese proteica

A sintese proteica € comum em todos 0s organismos, queira eucaridticas ou procarioticas. Esse
processo pode ser interrompido pelos antibioticos nas células procaridticas, que ocorre nas
células procaridticas devido a diferenca entre estruturas ribossémicas das células, as células
eucarioticas possuem estrutura 80S e as células procariodticas 70S. Essa diferenca estrutural é a
razdo da toxicidade selectiva dos antibioticos que interferem a sintese proteica dos organismos

procarioticos. Alguns desses antibioticos séo clorafenicol, eritromicina (Tortora, 2012).

2.7.4. Accdo antimicrobiana sobre a membrana plasmatica

Antibioéticos compostos por polipeptideos, induzem mudancas na permeabilidade da membrana
plasmaética, essas mudancas causam a perda de metabdlitos vitais da célula bacteriana. Certos
antifingicos, como anfotericina B, o0 miconazol e o cetoconazol, sdo altamente eficientes contra
uma vasta gama de infeccBes flngicas. Essas drogas combinam com esterdis na membrana
plasmatica dos fungos e danificam a sua membrana plasmatica. Sendo que, as membranas
plasmaticas bacterianas geralmente ndo possuem esterdis, a sua membrana ndo é danificada
(Henriques et al., 2013).
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1. Inhibition of cell wall .ynlh“l. 2. Inhibition of protein synthesis:
p.nlcllllnn cephal osporl ahloramphenicol, erythromycin,
bacihtracin, vancomyaoin tetracyclines, streptomycin

4. Injury 1o pl.‘m- moembrane: S. Inhibition 6' synthesis
polymyxin B of essential metabolitos:

sulfanilamide, trimethoprim

Figura 4 - Mecanismos de ac¢éo de antibidticos na célula procariotica.

2.8.  Mecanismos de resisténcia bacteriana
As bactérias podem agir contra os antimicrobianos através dos seguintes mecanismos: Producgdo
de enzimas que degradam ou modificam o antibidtico, enzimas que alteram o antibidtico,

Sistema de efluxo do antibiotico e formacéo de biofilme (Figura 5 e Figura 6).

2.8.1. Producao de enzimas que degradam ou modificam o antibiético

As bactérias apresentam genes que sintetizam algumas enzimas com capacidade de degradar ou
modificar de forma efectivo os antibidticos, um dos exemplos, sdo as penicilinases,
cefalosporinases, carbapenemases. As penicilinases sdo produzidas por uma variedade de
bactérias incluindo o S. aureus e certas baterias gram negativas. As cefalosporinases,
cefamicinases e carbapenemases sdo enzimas que degradam antibidticos de amplo espectro de
acgdo, essas enzimas sao sintetizadas por bactérias gram-negativas como E. coli. Klebsiella spp,

Pseudomonas aeruginosa entre outras (Dalmolin et al., 2022).
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2.8.2. Enzimas que alteram o antibidtico

Algumas enzimas sintetizadas pelas bactérias quando entram em contacto com o antibiotico,
eles transferem substancias para as moléculas dos agentes antimicrobianos, causando a
modificacdo na conformacdo do antibidtico e inactivando-o. Actuam em aminoglicosideos,
macrolideos e fendis. As enzimas que modificam aminoglicosideos, sdo principais formas de
resisténcia desse grupo, pois alteram a estrutura quimica, impedindo a ligacdo do antibidtico com

as subunidades ribossomicas bacterianas (Dzidic e Suskovic, 2008).

2.8.3. Sistema de efluxo do antibiético

E um mecanismo de defesa natural das bactérias, codificam genes cromossémicos, com funcéo
de excretar substancias toxicas resultantes do metabolismo da bactéria. A resisténcia ocorre
quando ha aumento na actividade desses sitios e consequentemente as substancias toxicas sao
mais excretadas, as classes de antibidticos que sofrem accdo dessas substancias sdo geralmente

as fluoroquinolonas e tetraciclinas (Dalmolin et al., 2022).

Figura 5 - Mecanismos de resisténcia aos antibiéticos da célula procaridtica.
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2.8.4. Formacéo de biofilmes

A formacdo de biofilme é considerada como uma forma nova de resisténcia desenvolvida pelos
microorganismos, essa formacdo pode ocorrer em placas dentérias, cateteres e feridas
traumaéticas (Dalmolin et al., 2022). Biofilme é um agregado de microorganismos como fungos e
bactérias que crescem aderidos & uma superficie e revestida de moléculas como polissacarideos,
proteinas e acidos nucleicos, os quais fazem parte da matriz que envolve o biofilme. A matriz os

protege, dificultando a penetracdo e difusdo dos antibioticos (Henriques et al., 2013).

0 g 90 ¥y

Figura 6 - Formag&o de biofilme.

2.9. Descricdo dos microorganismos testados
O aumento das infeccBes causadas especificamente por bactérias e fungos em seres humanos
vem aumentando exponencialmente e Stphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans sdo alguns dos microorganismos com uma elevada taxa de viruléncia e
resisténcia aos agentes antimicrobianos em seres humanos, sendo mais reportados em ambientes

hospitalares (Kaper et al., 2004).

2.10. Staphylococcus aureus
Sédo bactérias Gram-positivas, imdveis, sem esporos, sao catalase positiva, formam agrupamentos
irregulares semelhantes a cachos de uva. Essas bactérias sdo amplamente distribuidas na natureza
e fazem parte da flora normal do Homem, podendo ser encontrado na pele, garganta, intestino e

fossas nasais. A sua respiragdo é facultativa e s&o pouco exigentes nutricionalmente, podendo ser

Monteiro Tivane Pagina 19



Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana de diferentes Extractos de Macroalgas Sargassum
ilicifolium e Caulerpa racemosa Colectadas na Ilha de Inhaca, Provincia de Maputo

cultivadas em Agar Manitol Salgado, Agar sangue e sdo fermentadores de lactose apresentando

uma coloragédo que varia de branco para amarelo (Jodo, 2018).

2.10.1. Doencas causadas por Staphylococcus aureus

Estatisticamente, cerca de 30% da populacdo vive colonizada de forma assintomatica com S.
aureus. No entanto, essas bactérias podem ser altamente patogénicas para 0 Homem, podendo
causar infeccbes que vao desde infeccbes mediadas por toxinas como: sindrome de choque
escaldada, intoxicacdo alimentar, choque tdéxico e infecgdes supurativas como: Impetigo,
Foliculite, Furinculos, Carblnculo, bacteremia, endocardite, pneumonia, osteomielite, artrite
séptica. Essas infeccBes sdo normalmente tratadas com uso de antibiéticos, mas com o aumento
do desenvolvimento e disseminacdo de cepas resistentes aos antibidticos o tratamento esta cada
vez mais dificil (Nikolic e Mudgil, 2023).

2.10.2. Mecanismo de resisténcia aos agentes antimicrobianos

A resisténcia adquirida por S. aureus frente a Penicilina pode ser por meio da aquisi¢do de genes
como, blZ que codifica as enzimas penicilinases conhecidos actualmente como beta-lactamases
(Mahaluca, 2018), essas enzimas agem inibindo a ac¢do da penicilina ao hidrolisar a estrutura do
anel p-lactamico (Nikolic e Mudgil, 2023).

Os enterecocos resistentes a vancomicina (VRE) contém plasmideos com multiplos factores de
resisténcia a antibidticos e de viruléncia. Durante a co-infecgdo, S. aureus (MRSA) adquiriu
plasmideos de resisténcia de bactérias gram-positivas do género enterecoco por transformacao
(apos a lise celular de enterecoco ocorreu a liberacdo do seu DNA) ou por conjugacao das duas
células bacterianas (Murray et al., 2009). Essa espécie € geralmente sensivel a Ciprofloxacina,
amoxil + &cido clavulanico, Vancomicina e resistente a penicilina, oxacilina, meticilina,

eritromicina e clindamicina (Bonesso et al., 2011).
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2.11. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria pertencente a familia Pseudomonadaceae Gram-
negativa aerobica ndo-fermentadora de lactose, essas bactérias apresentam — se sob forma de
bastonetes isolados ou em pares, a sua locomocéo é realizada por flagelos polares (Abegg, 2007).
Essa espécie de bactéria € comummente encontrado no solo, dgua, e nos vegetais, para além
disso, essas bactérias fazem parte da flora normal do Homem, podem ser encontradas na pele,
garganta, e nas fezes de individuos sadios. Essa bactéria é considerada oportunistas (Murray et
al., 2006).

P. aeruginosa produz pigmentos que emitem uma coloracdo especifica de acordo com a
composi¢cdo quimica do meio de cultura, Piocianina (azul), pioverdina (verde-amarelo),
piorrubrina (vermelho) e piomelanina (marrom escuro). A produgdo da pioverdina pode ser
estimulada em meios de cultura contendo glicerol, magnésio, potassio e ferro. Esse pigmento
altera a coloracdo do meio de cultura, tornando toda superficie do meio de cultura verde (De
Freitas, 2003).

2.11.1. Doencas causadas por Pseudomonas aeruginosa

As infeccBes causadas por essa espécie de bactéria sdo mais relatados com maior frequéncia em
ambientes hospitalares, é responsavel por causar infeccdes desde as mais leves como, infeccao
ao canal auditivo externo, febre e Ulceras até as infec¢bes mais invasivas ou graves como,

pneumonia, infeccdo urinaria e artrite infecciosa (Jodo, 2015).

P. aeruginosa é responsavel por uma em cada dez infeccdes nasocomiais, especialmente em
unidade de queimados causando Ulceras. Em ambientes hospitalares e outros ambientes onde 0s
agentes farmacéuticas sdo preparados, a capacidade de P. aeruginosa crescer a partir de
quantidades minimas de fontes incomuns de carbono, como residuos de sabdo ou adesivos de
revestimento de tampas encontradas em uma solugéo, tem sido um grande problema inesperado e
preocupante. Essa espécie é capaz de crescer em alguns compostos quimicos anti-sépticos
altamente tdxicos para cepas bacterianas, como compostos de amoénio quaternario (cloreto de

dodecil dimetil amonio e cloreto de benzac6nio) (Tortora et al., 2012).
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2.12.2. Mecanismo de resisténcia aos agentes antimicrobianos

Essa espécie de bactéria desencadeia uma série de factores que potencializam a sua viruléncia e
resisténcia aos antibidticos, produzindo polissacarideos extracelulares que podem inibir a
fagocitose no hospedeiro, prejudicando assim, a difusdo de antimicrobianos e facilitando a
colonizagdo bacteriana piorando no entanto, o quadro clinico do paciente. Para além da sintese
de polissacarideos extracelulares, essas bactérias sintetizam toxinas, uma delas é a toxina A,
considerada como a proteina extracelular mais prejudicial, ela é sintetizada por aproximadamente
90% de cepas de P. aeruginosa, agem no hospedeiro bloqueando a sintese proteico e age na
destruicdo do tecido do hospedeiro. Algumas espécies produzem enzimas betalactamases, o qual
age na degradacdo dos antibidticos, incluindo antibidticos carbapenémicos, 0s quais sao

antibidticos que apresentam amplo espectro de ac¢do (Abegg, 2007).

Os antibidticos da classe Cefalosporinas como, ceftarolina e ceftobiprol constituem a primeira
escolha para o tratamento de infeccGes causadas por P. aeruginosa. No entanto, devido a
resisténcia aos antibidticos desta classe, os antibidticos carbapenémicos, como imipenem,
meropenem e doripenem, sdo frequentemente utilizados como tratamento de escolha para
infeccdes graves causadas por P. aeruginosa, principalmente em ambientes hospitalares. Esses
antibidticos apresentam um amplo espectro de acc¢do e sdo eficazes contra bactérias gram
negativas, incluindo P. aeruginosa. Embora os carbapenémicos sejam eficazes, o numero de
insolados de P. aeruginosa resistentes a esses antibiéticos vem aumentando gradualmente
(Figueredo et al., 2021).

2.12. Candida albicans
S&o leveduras de forma oval aerdbia, tem entre 2 a 6 um de didmetro, apresenta brotos, hifas e
pseudo-hifas, constitui a flora normal do trato gastrointestinal, cavidade oral e do sistema
reprodutor feminino. No entanto, sob certas circunstancias essa espécie de fungo pode ser
patogénico oportunista para 0 Homem, causando lhe varias infeccbes em hospedeiros com
situagbes em que, o sistema imunoldégico ou o microbiota normal estejam comprometidos
(Araujo et al., 2023).

Monteiro Tivane Pagina 22



Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana de diferentes Extractos de Macroalgas Sargassum
ilicifolium e Caulerpa racemosa Colectadas na Ilha de Inhaca, Provincia de Maputo

2.12.1. Doencas causadas por Candida albicans

As doencas causadas por essa espécie de fungo, sdo mais decorrentes principalmente em
pacientes transplantados, individuos com HIV, com cancer e sob quimioterapia. Nesses
individuos os fungos actuam como patdgenos oportunistas por conta da debilidade do seu
sistema imunoldgico do paciente. As infeccdes causadas por C. albicans incluem: infeccdo
orofaringea, esofagite, infeccdo vulvovaginal, infeccdo na pele, nas unhas, pneumonia,
endocardite, pericardite, infeccdo no sistema nervoso central, infeccdo ocular, infeccdo Ossea e

nas articulaces, infeccdo abdominal e hematogénicas (Murray et al., 2010).

2.12.2. Mecanismo de resisténcia aos agentes antimicrobianos

A resisténcia pode ocorrer em resposta ao uso inadequado de agentes antifingicos (Nins, 2023).
C. albicans possui mecanismos de resisténcia que contribuem para a sua capacidade de causar
infeccBes. Isso inclui a capacidade de formar biofilmes, alteracdo de sitios de ligacdo de
antifangicos, produzir enzimas que degradam tecidos e alterar a sua forma de levedura para

forma filamentosa, o qual é mais virulento e invasivo para 0 Homem (Valente et al., 2021).

Geralmente, os antifungicos da classe azo6is, como o fluconazol, sdo escolhas para tratar
infeccbes causadas por C. albicans. No entanto, a resisténcia a esses antiflngicos esta
aumentando gradualmente, principalmente em casos de infecgdes invasivas. Portanto, a escolha
do antifingico deve ser baseado nos resultados dos testes de sensibilidade antimicrobiana, e o0s
antifangicos geralmente usados sdo equinocandinas, anfoteramicina B e Nistitina (Aradjo et al.,
2023).

Existem varios factores que contribuem para a decorréncia de infecgdes nosocomiais a citar,
falhas no procedimento de biosseguranca como a utilizacdo de equipamentos de protecgédo
individual (EPI), técnicas de assepsia, ineficiéncia da vigilancia de pacientes sob suspeita ou
risco de infeccOes causadas por bactérias resistentes, isolamento ndo apropriado de pacientes
infectados, deficiéncia dos servigos farmacéuticos, falha da dosagem, prescricdo medica ndo
adequado, uso indiscriminado de antimicrobianos, duracdo do tratamento prolongado e

armazenamento ndo adequado dos antimicrobianos (Oliveira e Silva, 2008).
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2.13. Polaridade dos solventes
A polaridade do solvente esta relacionada com o compartilhamento dos electrfes entre 0s
atomos, o qual leva a uma separacdo parcial de carga positiva e negativa. Uma molécula é
considerada polar quando o compartilhamento de electrdes ocorre de forma desigual e, apolar,
quando o compartilhamento de electrdes nos atomos ocorre de forma igual. Os solventes
apolares como n-hexano ndo conseguem interagir de forma significativa com substancias
polares. As interaccdes entre as moléculas polares, como pontes de hidrogénio, sdo muito fortes
de serem quebradas por solventes apolares. Por outro lado, Solventes polares como agua,
metanol ou etanol apresentam dipolos que interagem com essas fortes ligaces, rompendo-as e

dissolvendo substancias polares de interesse (Russel, 1994).
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3. AREA DE ESTUDO

A amostragem de macroalgas foi realizada no arquipélago da KaNyaka, na zona Ponta
Mazondue (perto do Farol). Situado a 32 km da cidade de Maputo, capital de Mocambique. O
pequeno arquipelago é distrito municipal KaNyaka (Figura 7). O arquipélago é constituido pelas
llhas da KaNyaka (42,5 km?) e llha dos Portugueses (3,7 km?). A Ilha da KaNyaka possui um
comprimento de aproximadamente 12,5 km da Ponta Mazondué (Norte a Este) a Ponta Torres
(Sul a Este) e uma largura maxima de cerca de 7 km da Barreira Vermelha (Oeste) a Malengane
(Este) (Cassicai, 2012).

Toda zona costeira com vegetacdo natural do arquipelego de KaNyaka é protegida como reserva
integral, sob a responsabilidade da estacdo de Biologia Maritima da Universidade Eduardo
Mondlane. Os ensaios microbioldgicos e analises fitoquimicas foram realizados na Faculdade de
Medicina e no departamento de quimica da Universidade Eduardo Mondlane respectivamente.

Localizacao Geografica do distrito de Kanyaka

eTe et Al l‘il L 3

l'!Yw

wdve

Projeccdo: zona 36 Sul
Datum:WGS 1984
Base de dados: CENACARTA
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v-’) Paises vizinhos
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Figura 7 - Mapa mostrando a localizagdo da ilha de Inhaca a cor vermelho Fonte: WGS.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material ndo Biologico

Sacos pléasticos, faca, caixa de transporte de amostras, Papel de aluminio, papel de filtro tipo
Whatman n° 1, Espatulas, Provetas graduadas de 100 ml, Frascos de 50 ml, tubos do tipo Falcon
de 15 ml, Erlenmeyers, Parafilme, suporte de tubos, placas de petri de 150 mm, Vidro de relégio,
pinca metalica, Discos de difusdo feito com papel de filtro, Luvas, Mascaras, ansa bacterioldgica,
zaragatoas estéreis, micropipetas de 100 pl, autoclave, Rotavapor a vacuo, Furador de discos,

Densitometro, Vortex, balanca analitica, Homogeneizador, Moinho eléctrico.
a) Reagentes:
Metanol a 99.9%, n-Hexano, soro fisiologico e agua destilada.
b) Meios de transporte no campo
Barco e carro institucional.
c) Meios de cultura:
Agar Manitol Sal, Agar Cetrimida, Agar Dextrose Sabouraud e Agar Muller Hinton.
d) Discos de antibi6ticos e discos preparados com extractos de Macroalgas:

Disco de Vancomicina (30pg), Discos de Imepinem (10ug), Nistatina (100upg), Disco
impregnados de extractos de macroalgas.

4.2. Material Biologico:

Macroalgas: Caulerpa racemosa e Sargassum ilicifolium.

Bactérias: Cepas padrdo de Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Pseudomona aeruginosa
ATCC 27853.

Fungo: Candida albicans ndo padrao.
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4.3. Amostragem

A colecta de macroalgas foi realizada em Abril de 2024 na ilha de Inhaca, provincia de Maputo.
Aproximadamente 500g de macroalgas Caulerpa racemosa e Sargassum ilicifolium foram
colhidas manualmente e com recurso a faca para a retirada de algas fixas ao substrato. No local,
as especies colhidas foram identificadas e confirmadas com auxilio de manuais, fotos baixadas
na internet e com ajuda dos orientadores Luisa, Amos e Maria. Posteriormente foram colocados
em sacos plasticos com agua do mar, para evitar a dessecacdo e transportadas em uma caixa de
transporte de amostras com pedra de gelo, onde a temperatura era em média 4°C até ao
laboratorio da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas na Universidade Eduardo Mondlane. No
laboratorio B9, as algas foram enxaguadas com &gua corrente removendo todas particulas de
areia e materiais estranhas e necroticas e por ultimo, as algas foram colocadas separadamente nas
bandejas com papel de aluminio e papel absorvente e foram levadas até a estufa natural do DCB
onde, procedeu-se com o processo de secagem que durou 4 dias. A temperatura da estufa era em
média 40°C.

4.4. Extraccdo de compostos bioactivos de macroalgas
Depois do processo de secagem, as algas foram colocadas em sacos plasticos e cobertos com
papel de aluminio e levadas até ao Laboratorio de Engenharia de Mocambique (LEM), onde
procedeu-se com o processo de trituracdo, depois da trituracdo até a obtencdo do po, o p6 de cada

espécie de macroalga foi pesado e registado o seu peso.

4.4.1. Obtencédo dos extractos

Para a obtencédo de extractos concentrados, foi usado o método de maceracéo proposto por Trigui

et al., (2012), com certas modificacgdes.

Os extractos de macroalgas Caulerpa racemosa e Sargassum ilicifolium foram obtidos utilizando
dois solventes, metanol a 99.9% e n-hexano posteriormente macerados em dois tempos distintos,
24 e 48 horas (Figura 8).
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Para tal, 10g do po de Caulerpa racemosa foi homogeneizado em 100 ml de solventes metanol e
n-hexano em balGes erlenmeyers respectivamente, e colocadas a macerar no agitador a 180 rpm
durante 24 h. Passado o tempo de maceracdo, as duas solugdes foram filtradas em balGes
erlenmeyers usando papel de filtro Whatman n° 1, as solugdes obtidas foram evaporadas em
Rota-Evaporador até obter 1.5 ml de extractos concentrados, os quais foram colocados em tubos
de Falcon de 15 ml. Posteriormente, os extractos obtidos foram envolvidos em papel de aluminio
e acondicionados em uma caixa de transporte de amostras com pedra de gelo, onde a temperatura
média era de 4 °C. Em seguida, foram levados até ao laboratério de Microbiologia da Faculdade
de Medicina da Universidade Eduardo Mondlane, onde procedeu-se com 0S ensaios
microbiologicos. Todos os extractos foram preparados em triplicata. Repetiu-se o procedimento

para a maceragao por 48 h.

Igual procedimento foi realizado para a extracgdo de compostos bioactivos de Sargassum

Metanol @ Controlo Positivo @

n-Hexano @ Controlo Positivo

ilicifolium.

C. racemosa

A

Macroalgas

Metanol @

{ S. ilicifolium

n-Hexano @

Figura 8 - Esquema ilustrativa de fluxograma de extraccdo de compostos bioactivos macerados
por 24/48 horas.
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Colecta

v
Secagem

v
[ Trituragao

Maceragao por 8h ] Maceragao por 24 ¢ 48h ]
A 4 h 4
[ Extracg¢ao ] [ Extracgao ]
A 4 h 4
Analise Fitoquimica [ Ensaios Microbiologicos

Figura 9 — Esquema ilustrativo de etapas seguidas desde a amostragem até a realizacdo de

analises fitoquimicas e ensaios microbiologicos.
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45. Ensaios da actividade antimicrobiana dos extractos metanélicos e

hexandlicos de macroalgas macerados por 24 e 48 horas

45.1. Preparacdo dos discos de papel de filtro e impregnacdo de extractos
liquidos de macroalgas

Os discos foram preparados usando papel de filtro, tipo Whatman n° 1. Com o recurso a um
furador de papel, foram preparados os discos com diametro de 5 mm. Posteriormente, 0s discos
foram etiquetados usando lapis de grafite com as seguintes denominac@es (1,2,3 e 4). Os discos
ja preparados foram posteriormente colocados em uma placa de pirex e embrulhados com papel e

foram esterilizados a temperatura de 160° C durante 4 horas.

4.6. Avaliacdo da actividade antimicrobiana
Para avaliar a actividade antimicrobiana dos extractos liquidos de macroalgas, foi seguido o
método proposto por Kiber Bauer et al. (1966) com algumas modifica¢fes, conhecido como teste
de susceptibilidade em disco de difusdo (Hudzicki, 2009).

4.6.1. Subcultivo e Suspensdo microbiana

Os ensaios da actividade antimicrobiana foram realizados a partir de culturas puras de
Staphylococcous aureus (crescidos em Agar Sal Manitol), Pseudomonas aeruginosa (crescidos
em agar cetrimida) e Candida albicans (crescidos em agar Dextrose Sabouraud), cultivados no
dia anterior. Foram seleccionadas duas a trés colonias isoladas, com auxilio de uma ansa
bacterioldgica previamente esterilizada e adicionadas no tubo de ensaio contendo 5 ml de
solucdo salina (soro fisiologico a 0.9%). A solucdo foi homogeneizada com auxilio de um
agitador (vortex) e com ajuda do densitometro foi medido a turvagédo da suspensdo. A turvacao
da suspenséo resultante foi depois comparada a turvacao padréo na escala de 0.5 de MacFarland,
equivalentes a 0,08 a 0,1 de absorvancia no comprimento de onda de 580 nm e a mesma é

equivalente a 1,2 x 108 unidades formadoras de colénias (UFC).
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4.6.2. Inoculacdo dos microorganismos

Com auxilio de uma zaragatoa estéril, foi mergulhado no tubo com suspensdo bacteriana, girou-
se a zaragatoa a lateral do tubo (acima do fluido) usando pressdo firme, de modo a diminuir o
excesso de fluido. Posteriormente, foi inoculado na superficie de cada placa de &4gar Mueller-
Hinton (Staphylococcous aureus e Pseudomonas aeruginosa) e &gar Dextrose Sabouraud
(Candida albicans) espalhado uniformemente, tendo realizado 60 graus de cada vez, de modo a

garantir uma distribuicdo uniforme.

4.6.3. Impregnacédo dos extractos nos discos

Foram empregues com a micropipeta para os discos enumerados com 1 e 2 previamente
preparadas, um volume de 10 pl de extracto liquido de macroalgas Caulerpa racemosa

previamente tratado com metanol e n-hexano respectivamente.

Para os discos que foram enumerados com 3 e 4, também foram empregues um volume de 10 pl
de extracto liquido de macroalgas Sargassum ilicifolium tratado com metanol e n-hexano

respectivamente.

Os discos de Vacomicina (30 pg), Imipinem (10 pg) e Nistitina (100 pug) foram usados como
controle positivo (CP) para o Staphylococcous aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida
albicans respectivamente. Os discos embebidos com agua destilada foram usados como controle
negativo (CN). Todos procedimentos foram realizados perto da chama para garantir um ambiente
asséptico e os ensaios foram preparados em triplicata.

Posteriormente, 0s discos impregnados com os respectivos extractos liquidos de macroalga e 0s
respectivos controlos foram colocados na superficie do meio onde o microorganismo teste estava
inoculado. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h para S. aureus e P. aeruginosa e 24 h &

72 h para a C. albicans, com as tampas viradas para cima.
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4.6.4. Leitura dos resultados do antibiograma

Os halos de inibicdo foram avaliados ap6s 24 horas de incubacdo, sob a forma de uma area
circular, transparente, sem crescimento antimicrobiano, geometricamente circunscrita ao disco de

papel. Foram depois medidos os didmetros desses halos com o auxilio de um parquimetro digital.

Foram comparadas as médias dos didmetros (mm) dos halos de inibi¢cdo formados a partir dos
discos embebidos com extractos metanolicos e hexanolicos de macroalgas Sargassum ilicifolium

e C. racemosa macerados por 24 e 48 h frente a S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans.

Igual procedimento foi realizado para extractos metandlicos e hexandlicos macerados por 48

horas.

4.7. Cromatografia gasosa de espectro de massa (GC-MYS)
As analises fitoquimicas das macroalgas foram realizadas seguindo a metodologia proposto por
Dias et al. (2020) Foi pesado 5g em p6 de cada amostra de macroalga (Caulerpa racemosa e
Sargassum ilicifolium), transferida para 2 frascos e adicionado 10 ml de metanol para cada frasco
até que o po estivesse totalmente imerso, a solucao foi macerada durante 8 h sob agitacdo a 180
rom e seguida filtrada com auxilio de papel de filtro Whatmann n° 1. Os filtrados foram
concentrados até obter 1ml e fazendo borbulhar 0 azoto gasoso na solucdo obtida.

O extracto contém componentes polares ¢ apolares do material e 2 um de amostra da solugéo foi
impregnado em GC-MS para andlise de diferentes compostos. A analise GC-MS foi realizada
usando um cometografo de gas do sistema Agilent 7820% GC equipado e acoplado a um detentor
de massa turbo massa gold, coluna -5 MS 30m (comprimento) 250 um (filme). O instrumento
pra o uso foi ajustado para uma temperatura inicial de 110 °C e mantido nessa temperatura por 2
min. Findo esse periodo, a temperatura do forno foi elevado até 280 °C, a uma taxa de aumento
de 5 °C por minuto e foi mantido por volta de 9 minutos. A temperatura da porta de injeccéo foi
garantida como 250 °C e taxa de fluxo de hélio com 1 ml por minuto. A voltagem de ionizagdo
foi de 70eV.
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As amostras foram injectadas em modo ”’Split” na proporgdo de 10:1. A faixa de varredura
espectral de massa foi fixada em 45 — 450 (m / s). A interpretacdo dos resultados foi realizada
através da comparacao dos espectros de massa dos compostos obtidos com 0s espectros contidos
na base de dados do National Institute of Standards and Technology (NIST) 2014. Apresentando

mais de 62.000 padrdes, nome, peso molecular e a estrutura dos componentes.

4.8. Analise de dados

Foi feita a andlise descritiva dos dados, os dados obtidos neste estudo foram organizadas na
ferramenta Microsoft Excel 2013. Para a comparagdo da eficiéncia do solvente (metanol e n-
hexano) e o tempo de maceracdo (24 e 48h) na extraccdo de compostos bioactivos de macroalgas

Caulerpa racemosa e Sargassum ilicifolium, recorreu - se ao teste t.

Os resultados foram analisados usando o programa Microsoft Excel 2013, apresentados sob
forma de média e o desvio padrdo (DP). Todas as andlises realizadas, foi considerado o nivel de
significancia de 5% (0,05) e a diferenca foi considerada significativa nos valores de P <0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. Teste de Sensibilidade de Staphylococcus aureus aos extractos
metandlicos e hexanolicos de macroalgas Caulerpa racemosa e

Sargassum ilicifolium macerados por 24 e 48 horas

Realizaram-se ensaios de sensibilidade antimicrobiana de extractos metandélicos e hexandlicos de
macroalgas Caulerpa racemosa e Sargassum ilicifolium macerados por 24 e 48 horas frente a S.
aureus. Foi usado como controlo positivo (CP) Vancomicina (30 pg) e como controlo negativo
(CN) agua destilada.

Os resultados mostraram que os extractos metandlicos macerados por 48 horas inibiram o
crescimento de S. aureus, especificamente o extracto metandlico de C. racemosa. Observou-se
halo médio de inibigcdo de 11.16 (+ 2.14) mm e o disco de vancomicina (30 pg) apresentou halo
médio de inibi¢do de 29.26 (+ 0.15) mm (Figura 11 e Figura 12). Contudo, nenhum halo de

inibicdo foi observado nos extractos macerados por 24 horas (Figura 10).

As analises estatisticas indicaram que os extractos hexanolicos de C. racemosa macerados por 24
e 48 horas mostraram uma diferenca significativa na inibicdo de S. aureus, como evidenciado
pelos diametros dos halos de inibicdo no qual o P <0.05 (Anexo 11). Os resultados estatisticos
revelaram também que houve diferencas significativas nos didmetros dos halos de inibigdo entre
0s extractos metandlicos e hexanolicos de C. racemosa macerados por 48 horas frente a S.

aureus no qual o P <0.05 (Anexo 12).
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Figura 10 - Média (£ DP) do halo de inibi¢do de Actividade antimicrobiano dos extractos metandlicos e

hexanolicos macerados por 24 h de duas espécies de macroalga frente a S. aureus. 1 - C. racemosa

metanélico; 2 — C. racemosa hexandlico; 3 - S. ilicifolium metanélico; 4 — S. ilicifolium hexanélico.

Vancomicina 30 pg (controle positivo) e d4gua destilada (Controlo negativo).
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Figura 11 - Média (x DP) do halo de inibi¢do de actividade antimicrobiano dos extractos metanolicos e

hexanolicos macerados por 48 h de duas espécies de macroalgas frente a bactéria S. aureus. 1 - C.

racemosa metandlico; 2 — C. racemosa hexanélico; 3 - S. ilicifolium metandlicos; 4 - S. ilicifolium

hexandlico. Vancomicina 30 ug (controle positivo) e 4gua destilada (Controlo negativo).
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Figura 12 — Representacdo dos resultados obtidos nos ensaios microbiol6gicos de extractos de

macroalgas macerados por 48 horas frente a S. aureus.

5.2. Teste de sensibilidade de Pseudomonas aeruginosa aos extractos
metanolicos e hexanolicos de macroalgas Caulerpa racemosa e

Sargassum ilicifolium macerados por 24 e 48 horas

Realizaram-se ensaios de sensibilidade antimicrobiana de extractos metanélicos e hexandlicos de
macroalgas Caulerpa racemosa e Sargassum ilicifolium macerados por 24 e 48 horas frente a P.
aeruginosa. Foi usado como controlo positivo (CP) Imipenem (10 pg) e como controlo negativo
(CN) agua destilada.

Os resultados mostraram que os extractos metandlicos e hexandlicos de C. racemosa e S.
ilicifolium macerados por 48 horas, inibiram o crescimento de P. aeruginosa. Observou-se halo
médio de inibi¢do de 29.79 (£ 2.94) mm de extracto de C. racemosa metandlico, 14.28 (+ 1.16)
mm de extracto de C. racemosa hexanolico, 28.12 (+ 0.56) mm de extracto metandlico de S.
ilicifolium, 17.58 (x 1.80) mm de extracto de S. ilicifolium hexandlico. Os discos com Imepinem
(10 pg) apresentaram halo médio de 26.67 mm (Figura 14 e Figura 15). Contudo, nenhum halo

de inibig&o foi observado nos extractos macerados por 24 horas (Figura 13).
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As analises estatisticas indicam que o0s extractos hexandlicos de macroalga C. racemosa
macerados por 24 e 48 horas mostraram uma diferenga significativa na inibicdo de P.
aeruginosa, como evidenciado pelos diametros dos halos de inibi¢do no qual o P <0.05 (Anexo
13).

Em relacdo ao tipo de solvente, os resultados estatisticos mostraram que houve diferengas
significativas entre os extractos metanolicos e hexanolicos de macroalga C. racemosa macerados
por 48 h frente a P. aeruginosa no qual o P <0.05 (Anexo 14). Os resultados estatisticos
mostraram também que houve diferengas significativas entre os extractos metanolicos e
hexanolicos de macroalga S. ilicifolium macerados por 48 h frente a P. aeruginosa o qual o P
<0.05 (Anexo 15).
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Figura 13 - Média (+ DP) do halo de inibigdo de actividade antimicrobiano dos extractos metanolicos e
hexanolicos macerados por 24 h de duas espécies de macroalga frente a bactéria P. aeruginosa. 1 - C.

racemosa metandlico; 2 — C. racemosa hexandlico; 3 - S. ilicifolium metandlico; 4 - S. ilicifolium

hexanolico. Imipinem 10 pg (controle positivo) e agua destilada (Controlo negativo).
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Figura 14 - Média (+ DP) do halo de inibigdo de actividade antimicrobiano dos extractos metanolicos e
hexanolicos macerados por 48 h de duas espécies de macroalga frente a bactéria P. aeruginosa. 1 - C

racemoso metandlico; 2 — C. racemosa hexandlico; 3 - S. ilicifolium metanélico; 4 - S. ilicifolium

hexanolico. Imipinem 10 pg (controle positivo) e dgua destilada (Controlo negativo).

Figura 15 - Representacdo dos resultados obtidos nos ensaios microbioldgicos de extractos de
macroalgas macerados por 48 horas frente a P. aeruginoso.

5.3. Teste de sensibilidade de Candida albicans aos extractos metandlicos
e hexanolicos de macroalga Caulerpa racemosa e Sargassum

ilicifolium macerados por 24 e 48 horas

Realizaram-se ensaios de sensibilidade antimicrobiana de extractos metanélicos e hexandlicos de
macroalgas Caulerpa racemosa e Sargassum ilicifolium macerados por 24 e 48 horas frente a

Monteiro Tivane Pagina 38



Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana de diferentes Extractos de Macroalgas Sargassum
ilicifolium e Caulerpa racemosa Colectadas na Ilha de Inhaca, Provincia de Maputo

Candida albicans. Foi usado como controlo positivo (CP) Nistitina (100ug) e, como controlo

negativo (CN) agua destilada.

5.3.1. Leitura dos resultados apos 72 horas de incubacéo de C. albicans

Apols o periodo de incubacdo, os resultados mostram que ambos 0s extractos tratados com

metanol e n-hexano e macerados por 24 e 48 horas inibiram o crescimento de C. albicans.

Os extractos metandlicos de C. racemosa macerados por 24 horas apresentaram halo médio de
inibicdo de 8.53 mm (£ 1.19) mm. Os discos com Nistitina (100ug) apresentaram halo médio de
inibicdo de 15.16 (x 0.05) mm. Contudo, nenhum halo de inibigdo foi observado nos extractos
hexanolicos de C. racemosa, extractos metandlicos de S. ilicifolium e nos extractos hexandlicos

de S. ilicifolium (Figura 16 e Figura 17).

Em relacdo aos extractos hexanolicos macerados por 48 horas, especificamente os extractos
hexandlicos de S. ilicifolium inibiram o crescimento de Candida albicans, mostrando um halo
médio de inibi¢do de 7.8 (= 1.34) mm e os discos de Nistitina apresentaram halo médio de 15.4
(= 0.1) mm. Contudo, nenhum halo de inibicdo foi observado nos extractos metandlicos de C.
racemosa, extractos hexandlicos de C. racemosa e extractos metanolicos de S. ilicifolium (Figura
18 e Figura 19).

As analises estatisticas indicam que os extractos hexandlicos de macroalga C. racemosa
macerados por 24 e 48 horas mostraram diferencas significativas na inibicdo de C. albicans,
como evidenciado pelos didametros dos halos de inibi¢cdo no qual o P <0.05 (Anexo 16). Os
resultados estatisticos mostraram também que houve diferencas significativas entre os extractos
metanolicos e hexandlicos de macroalga S. ilicifolium macerados por 48 h frente a C. albicans no
qual o P <0.05 (Anexo 17).

Portanto, o facto de o valor de P ser menor que o valor de a (0.05) sugere que o tempo de
maceracgado assim como o tipo de solvente empregue influenciaram significativamente a eficacia
dos extractos de macroalgas frente as cepas microbianas S. aureus, P. aeruginosa e a C.

albicans.
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Figura 16 - Média (+ DP) do halo de inibi¢do de actividade antimicrobiano dos extractos metandlicos e
hexan6licos macerados por 24 h de duas espécies de macroalga frente a bactéria C. albicans. 1 - C.

racemosa metandlico; 2 — C. racemosa hexandlico; 3 - S. ilicifolium metandlico; 4 - S. ilicifolium

hexandlico. Nistitina 100 ug (controle positivo) e agua destilada (Controlo negativo).

Figura 17 - Representacdo dos resultados obtidos nos ensaios microbiologicos de extractos de

macroalgas macerados por 24 horas frente a C. albicans incubado durante 72 horas.

5.3.2. Leitura dos resultados apds 72 horas de incubagao

Ap0s 72 horas de incubacdo de C. albicans, observou-se que os diametros dos halos de inibicdo
dos extractos metandlicos de C. racemosa e hexandlicos de S. ilicifolium macerados por 24 e 48

horas, ndo apresentaram nenhuma alteracdo em relacdo aos didmetros dos halos de inibi¢cdo. Em
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contraste, com o controlo positivo, mostrou uma diminui¢cdo no diametro dos halos de inibigédo
(Anexo 12).
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Figura 18 - Média (+ DP) do halo de inibi¢do de actividade antimicrobiano dos extractos metandlicos e

hexanolicos macerados por 48 h de duas espécies de macroalga frente a bactéria C. albicans. 1 - C.

racemosa metandlico; 2 — C. racemosa hexandlico; 3 - S. ilicifolium metandlico; 4 - S. ilicifolium

hexandlico. Nistitina 100 ug (controle positivo) e agua destilada (Controlo negativo).

Figura 19 - Representacdo dos resultados obtidos nos ensaios microbiol6gicos de extractos de

macroalgas macerados por 48 horas frente a C. albicans incubado durante 72 horas.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata (3) e repetidos, de modo a dar mais

confiabilidade e credibilidade nos resultados obtidos.
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5.4. ldentificacdo dos fitocompostos pela técnica de cromatografia

gasosa de espectro de massa (GC-MS) nos extractos metandlicos

Os extractos de macroalgas (Caulerpa racemosa e Sargassum ilicifolium) foram submetidos a
testes qualitativos para a identificacdo dos compostos fitoquimicos através da técnica de
Cromatografia Gasosa de Espectro de Massa (GC-MS). As andlises fitoquimicas resultaram na
identificacdo de varios compostos fitoquimicos, entre os quais Neophytadiene, Acetaldeido,
3,7,11,15 - Tetrametil-2-hexadecen-1-ol e 4&cido hexadecanoico. Foram identificados 18
compostos nos extractos metanolicos de C. racemosa e 05 nos extractos metandlicos de S.
ilicifolium. Os compostos fitoquimicos Hexadecanoic acid, methyl ester e Neophytadiene, foram

identificados em ambos extractos metandlicos de C. racemosa e S. ilicifolium (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicéo fitoquimica de extractos metanélicos de macroalgas de espécies C. racemosa e

S. ilicifolium analisadas pelo método de GC-MS.

Caulerpa racemosa Sargassum ilicifolium
Fitocomposto Formula | Fitocomposto Formula
1. Silane, dimethoxymethyl C3H100,Si | Pentanal, 2,4-dimethyl C/H140
2. 2-Butanone, 3-methoxy-3-methyl CsH120- 1-Hexadecyne C1sH3o
3. Cyclopentane, 1,1,3-trimethyl CgHis - -

4. Pentane, 2,3,3-trimethyl CgHis 9-Dodecenoic acid, methyl ester, | C13H20;

(ester)

5. 2,3,4-Trimethyl-1-pentanol CgH150 - -

6. Acetaldehyde C,H,O - -

7. Neophytadiene CooHas Neophytadiene CooHas
8. 2-Heptanone, 6-methyl CgH160 - -

9. 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol CoHaO |- -

10. 5-Methyl-1-heptanol CgH150 - -

11. 1,1-Bicyclopropyl, 2,2,2',2'-tetramethyl CioHis - -

12. Sulfurous acid, cyclohexylmethyl hexadecyl | C23H4603S | - -

ester
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13. Hexadecanoic acid, methyl ester C17H340, | Hexadecanoic acid, methyl ester C17H340;
14. Phthalic acid, cyclobutyl tridecyl ester CxsH304 | - -
15. 1,5-Heptadien-4-ol, 3,3,6-trimethyl CioH1sO | - -
16. 2-Decyne CioH1s - -
17. 13-Tetradece-11-yn-1-ol C1H240 |- -
18. Tridecanoic acid, methyl ester C14H280, | - -

- Composto fitoquimico ndo identificado
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Figura 20 - Tempo de aquisicdo e estrutura quimica do composto fitoquimico 3,7,11,15 - Tetrametil-2-

hexadecen-1-ol.
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Figura 21 - Tempo de aquisicéo e estrutura quimica do composto fitoquimico Acetaldeido.
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Figura 22 - Tempo de aquisicéo e estrutura quimica do composto fitoquimico &cido hexadecandico, ester

metilico.
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Figura 23 - Tempo de aquisicdo e estrutura quimica do composto fitoquimico Neoftadieno.

Os gréaficos acima mostram o tempo de aquisicdo (min) e a estrutura quimica dos compostos

fitoquimicos identificados nos extractos metanolicos de C. racemosa e S. ilicifolium. O tempo de

aquisicdo € o momento inicial de separacdo e identificacdo do composto fotoquimico. Cada

composto fitoquimico apresenta um tempo de aquisicdo especifico.
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6. DISCUSSAO

6.1. Actividade antimicrobiana de extractos metandlicos e hexanodlicos de

C. racemosa e S. ilicifolium
Os extractos metandlicos inibiram o crescimento de todos os microorganismos (Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans) testados, com halos de inibicdo maiores
em comparacdo com 0s extractos hexanolicos que somente inibiram o crescimento de P.
aeruginosa e C. albicans. Segundo Rangaiah et al. (2010) Mostraram que, a extraccdo dos
compostos bioactivos com metanol nas macroalgas, apresentaram maior actividade
antimicrobiana em relagéo aos solventes acetado de etila e n-hexano. Em contraste, um estudo
realizado por Petra et al. (2008) Mostraram que o acetado de etila, extraiu melhor os compostos
bioactivos com actividade antimicrobiana nas algas (Enteromorfa compressa, Chaetomorpha
linum e Polisifonia subtilissima), seguido de metanol e por ultimo o n-hexano. Segundo Santos,
(2021) O n-hexano é geralmente usado para a extraccao de &cidos gordos como 6leos e gorduras,
essa preferéncia é devido as suas caracteristicas peculiares como baixa polaridade, baixo ponto
de ebulicdo que minimiza a decomposicéo do 6leo e a eficiéncia de extrair o 6leo desejado quase

na sua totalidade.

O extracto metanolico de C. racemosa inibiu o crescimento de S. aureus e com 0 mesmo extracto
preparado com 0 n-hexano ndo inibiu o crescimento da mesma cepa bacteriana. Resultados
relacionados foram obtidos por Selem et al. (2011) A actividade antibacteriana de macroalga S.
dentifolium foi observada no extracto obtido com acetato de etila, mas o mesmo ndo foi
observada com outros solventes incluindo o metanol. Segundo Karthikaidevi et al. (2009) Que
obtiveram resultados similares, sugeriram usar solventes especificos para extraccdo de
compostos bioactivos com actividade antimicrobiana. Segundo Safafar et al. (2015) O metanol é
um dos solventes mais usados para a extrac¢cdo de compostos bioactivos polares com actividade
antimicrobiana e antioxidante como é o caso de compostos fendlicos, cetonas, aldeidos, esteres e

outros.

Vizzotto e Pereira, (2011) Compararam a influéncia de solventes n-hexano, acetona de etila,
etanol, metanol e dgua na extraccdo de compostos fendlicos da Amora-preta (Rubus sp), eles

observaram que, nos extractos que se usaram o n-hexano, ndo foram detectados compostos
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fenolicos totais ao passo que, em extractos preparados com acetona de etila, etanol, metanol e
agua, os compostos fendlicos foram detectados, tendo sido mais detectados com solvente
acetona, metanol e etanol. Segundo Liu et al., (2011) Sugerem que solventes com polaridades
muito baixa como n-hexano ou diclorometano, ndo s@o bons solventes para extrair compostos
polares. Esses resultados mostram estar em concordancia com os resultados obtidos nesse estudo
0 qual, os extractos metandlicos apresentaram maior actividade antimicrobiana frente aos
microorganismos (S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans) testados em relacdo aos extractos

hexanolicos.

Quanto a C. albicans, extractos de C. racemosa metanolico inibiram o crescimento de C.
albicans. Esses resultados estdo em alinhamento com os resultados obtidos por Vlachos et al.,
(1997) citados por Muhammed e Shameel, (2005) Mostraram que extractos de C. racemosa,
Halimeda cuneata e Codium prostratum tratados com solvente metanol inibiram o crescimento

de C. albicans.

Os resultados indicam que os didmetros dos halos de inibi¢do no controle positivo, que utilizou
Nistitina, diminuiram com o tempo de incubacéo devido ao desenvolvimento de cepas resistentes
a Nistitina. Isso sugere que a exposicdo prolongada a Nistitina pode levar a resisténcia flngica.
Por outro lado, os halos de inibicdo gerados pelos extractos de macroalgas metanolicos e
hexanolicos permaneceram constantes, 0 que indica que 0s extractos mantiveram sua actividade
antifungica ao longo do tempo de incubacdo. Isso sugere que os extractos testados podem ser
mais eficazes em longo periodo de tempo comparados a Nistitina, ja& que ndo resultaram na

seleccdo de cepas resistentes.

Observamos que os extractos metanolicos e hexandlicos de Sargassum ilicifolium inibiram o
crescimento de P. aeruginosa, C. albicans e ndo a S. aureus. Extractos metandlicos apresentaram
maiores halos de inibicdo em relacdo aos extractos hexandlicos frente a P. aeruginosa, C.
albicans. Resultados similares foram obtidos por Al-Hashdy et al. (2022) Extractos metandlicos
de Sargassum ilicifolium inibiram o crescimento de P. aeruginosa, Bacillus subtis e Escherichia
coli excepto o S. aureus. Em contraste com os resultados obtidos por Thalissa, (2023) que
reportou que o extracto metandlico de S. ilicifolium inibiu apenas o crescimento de S. aureus e

ndo o crescimento de P. aeruginosa.
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6.2. Actividade antimicrobiana de extractos de C. racemosa e S.

ilicifolium macerados por 24 e 48 horas
Os extractos macerados por 48 horas inibiram o crescimento de todos os microorganismos
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans) testados nesse estudo.
Em contraste com os extractos macerados por 24 horas que apenas inibiram o crescimento de C.
albicans com halo médio de inibicdo de 8.33 mm. Os resultados obtidos estdo alinhados com os
resultados obtidos por Sun et al., (2011) Envolvendo estudos com folhas de uma espécie de
planta llex kudingcha, foi observado que o tempo de maceracdo de folhas de llex kudingcha
influenciou directamente a concentracdo final dos compostos bioactivos e a actividade
antimicrobiana. Resultados similares foram obtidos por Vongsak et al., (2013) Em estudo
realizado com cascas de Moringa oleifera, foi relatado que, a aplicacdo de maior tempo de
contacto entre o solvente metanol e a casca de Moringa oleifera, facilitou a penetracdo do
solvente no material vegetal e consequentemente a extrac¢do de compostos bioactivos com maior

eficiéncia em extractos preparados com maior tempo de maceracao.

Resultados relacionados foram obtidos por Yingngam et al., (2015) Foi observado que, tempos
reduzidos de maceracdo ndo permitem a penetracdo eficiente do solvente no material vegetal,
impedindo no entanto, a extrac¢do dos compostos bioactivos de interesse. Outro estudo realizado
por Lapornik et al., (2005) Usando residuos de frutas vermelhas extraidos em 1, 12 e 24 h, o0s
resultados mostraram que, 0s compostos bioactivos diminuiram no extracto preparado com

menor tempo de maceracdo em relacdo aos extractos preparados com maior tempo de maceragéo.

Esses resultados corroboram estreitamente com os resultados obtidos neste presente estudo, pois
0s extractos macerados por 48 horas, apresentaram maior actividade antimicrobiana em todas
cepas microbianas testadas com maiores halos de inibicdo em comparagdo com 0s extractos

macerados por 24 horas.

Monteiro Tivane Pagina 48



Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana de diferentes Extractos de Macroalgas Sargassum
ilicifolium e Caulerpa racemosa Colectadas na Ilha de Inhaca, Provincia de Maputo

6.3. Compostos fitoquimicos dos extractos metandlicos de C. racemosa e
S. ilicifolium
Os grupos funcionais dos compostos fitoquimicos presentes em macroalgas influenciam
directamente a actividade antimicrobiana segundo a ordem crescente da polaridade: fenois >
aldeidos > cetonas > alcoois > esteres > hidrocarbonetos (Nunes et al., 2015). A actividade
antimicrobiana das macroalgas pode ser devido a accdo especifica de grupos de compostos
fitoquimicos presentes em macroalgas ou interac¢do sinérgica de varios compostos de diferentes
grupos funcionais (Ribeiro, 2020). Espécies de macroalgas como do género Caulerpa spp,
mostraram que a actividade antibacteriana estava directamente relacionada com a interacgdo de
varios compostos como saponinas, flavonoides, fenois, acidos carboxilicos, hidrocarbonetos,

cetonas, esteres, alcoois, aldeidos e outros compostos (Arham et al., 2016).

As analises fitoquimicas realizadas pela técnica de GC-MS nos extractos metandlicos de C.
racemosa e S. ilicifolium, revelaram a presenca de varios compostos fitoquimicos, entre os quais
Neophytadiene, Acetaldeido, 3,7,11,15 - Tetrametil-2-hexadecen-1-ol e acido hexadecandico. Os
extractos metandlicos de C. racemosa revelaram maior diversidade de compostos fitoquimicos
identificados com 18 compostos em relacdo aos extractos metandlicos de S. ilicifolium que foram

identificados apenas 05 compostos.

Os alcoois presentes em produtos naturais sdo conhecidos por possuir actividade bactericida
frente a bactérias vegetativas, esses compostos actuam na desnaturagdo proteica nas células
bacterianas, actuam também como substancia desidratante (Suppakul et al, 2002 citado por
Valeriano et al., 2012). O fitol ou 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol é um alcool diterpénico
aciclico encontrado em plantas e algas, esse composto é percursor da vitamina E e K3 e foi
relatado actividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus e Ganoderma boninense (Dias
et al., 2020).

O composto Acetaldeido ou 6xido de etileno pertencente aos aldeidos, apresentou accéo
bacteriolitico, agindo na destruicdo da parede celular das bactérias aerdbias Gram negativas,
positivas e bacilos formados de esporos aer6bios e anaerdbios e agiu também contra os fungos
(Gomes, 2006). Em estudos realizados por Ganesamoorthy e Ganesan, (2016) Demostraram que,
o fitocomposto Acetaldeido apresentava actividade antibacteriana frente a bactérias S. aureus e
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P. aeruginosa. Estes resultados estdo em concordancia com os resultados obtidos nesse estudo,
pois 0os compostos Acetaldeido e 3,7,11,15 - Tetrametil-2-hexadecen-1-ol foram identificados
somente nos extractos metandlicos de C. racemosa, que por sinal, foi a espécie que inibiu o
crescimento de todos os microorganismos testados (S. aureus e P. aeruginosa e C. albicans). Em

contraste com os extractos metandlicos de Sargassum ilicifolium que néo foram detectados.

Os esteres presentes em produtos naturais tem capacidade de hidrolisar polissacarideos presentes
na parede celular bacteriana, alguns dos polissacarideos hidrolisados sdo N-acetil-D-glicosamina
e o acido-acetilmuramico (Oliveira, 2005). O Acido hexadecandico, éster metilico é um dos
principais compostos presentes nos 6leos essenciais das plantas, esse composto é responsavel
pela actividade antibacteriana (Reid et al., 2005; Gomes, 2006).

Segundo estudo realizado por Gomes, (2018) Foi relatado que a mistura de esteres derivados da
planta Mamona, inibiram o crescimento de bactérias Gram positivas como Enterococcus fecalis,
Stahylococcus aureus, Staphyloccus epidermites. O Neofitadieno é um diterpeno produzido pela
desidratagdo do 3,7,11,15 - Tetrametil-2-hexadecen-1-ol (Gago 2016), esse composto exibe

actividade antimicrobiana (Morais et al., 2015).

Segundo Pires et al., (2012) o diterpeno neofitadieno isolado do extracto etandlico de macroalga
do género Himanthalia exibiu actividade antifingica frente a Aspergillus niger, Cladosporium
cladosporioides e Candida albicans. Neste estudo, os extractos metanolicos de C. racemosa e S.
ilicifolium revelaram presenca de Acido hexadecanoico, éster metilico e Neofitadieno, que por

sinal, todos os extractos inibiram o crescimento de P. aeruginosa e C. albicans.

E importante referir, que a técnica de GC-MS permite identificar apenas os compostos
fitoquimicos através da comparacdo dos espectros de massa e tempo de aquisicdo contidas no
banco de dados da NIST 2014. Essa técnica € limitada na identificacdo de outros compostos que
ndo constam no banco de dados da NIST 2014, o que resulta na auséncia de identificacdo de
outros compostos possivelmente relevantes, incluindo aqueles com actividade antimicrobiana.
Nesse estudo, foram revelados 47 e 32 compostos fitoquimicos nos extractos metandlicos de C.
racemosa e S. ilicifolium, respectivamente. Contudo, apenas 18 e 05 compostos fitoquimicos

foram identificados nos extractos metandlicos de C. racemosa e S. ilicifolium respectivamente.
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A discrepancia dos resultados obtidos neste estudo em relacdo aos resultados obtidos por outros
autores podem estar relacionados com vérios factores como a técnica de extracgdo dos
compostos bioactivos, a natureza do vegetal, o local da colheita, o tamanho das particulas do
material, o tipo de solvente impregnado, o tipo de secagem, o tempo de contacto entre o extracto
e o0 solvente (maceracdo), a temperatura do processo, esses factores influenciam directamente na

obtencdo de compostos bioactivos com propriedades farmacoldgicas desejadas (Vongsak et al.,

2013).
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que:

O solvente metanol mostrou maior eficiéncia na extraccdo de compostos bioactivos e
maior actividade antimicrobiana frente as cepas de S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans
e a macroalga Caulerpa racemosa mostrou maior actividade antimicrobiana,
apresentando valores médios de diametros dos halos de inibicédo variando de 8. 53 a 29.79

mm.

O tempo 48 horas mostrou ser o melhor tempo de maceracdo para extraccdo de
compostos bioactivos com actividade antimicrobiana frente as cepas de S. aureus, P.
aeruginosa e C. albicans.

As andlises fitoquimicas realizadas nos extractos metandlicos de macroalgas Caulerpa
racemosa e Sargassum ilicifolium pela técnica de GC-MS, revelaram a presenca de 23
compostos fitoquimicos, incluindo, Neophytadiene, Acetaldeido, 3,7,11,15 - Tetrametil-
2-hexadecen-1-ol e acido hexadecanoico. O extracto metandlico de C. racemosa revelou
maior diversidade de compostos fitoquimicos identificados com 18 compostos em relacédo
aos extractos metandlicos de S. ilicifolium que apresentou apenas 05 compostos

fitoquimicos.

O tempo de maceragdo assim como o tipo de solvente empregue para a extracgdo de compostos

bioactivos com actividade antimicrobiana influenciaram directamente os resultados obtidos nesse

presente estudo. Portanto, esses factores sdo muito importantes a ter em conta, principalmente

quando o objectivo € obter extractos com propriedades antimicrobianos.
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8. LIMITACOES

Durante a realizacdo do estudo:

o A medigdo de halos de inibicdo com formacdo irregular na Candida albicans, mostrou se
como factor limitante. Para contornar essa limita¢do, com auxilio de um paquimetro mediu-

se 0s pontos especificos na placa onde o halo de inibicdo estava presente;

o A visualizagdo de halos de inibigdo na Pseudomonas aeruginosa mostrou-se também como
factor limitante, devido a producdo de um pigmento fluorescente verde chamado
pioverdina. Para melhor visualizar e posterior medir os halos de inibicdo, a placa foi aberta

e exposta a uma fonte de luz, o que permitiu a visualizacdo e medicéo de halos de inibic&o.
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9. RECOMENDACOES

Para futuras pesquisas, recomenda-se:

e Extrair compostos bioactivos com mistura de solventes polares e apolares de modo a
aumentar a eficiéncia na extracgdo de compostos bioactivos com actividade
antimicrobiana;

e Realizar extraccdo dos compostos bioactivos por tempo superior a 48 horas de modo a
obter extractos com maior actividade antimicrobiana;

e Determinar a concentragdo inibitéria minima dos extractos metandlicos de macroalga

Caulerpa racemosa e Sargassum ilicifolium.
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11. ANEXOS

11.1. As figuras em anexo foram obtidas por meio da imagem fotogréafica feita pelo autor

durante a realizacdo do trabalho.

Anexo 1-Preparo das macroalgas para secagem no DCB. Anexo 2-Trituragdo das macroalgas no

Laboratoério de Engenharia de Mogcambique (LEM).

Anexo 3-Homogeneizagdo, Dept. Quimica. Anexo 4-Filtragdo da solucdo no dept. Quimica.

Anexo 7-Subcultivo dos microorganismos (P. aeruginosa, C. albicans e S. aureus). Anexo 8-Preparacao

dos discos para impregnacao dos extractos na Faculdade de Medicina.
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11.2. Ensaios microbioldgicos dos extractos metandlicos e hexandlicos das macroalgas

macerados por 24 e 48 horas frente a S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans.

Anexo 9. Teste de sensibilidade aos extractos metanélicos e hexanoélicos macerados por 24 horas frente a

S. aureus e P. aeruginosa respectivamente.

Anexo 10. Teste de sensibilidade aos extractos metanolicos e hexandlicos macerados por 48 horas frente
a P. aeruginosa e C. albicans respectivamente.
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11.3. Analise estatistica

Anexo 11: Comparagdo da actividade antimicrobiana de extractos metanolicos de Caulerpa racemosa

macerados em dois tempos (24 e 48 horas) frente a bactéria Staphylococcus aureus.

Tempo de maceragéo

Valores de halos de inibigdo (mm)

Extracto metandélico de | Extracto metandlico de
C. racemosa macerado | C. racemosa macerado
Réplicas | por 24 horas por 48 horas
1 0 12.6
2 0 12.2
3 0 8.7
t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances
Variable 1 Variable 2
Mean 0 11.16666667
Standard deviation 0 2.14447610
Observations 3 3
Hypothesized Mean Difference 0
Df 2
t Stat -9.01463128
P(T<=t) one-tail 0.006041527
t Critical one-tail 2.91998558
P(T<=t) two-tail 0.012083053
t Critical two-tail 4.30265273

Interpretacéo dos resultados: Ha diferencas significativas nos diametros dos halos de inibigdo entre os
extractos metandlicos de Caulerpa racemosa macerados por 24 e 48 horas, P (00 <0,05, deste modo,

rejeita-se a hipotese nula.
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Anexo 12. Comparacdo da actividade antimicrobiana de extractos de macroalga Caulerpa racemosa
preparados com dois solventes diferentes (Metanol e n-hexano) e macerado por 48 h frente a bactéria

Staphylococcus aureus

Tipo de solvente
Valos de halos de inibigdo (mm)

Extracto metandlico de | Extracto hexanolico de
C. racemosa macerado | C. racemosa macerado
Réplicas | por 48 h por 48 h
1 12.6 0
2 12.2 0
3 8.7 0
t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances
Variable 1 Variable 2
Mean 11.16666667 0
Standard deviation 2.14447610 0
Observations 3 3
Hypothesized Mean Difference 0
df 2
t Stat 9.01463128
P(T<=t) one-tail 0.006041527
t Critical one-tail 2.91998558
P(T<=t) two-tail 0.012083053
t Critical two-tail 4.30265273

Interpretacéo dos resultados: Ha diferencas significativas nos diametros dos halos de inibigdo entre os
extractos metandlicos e hexanolicos de macroalga Caulerpa racemosa macerados por 48 horas, P ¢ 06

<0,05, deste modo, rejeita-se a hipétese nula.
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Anexo 13. Comparacdo da actividade antimicrobiana de extractos de macroalga Caulerpa racemoso

tratado com n-hexano e macerados em dois tempos distintos (24 e 48 horas) frente a bactéria

Pseudomonas aeruginosa

Tempo de maceracdo

Valores de halos de inibigdo (mm)

Extractos hexanodlico de
C. racemosa macerado

Extractos hexanolico de
C. racemosa macerado

Réplicas | por 24 horas por 48 horas
1 0 14.09
2 0 14.38
3 0 14.38
t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances
Variable 1 Variable 2
Mean 14.28333333 0
Standard deviation 0.16733200 0
Observations 3 3
Hypothesized Mean Difference 0
Df 2
t Stat 147.7586207
P(T<=t) one-tail 2.28999E-05
t Critical one-tail 2.91998558
P(T<=t) two-tail 4.57999E-05
t Critical two-tail 4.30265273

Interp

retacdo dos resultados: Ha diferencas significativas nos diametros dos halos de inibicdo entre os

extractos hexandlicos de macroalga Caulerpa racemosa macerados por 24 e 48 horas, P gg99e.05 <0,05,

deste modo, rejeita-se a hipotese nula.
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Anexo 14. Comparacdo da actividade antimicrobiana de extractos de macroalga Caulerpa racemosa

preparados com dois solventes diferentes (Metanol e n-hexano) e macerado por 48 h frente a bactéria P.

aeruginosa.

Tipo de solvente

Valores de halos de inibi¢cdo (mm)

Extracto metandlico de
C. racemosa macerado

Extracto hexanodlico de
C. racemosa macerado

Réplicas | por 48 h por 48 h

1 28.09 14.09

2 28.09 14.38

3 33.19 14.38
t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances

Variable 1 Variable 2

Mean 29.79 14.28333333
Standard deviation 2.944448 0.16733200
Observations 3 3
Hypothesized Mean Difference 0
Df 2
t Stat 9.106857581
P(T<=t) one-tail 0.005921934
t Critical one-tail 2.91998558
P(T<=t) two-tail 0.011843868
t Critical two-tail 4.30265273

Interpretacéo dos resultados: Ha diferencas significativas nos diametros dos halos de inibigdo entre os

extractos preparados com metanol e n-hexano de macroalga Caulerpa racemosa macerados por 48 horas,

P 0,005 <0,05, deste modo, rejeita-se a hipotese nula.
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Anexo. 15: Comparacdo da actividade antimicrobiana de extractos de macroalga Sargassum ilicifolium
preparados com dois solventes diferentes (Metanol e n-hexano) e macerado por 48 h frente a bactéria

Pseudomonas aeruginosa.

Valores de halos de inibigdo (mm)

Tipo de solvente

Extracto metandlico de
S. ilicifolium macerado

Extracto hexanolico de
S. ilicifolium macerado

Réplicas |por 48 h por 48 h

28.29 18.63

28.59 18.63

27.49 15.5
t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances

Variable 1 Variable 2

Mean 28.12333333 17.58667
Standard deviation 0.568621 1.807022
Observations 3 3
Hypothesized Mean Difference 0
Df 2
t Stat 9.633390297
P(T<=t) one-tail 0.005302253
t Critical one-tail 2.91998558
P(T<=t) two-tail 0.010604505
t Critical two-tail 4.30265273

Interpretacéo dos resultados: Ha diferengas significativas nos didmetros dos halos de inibigdo entre os
extractos preparados com metanol e n-hexano de macroalga Sargassum ilicifolium macerados por 48

horas, P (0053 <0,05, deste modo, rejeita-se a hipdtese nula.
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Anexo 16: Comparacdo da actividade antimicrobiana de extractos metanolicos de macroalga Caulerpa

racemosa macerados em dois tempos distintos (24 e 48 horas) frente ao fungo Candida albicans.

Valores de halos de inibi¢cdo (mm)

Tipo de solvente

Extracto metandlico de C. |Extracto metandlico de C.
racemosa macerado por 24 | racemosa macerado por
Réplica |h 48 h
1 9.3 0
2 8.7 0
3 7.6 0
t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances
Variable 1 Variable 2
Mean 8.533333333 0
Standard deviation 0.8621484 0
Observations 3 3
Hypothesized Mean Difference 0
Df 2
t Stat 17.14302797
P(T<=t) one-tail 0.00169272
t Critical one-tail 2.91998558
P(T<=t) two-tail 0.00338544
t Critical two-tail 4.30265273

Interpretacdo dos resultados: Ha diferencas significativas nos diametros dos halos de inibigdo entre os

extractos preparados com metanol de macroalga Caulerpa racemosa macerados por 24 e 48 horas, P 0016

<0,05, deste modo, rejeita-se a hipétese nula.
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Anexo 17: Comparacdo da actividade antimicrobiana de extractos de macroalga Sargassum ilicifolium
preparados com dois solventes diferentes (Metanol e n-hexano) e macerado por 48 h frente ao fungo

Candida albicans.

Valores de halos de inibi¢cdo (mm)
Tipo de solvente

Extracto hexandlico de | Extracto metandlico de S.
S. iliciflium macerado | ilicifolium macerado por
Réplica |por 48 h 48 h
9.3 0
6.7 0
7.4 0
t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances
Variable 1 Variable 2
Mean 7.8 0
Standard deviation 1.194536 0
Observations 3 3
Hypothesized Mean Difference 0
Df 2
t Stat 10.04190116
P(T<=t) one-tail 0.004885803
t Critical one-tail 2.91998558
P(T<=t) two-tail 0.009771606
t Critical two-tail 4.30265273

Interpretacdo dos resultados: Ha diferencas significativas nos diametros dos halos de inibigdo entre os
extractos preparados com metanol e n-hexano de macroalga Sargassum ilicifolium macerados por 48

horas, P (004 <0,05, deste modo, rejeita-se a hipotese nula.
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