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RESUMO

As macroalgas constituem um habitat bastante favoravel a formagao de
comunidade acompanhante e produzem uma gama de moléculas que podem ser
utilizadas na area biomédica, cosmeética, industria alimentar e farmacéutica, o
que faz destes organismos marinhos um alvo de estudo muito interessante em
termos biotecnolégicos. O género Sargassum esta entre as macroalgas marinhas
mais ricas em termos de comunidade acompanhante. Além disso, este género
esta entre os detentores de compostos antioxidantes, antibacterianos,
antitumorais, antimalaricos, anti-herbivoria e propriedades anti-incrustantes.
Considerando a importante relagdo entre os bancos de algas e a comunidade
epibionte, além da importancia das algas no campo da biotecnologia marinha, o
presente estudo visou a ampliagcdo do conhecimento da espécie S. furcatum
e seus epibiontes, caracterizando as espécies em termos ecoldgicos no que
diz respeito a seus parametros populacionais e sua comunidade acompanhante,
bem como as propriedades antibacterianas de S. furcatum e a influéncia de seus
epibiontes sobre bactérias marinhas atuantes no processo de bioincrustagdo. O
presente estudo mostrou o primeiro crescimento do banco apds cinco anos
de colapso. Os resultados indicaram que no verdo de 2015, o banco de S.
furcatum voltou a apresentar um crescimento e aumento de biomassa significativo
e que suas epifitas acompanharam o padrao de crescimento e senescéncia do
banco. Em termos de atividade antibacteriana, o presente estudo mostrou que
os extratos brutos de S.furcatum nos diferentes solventes de extracido testados
(aquoso, etanol e diclorometano) apresentaram atividade inibitéria. O epifitismo
influenciou, de forma negativa, a acdo dos extratos sobre as cepas de
bactéria utilizadas. Este estudo mostrou que extratos nao epifitados de S.
furcatum, cujo solvente de extracao utilizado seja diclorometano apresentaram
maior poder inibitério sobre o crescimento bacteriano. Conhecendo o
importante papel que o crescimento de bactérias e a formacdo do biofilme
tem na fase inicial da bioincrustagdo, tal extrato deve possuir compostos
bioativos antibacterianos promissores para a sintese de anti-incrustantes para o

desenvolvimento de tintas a base de produtos naturais.

Palavras-chaves: Comunidade epibionte. Atividade antibacteriana. Bioincrustagéo.



ABSTRACT

Macroalgae constitute a favorable habitat for a rich and diverse associated
community. They are able to produce a wide range of biomolecules with
application in biomedicine, cosmetics, food, and pharmaceutical industries and
because of those properties, these organisms have been studied for
biotechnological applications. The genus Sargassum is one of the richest marine
macroalgae regarding associated community. Furthermore, the algae of this
genus have compounds with antioxidant, antitumoral, antimalarial, antiherbivore
and antifouling properties. Considering the important relation between algal beds
and epibiont community, as well as their importance to marine biotechnology
research, the present study aimed to increase the knowledge about Sargassum
furcatum (Kuetzing,1843) and its epibionts. Population parameters and their
associated fauna were studied. Moreover, we tested the antibacterial properties
of S. furcatum and its epibionts on marine bacteria present in biofouling growth.
The present study was performed after five years of a collapse in the seasonal
growth of the bed. Our results indicated that in the summer of 2015, the S. furcatum
bed showed a remarkable growth and biomass increase, followed by the growth of
epiphytes until the senescence of the host algae, despite the years of negligible
growth. In terms of antibacterial activity, the present study showed that the crude
extracts of S.furcatum showed inhibitory activity using different extraction solvents
(aqueous, ethanol and dichloromethane). Epiphytism influenced negatively the
action of the extracts on the bacterial strains used. Our findings indicated that
extracts of S. furcatum in dichloromethane (without epiphytes) showed superior
inhibition on bacterial growth. Considering the important role of bacterial growth and
the formation of the biofilm to the initial phase of biofouling, the extracts obtained
from the algae might have promising antibacterial compounds that could be used for

the development of a natural product-based antifouling paint.

Key-words: Epibiont community. Antibacterial activity. Biofouling.
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INTRODUGAO GERAL

As algas macroscopicas sao vegetais que apresentam habito de vida,
geralmente, bentbnico. Elas sao divididas em trés filos: Rhodophyta (algas
vermelhas), Chlorophyta (algas verdes) e Ochrophyta (algas pardas). Algas séo
organismos fotossintetizantes, cujo pigmento principal é a clorofila "a". Tanto
microalgas quanto macroalgas, que sao visiveis a olho nu, constituem os principais
organismos autotréficos em ecossistemas aquaticos (Azevedo & Nauer, 2012).

Nos ambientes marinhos, as macroalgas se mostram importantes por
contribuirem na produtividade primaria e na estrutura fisica do local onde vivem
(Oliveira Filho, 2002; Schiel & Foster, 2006). Sdo encontradas em aguas costeiras e
em regides tropicais, temperadas e polares (Santelices, 2007). Constituem um
habitat bastante favoravel a formagado de comunidade acompanhante, ja que podem
servir de habitat para sésseis e vageis, permanentes ou temporarios,
respectivamente (Barreto, 1999).

As macroalgas pardas (Ocroéfitas) costumam colonizar a regido infralitoral e
areas com maior profundidade, porém, necessitam de grande intensidade de luz
solar para realizar a fotossintese (Correia, 2005). Variam de tamanho, desde formas
microscopicas até as maiores algas marinhas conhecidas, denominadas kelps, cujos
compostos sdo utilizados como estabilizantes e emulsificantes de alguns alimentos e
tintas e na preparagdao de pomadas e suspensdes (Vidotti & Rollemberg, 2004).

De um modo geral, as ocrofitas atraem diversos invertebrados e abrigam uma
comunidade bem diversa (Jacobucci & Leite, 2002). O género Sargassum é
considerado, dentre as algas pardas Fucales, o que apresenta morfologia mais
complexa e esta entre as macroalgas marinhas mais ricas em termos de
comunidade acompanhante (Cacabelos et al., 2010; Széchy & Paula, 1997).
Possuem aproximadamente 350 espécies catalogadas (Guiry, 2015), com ampla
distribuicdo e ocorrem em regides tropicais, subtropicais e temperadas de ambos
hemisférios (Veloso & Széchy, 2008), destacando-se na flora bentdnica de regides
tropicais e sub tropicais quanto a biomassa e cobertura. Também apresentam
complexa morfologia (Széchy, 1996) e sao fortes competidoras (Norton, 1977).
Abundante no litoral brasileiro, tal género possui ampla distribuicdo e representativa
biomassa no sudeste do pais (Széchy, 1996). E representado por onze espécies
(Paula & Eston, 1987), seis destas sdo encontradas no Rio de Janeiro (Széchy &
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Cordeiro-Marino, 1991).

Em Arraial do Cabo, Rio de Janeiro, o género Sargassum é encontrado desde
a zona entremarés até o infralitoral (Yoneshigue, 1985). Nessa localidade ocorre o
fendmeno da ressurgéncia que causa variagdo da temperatura média da agua entre
13 e 24° C (Valentin, 1994) e provoca aumento da produtividade local (Yoneshigue,
1985). A espécie Sargassum furcatum, em Arraial do Cabo, desenvolve uma
consideravel biomassa na primavera e no verao e serve de substrato, alimento e
refugio para diversos organismos como crustaceos, moluscos, peixes, esponjas e
algas (Leite & Turra, 2003; Cacabelos et al., 2010).

As algas produzem uma gama de moléculas que podem ser utilizadas na area
biomédica, cosmética, industria alimentar e farmacéutica, o que faz destes
organismos marinhos um alvo de estudo muito interessante em termos
biotecnoldgicos (Barsanti & Gualtieri, 2006), pois séo fonte dos mais variados
metabdlitos secundarios (Plaza et al., 2010). Muitas macroalgas também sdo uma
fonte rica de produtos naturais bioativos que apresentam propriedades
antibacterianas, antialgais, antifungicas, antiprotozoarios e anti-incrustantes
(Bhadury & Wright, 2004). No caso das propriedades anti-incrustantes, muitas séo
capazes de produzir compostos que agem como sinais quimicos que podem
influenciar positivamente ou negativamente o estabelecimento de outros organismos,
sejam algas ou invertebrados (Walters et al.,1996).

Por outro lado, as algas pardas constituem o grupo taxonémico mais
conhecido em termos de produtos naturais, sendo caracterizado pela presenga de
polifendis e hidrocarbonetos volateis e por seus esterdis e carotendides (Teixeira,
2002). Alginatos, componentes estruturais desse grupo, sdo de grande valia, pois
sao utilizados em alimentos, na industria farmacéutica e em processos industriais
(Moe et al., 1995) apresentando muitas aplicagdes biomédicas e biotecnoldgicas.

Considerando a importante relacédo entre os bancos de algas e a comunidade
epibionte, além da importancia das algas no campo da biotecnologia marinha, o
presente estudo visa a ampliagdo do conhecimento da espécie S. furcatum e seus
epibiontes, caracterizando as espécies em termos ecoldgicos, no Capitulo 1, e suas

propriedades antibacterianas, no Capitulo 2.
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CAPITULO 1

Sargassum furcatum (Kiietzing, 1843) e seus epibiontes no arenito da llha de
Cabo Frio, Arraial do Cabo, RJ, Brasil.
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RESUMO

O género Sargassum esta entre as macroalgas marinhas mais ricas em
termos de comunidade acompanhante. Em Arraial do Cabo, RJ, tal género
desenvolve uma consideravel biomassa na primavera e no verao, especialmente na
Ilha do Cabo Frio, onde um extenso banco sazonal de Sargassum furcatum pode ser
encontrado sobre uma formacédo de arenito. Tendo em vista a importante relacéo
entre os bancos de algas e a comunidade epibionte, este estudo visa a
caracterizagao dos parametros populacionais da espécie S. furcatum e seus
epibiontes. Exemplares de S. furcatum foram coletados de dezembro de 2014 a abril
de 2015. Para estimar os parametros populacionais de S.furcatum foram obtidos
dados de biomassa, altura, largura e volume intersticial. A comunidade
acompanhante foi retirada e analisada. Dados abiéticos foram coletados. O banco de
S. furcatum apresentou desenvolvimento sazonal no verdo de 2015, como ja
observado anteriormente, embora tenha havido um colapso e por pelo menos cinco
anos, este nao apresentou biomassa significativa no verdao. A populagdo aumentou
seu crescimento e biomassa, a partir do més de dezembro atingindo seu apice em
fevereiro e marco e entrou na senescéncia no més de abril corroborando a hipotese
de que o crescimento de S.furcatum varia ao longo dos meses de primavera/verao.
Nitrato e fosfato foram os nutrientes que estiveram relacionados ao crescimento da
alga. A biomassa de epifitas acompanhou o padrdo de desenvolvimento da planta-
hospedeira, com maiores valores em fevereiro e margo. Os principais grupos de
epibiontes foram algas, hidrozoarios e briozoarios e sua biomassa total atingiu o
apice no maximo de desenvolvimento do banco de S. furcatum no més de margo. A
fauna vagil foi composta principalmente por crustaceos anfipodas e moluscos. O
material analisado neste trabalho foi coletado no primeiro crescimento do banco
apdés os anos de colapso no crescimento sazonal, indicando a alta resiliéncia e

resisténcia do banco e da comunidade associada.

Palavras-chave: Banco sazonal. Comunidade epifita. Fauna vagil.
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ABSTRACT

The brown algae of the genus Sargassum are among the richest marine
macroalgae in terms of associated community. At Arraial do Cabo, RJ, the genus
Sargassum develops a considerable biomass in the summer, especially at the Cabo
Frio Island, where an extensive seasonal bed of Sargassum furcatum grows on a
sandstone formation. As the relationship between algal beds and the epibiont
community is important, this study aims to characterize the population parameters of
S. furcatum and its epibionts. Specimens of S. furcatum were collected between
December 2014 and April 2015. Data of biomass, height, width and interstitial volume
were obtained to estimate the population parameters of S. furcatum. Epiphytes and
mobile fauna were removed. Abiotic data were obtained during the sampling period.
The S. furcatum bed showed seasonal development in the summer of 2015, as
already observed, although in the previous five years it did not show significant
biomass in the summer. The population increased its growth and biomass from
December reaching the maximum in February and March and entered senescence in
April, corroborating the hypothesis that the growth of S.furcatum varies during the
spring/summer months. Nitrate and phosphate were the nutrients that may be they
were related to algae growth. The epiphytic biomass followed the plant-host
development pattern, with higher values in February and March. The main groups of
epibionts were algae, hydrozoans, and bryozoans. The highest total biomass was
observed in March, when the S. furcatum bed showed the maximum growth. The
mobile fauna was composed mainly by amphipods and mollusks. The material that
was analyzed in this study was collected after the years of collapse in the seasonal

growth of the bed, demonstrating a high resilience and resistance of the community.

Key-words: Seasonal bed. Epiphytes. Associated Community.
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1 INTRODUGAO

O género Sargassum esta entre as macroalgas mais abundantes ao longo do
sudeste do litoral brasileiro podendo formar densos bancos (Paula & Eston, 1987).
Na praia do Farol, llha de Cabo Frio, desde a linha d'agua até uma profundidade de
3 a 5 m, pode ser encontrada uma formagédo de arenito, afloramento geoldgico
normalmente formado por grdos quartzosos consolidados por cimento carbonatico
(Savi et al., 2005). Durante a primavera e o verdo, principalmente, o arenito é
recoberto por um extenso banco sazonal da macroalga Sargassum furcatum
(Gongalves, 1999). Devido a grande biomassa e tamanho que esta alga pode atingir
durante os meses de verao, ela hospeda diversos outros organismos (invertebrados,
algas e peixes), como local de fixagao, abrigo ou alimentagao (Ornellas & Coutinho,
1998; Nogueira- Junior, 2004; Messano & Coutinho, 2006).

As macroalgas e suas epifitas, como produtoras primarias, fornecem matéria
e energia tanto aos organismos consumidores residentes como aos nao-residentes
(Ruitton et al., 2000). Tais organismos podem ser vertebrados, tais como peixes, e
invertebrados, como poliquetas, picnogonideos, moluscos e crustaceos. Esses dois
ultimos s&o os grupos vageis comumente mais abundantes no fital de macroalgas
marinhas, portanto os mais estudados (Ferreira et al., 2001; Chemello & Milazzo
2002; Tanaka & Leite, 2003).

As caracteristicas de um substrato biologico desempenham um papel primario
na distribuicdo da fauna e da flora associadas (Hacker & Steneck, 1990; Martin-
Smith, 1993). A complexidade de uma alga hospedeira se reflete na estrutura da
comunidade associada (Leite & Turra, 2003). O termo complexidade estrutural é
relacionado ao tamanho, area superficial, niumero e disposicdo de ramificagdes,
biomassa, volume e estado fenoldégico (Hull, 1997; Lima, 2002). Macrdfitas podem
favorecer a formacao de microhabitats que permitem o assentamento larval (Walters
& Wethey, 1996; Bourget et al., 1994) e servir de refugio contra predacéao
(Stachowicz & Lindquist, 1997).

Entre os fatores bidticos que influenciam a fauna fital, a sazonalidade dos
ciclos reprodutivos e a complexidade e/ou arquitetura da alga hospedeira sao ditos
como responsaveis pela abundancia e composi¢édo da fauna associada (Jacobi &
Langevin, 1996; Crowe & Underwood, 1998). Predagao (Ornellas, 1998), epifitismo
(Bergey et al., 1995), alta mobilidade, padrdes de migracdo (Lawrie & Raffaelli,
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1998), tamanho da comunidade da alga (Orths et al., 1984) e competicdo (Boadem
et al., 1975) podem explicar as variagdes temporais.

Sabe-se que a alga aumenta a complexidade fisica do habitat e afeta
positivamente a riqueza e abundancia de espécies (Kovalenko et al., 2012). Algas
epifitas e outros organismos sésseis como esponjas, hidrozoarios e briozoarios
aumentam a complexidade da alga (Leite & Turra, 2003). Assim, influenciam na
abundancia e na diversidade da fauna vagil, pois retém sedimento e matéria
organica, servindo como alimento para herbivoros e aumentando a protegédo contra
predadores (Martin-Smith, 1993; Jarvis & Seed, 1996).

No que diz respeito aos fatores abioticos que interferem na estrutura da fauna
fital de macroalgas, a temperatura e a salinidade (Hicks, 1986) sdo os que alteram
os estagios de crescimento e, logo, o tamanho da alga hospedeira (Strauss, 1991),
além do grau de sedimentagao, da profundidade e da turbidez da agua que podem
contribuir para diferengas temporais na comunidade fital (Takeuchi et al.,1987).

Considerados o6timos descritores de ecossistemas, as comunidades
associadas a algas sdo amplamente utilizadas para caracterizar e monitorar os
ecossistemas aquaticos, através de dados de composicao de espécies e abundancia
(Mannino, 2010). No entanto, poucos estudos analisam a ecologia das comunidades
de epifitas. Tais organismos sao componentes importantes das comunidades
marinhas e sua ocorréncia € relacionada a complexas interagdes entre a hospedeira

e as epifitas (Levin & Mathieson,1991).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os parametros populacionais do banco de S. furcatum e seus
epibiontes no arenito da Ilha de Cabo Frio, através da analise quali-quantitativa da

comunidade associada em um ciclo sazonal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estimar os parametros populacionais relacionados ao crescimento de S.
furcatum no arenito da llha de Cabo Frio.

Caracterizar quali-quantitativamente as espécies de epibiontes na populagao
de S.furcatum no arenito da llha de Cabo Frio.

Descrever e comparar a variacao temporal da comunidade associada a S.

furcatum no arenito da llha de Cabo Frio durante o verao 2014/2015.

3 HIPOTESES

HO: O crescimento do banco de S. furcatum da llha do Cabo Frio ndo varia ao
longo dos meses de primavera/verao, apds cinco anos sem desenvolver biomassa
significativa.

H1: O crescimento do banco de S. furcatum da llha do Cabo Frio varia ao
longo dos meses de primavera/verao, apos cinco anos sem desenvolver biomassa

significativa.

HO: A comunidade associada a S. furcatum nao varia ao longo dos meses de
verao no banco formado no arenito da Ilha do Cabo Frio.
H1: A comunidade associada a S. furcatum varia ao longo dos meses de

verao no banco formado no arenito da llha do Cabo Frio.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 AREA DE ESTUDO

O presente estudo foi realizado em Arraial do Cabo, no Rio de Janeiro. A
regido caracteriza-se por uma peninsula irregular com praias, costdes rochosos e

ilhas (Candella, 2009) (Figura 1).

Figura 1. Regido de Arraial do Cabo, RJ.

1}
. *w‘*“"‘ﬂ\k Brasil: regiao sudeste

Arraial do Cabo, RJ
23°8
Fonte: Google Earth

A regiao centro-sul da costa brasileira, onde se localiza Arraial do Cabo, é
influenciada pelo fendmeno da ressurgéncia caracterizado pelo afloramento de
aguas profundas, frias e ricas em nutrientes provenientes da corrente do Atlantico
Sul. Tal fendbmeno enriquece a biota marinha com espécies tipicas de aguas frias
que se encontram em altas profundidades (Valentin, 1994).

O ponto de coleta foi o arenito localizado em frente a praia da Ilha do Cabo
Frio, onde ha presenga de um banco sazonal de S. furcatum que, geralmente,

durante a primavera e o verdo, desenvolve uma biomassa bastante significativa
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(Gongalves, 1999) (Figura 2).

Figura 2. Banco sazonal de S.furcatum,
Ilha do Cabo Frio, Arraial do cabo, RJ.

il
Vaargasa‘.um furcatum bed

Fonte: Google Earth

4.2 PARAMETROS ABIOTICOS

Foram coletados semanalmente dados abidticos durante o periodo de coleta
na regido da Praia do Farol, na llha do Cabo Frio. Foram mensurados os
parametros: temperatura da agua, com um termémetro de mercurio, pH, salinidade,
com um condutivimetro, nutrientes e pigmentos. Todas as analises foram realizadas
pelo Departamento de Quimica e Geologia Marinha do IEAPM. Vale ressaltar que

nao foram coletados dados de pigmentos no més de dezembro.

4.3 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram coletados, mensalmente, no periodo de dezembro de 2014 a abril de
2015, 10 exemplares da espécie S. furcatum, aleatoriamente, no banco formado na
llha do Cabo Frio.

O total de 50 exemplares foram extraidos manualmente por meio de mergulho
autdbnomo, manualmente a partir do apressério e colocadas em sacos herméticos

para serem levadas até o laboratério, onde foram fixadas e conservadas em solugao
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de formol a 10% para posterior analise.

4.4 ANALISE EM LABORATORIO

Para estimar os parametros populacionais de S.furcatum foram obtidos os
seguintes dados de metade dos exemplares amostrados (n=25): biomassa, altura,
largura e volume intersticial a cada més de coleta das plantas.

A fim de se obter volume intersticial, biomassa, altura e largura, cada
macroalga, foi lavada em agua corrente para a retirada de detritos e deixada sobre
papel absorvente, para a retirada do excesso de agua. Em seguida, as algas foram
medidas com régua graduada quanto a altura e largura. As algas, entdo, foram
secas ao ar e a sombra em temperatura ambiente em torno de 24° C por 24 horas, e
depois pesadas (peso seco) para obtencao dos valores de biomassa. As pesagens
foram feitas em balanga de precisao com trés casas decimais.

O volume intersticial, definido como espaco fisico real formado pela alga, foi
obtido através da subtracdo entre o volume de canopia e o volume deslocado
através das férmulas:

VI=VC-VD
onde,
VI: volume instersticial
VC: volume de candpia

VD: volume deslocado

O volume deslocado por cada alga foi medido através do volume ocupado da
alga a partir de sua imersao em uma proveta. A partir da multiplicacdo dos dados de
altura, largura e comprimento de cada exemplar de S. furcatum foi obtido o volume
de canopia através da férmula:

VC=CxLxh
onde,
C: comprimento
L: largura
h: altura
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Os dados para calcular o volume de candpia foram obtidos colocando a alga
em um aquario de forma ereta, com seu apressorio voltado para o fundo e preso por
um peso de chumbo. Com a alga estabilizada foram medidas: sua altura maxima do
talo (da base do apressorio ao apice do maior ramo lateral primario), comprimento
maximo e largura maxima, com auxilio de régua graduada (Hacker & Steneck, 1990)
(Figura 3).

Figura 3. Esquema demonstrativo da obtencéo

dos dados do volume de candpia.
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Para a analise qualitativa dos epibiontes, foram retiradas as epifitas da outra
metade das amostras de S. furcatum (n = 25), com auxilio de pinga e/ou lamina sob
lupa e microscopio. A analise quantitativa dos organismos epifitos consistiu em
pesar (peso umido) os exemplares de algas hospedeiras antes e depois da retirada
das epifitas em balancga de precisdo com trés casas decimais a fim de se obter uma
estimativa da biomassa total de epifitas. Apds a pesagem, os epibiontes foram
separados em grandes grupos taxonémicos para posterior identificagdo ao menor
nivel taxondbmico possivel para a analise qualitativa e obtengdo da riqueza de
especies.

O conteudo liquido inicial das amostras foi passado em peneira de 100 ym, a
fim de reter a fauna associada vagil. Posteriormente, as algas foram lavadas em
agua corrente e passadas novamente pela peneira para nova triagem da fauna
associada. Esse processo foi repetido pelo menos trés vezes e a fauna vagil foi
armazenada em formol a 10% para posterior analise.

A fauna vagil previamente triada e armazenada foi quantificada por contagem
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em lupa para obter a densidade (n° de individuos/alga). Para a analise qualitativa, os
invertebrados, primeiramente, foram separados em nivel de grandes grupos
taxondmicos e, posteriormente, foi feita a identificagdo ao menor nivel taxonémico

possivel.

4.5 ANALISE DOS DADOS

Foram realizadas analises de variancia — ANOVA unifatorial para verificar se
os parametros populacionais (biomassa, altura, largura e volume intersticial) variam
signicativamente ao longo do tempo; bem como os valores de biomassa de epifitas
ao longo do tempo, durante o experimento. Em todas as analises foi utilizado um
nivel de significancia de 5% (a=0,05). Para identificar essas diferencgas foi aplicado o
teste a posteriori de Tukey. Os testes estatisticos foram realizados através do
programa GraphPad InStat3.

A fauna vagil foi explorada com a analise ndao-métrica de escalonamento
multidimensional nMDS. Foi utilizada uma matriz de similaridade utilizando o indice
de Bray-Curtis, a partir dos dados, e o teste estatistico ANOSIM para comparar a
comunidade. Em geral, o valor do R global obtido no teste ANOSIM varia entre 0 e 1
indicando o grau de discriminagao entre os grupos. O valor R observado é
estatisticamente significativo se ele ndo pertence a essa distribuicao aleatéria e é
préximo de 1. As analises (hnMDS e ANOSIM) foram realizadas utilizando o programa
PRIMERSG.0.



5 RESULTADOS

5.1 PARAMETROS ABIOTICOS

A temperatura média de fundo no banco de S. furcatum variou de 20,6 ° C
(janeiro) a 23,3 ° C (fevereiro). A menor temperatura absoluta foi registrada em
janeiro (18,7 ° C) e a maior em margo (25,5 ° C). O pH variou, em média, 7,98
(fevereiro) a 8,19 (margo).

menor salinidade foi registrada em marc¢o (35,4) e a maior, em dezembro (Figura 4).

Figura 4. Temperatura, pH e salinidade ao longo do estudo no

A salinidade média variou sempre em torno de 36. A

banco de S.furcatum na llha de Cabo Frio.
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Quanto aos nutrientes, o fosfato (PO4) variou de 0,09 pmol (dezembro) a 0,42
pmol (abril) em valores absolutos, apresentando maior média de 0,30 umol (abril) e

menor média de 0,13 umol (dezembro) (Figura 5).

Figura 5. Média e desvio mensal de fosfato ao longo do estudo no

banco de S.furcatum na llha de Cabo Frio.
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A concentracao de nitrito (NO2) variou de 0,00 ymol (margo) a um maximo
0,13 pymol (abril) apresentando maior e menor média nos meses de janeiro € margo,
0,06 umol e 0,02 umol, respectivamente. Nitrato (NO3) variou de 0,09 umol (abril) a
1,80 (fevereiro) em valores absolutos, com médias variando de 0,30 pmol (margo) a
0,70 pymol (fevereiro). O nivel de aménia (NH4) apresentou minima de 0,74 pmol
(dezembro) e maxima de 2,10 pymol (margo) e suas médias variaram de 1,00 ymol

(janeiro) a 1,40 umol (margo) (Figura 6).
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Figura 6. Média e desvio mensal de nitrito, nitrato e amdnia ao longo do estudo no

banco de S.furcatum na llha de Cabo Frio.
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No que diz respeito aos pigmentos, a Clorofila a variou de 0,16 mg/m?
(janeiro) a 0,62 mg/m? (abril) em valores absolutos, apresentando menor e maior
média, em fevereiro e abril, 0,27 mg/m® e 0,4 mg/m?3, respectivamente. O Clorofila b
apresentou minimo de de 0,04 mg/m?3 (fevereiro) e maximo de 0,21 mg/m? (janeiro)
apresentando menor média de 0,08 mg/m3, em fevereiro e maior média de 0,12
mg/m?3 em janeiro. A Clorofila ¢ variou de 0,06 mg/m?3 (fevreiro) a 0,4 mg/m?3 (janeiro)
em valores absolutos, com médias menor e maior em margo e abril, 0,2 mg/m3 e
0,28 mg/m?, respectivamente. O nivel de Feofitina variou de 0,0 mg/m? (janeiro e
fevereiro) a um maximo de 0,56 mg/m? (abril). Suas médias variaram entre 0,07

mg/m?3 (fevereiro) e 0,23 mg/m? (margo) (Figura 7).
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Figura 7. Média e desvio mensal de pigmentos ao longo do estudo no

banco de S.furcatum na llha de Cabo Frio.
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5.2 PARAMETROS POPULACIONAIS

Os dados de biomassa (peso seco) dos individuos de S. furcatum mostraram
maiores valores em margo atingindo média de 28,2062 g, seguido pelos meses de
fevereiro e abril com 9,0362 g e 4,5262 g em média, respectivamente. A menor
biomassa foi verificada em janeiro com média de 1,3468 g (Figura 8). A analise de
variancia mostrou diferenca significativa entre o més de margo e os meses de
dezembro, janeiro e abril, mas ndo mostrou diferenga significativa entre fevereiro e
margo (p=0,0022 e F=6,109).
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Figura 8. Média e desvio mensal da biomassa dos individuos de S.furcatum no

banco da Ilha de Cabo Frio.
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Plantas de maior altura foram observadas no més de fevereiro com média de
33,25 cm, seguido pelos meses de margo com média de 32,37 cm e abril com média
de 17,50 cm. As plantas menores foram observadas em dezembro com média de 5,5
cm de altura (Figura 9). A analise de varidancia mostrou diferenga significativa entre o
més de margo e os meses de dezembro, janeiro e abril, mas ndo mostrou diferencga

significativa entre fevereiro e marco (p<0,0001 e F=23,57).

Figura 9. Média e desvio mensal da altura dos individuos de S.furcatum no

banco da Ilha de Cabo Frio.
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Quanto a largura das plantas, os maiores valores foram encontrados em
margo, com média de 27,5 cm, seguido pelos meses de fevereiro e janeiro com,
respectivamente, 17,5 cm e 7,7cm de média (Figura 10). Os valores menores para
largura da alga foram verificados no més de dezembro com média de 7,6 cm. A
analise de variancia mostrou diferenga significativa entre o més de margo e todos os
outros meses (p<0,0001 e F=17,100).

Figura 10. Média e desvio mensal da largura dos individuos de S.furcatum no

banco da Ilha de Cabo Frio.
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O maior volume intersticial foi encontrado em margco com média de 6275, 5
cm3, seguido por fevereiro com 5340,5 cm® em média e abril com média de 793,7
cm3. O menor volume intersticial foi observado em dezembro com média de 133,5
cm?® (Figura 11). A andlise de varidncia mostrou diferenca significativa entre o més
de margo e os meses de dezembro, janeiro e abril, mas ndo mostrou diferenga

significativa em relacao a fevereiro (p<0,0001 e F=11,840).



33

Figura 11. Média e desvio mensal do volume intersticial dos individuos de S.furcatum

no banco da llha de Cabo Frio.
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5.3 ANALISE DA COMUNIDADE EPIFITA

5.3.1 Analise Qualitativa

Em relacdo a fauna incrustante foram encontrados oito espécies de
hidrozoarios (Tabela 1), poriferos e cirripédios nao identificados e briozoarios

incrustantes da ordem Cheilostomatida, Aetea sp e Watersipora subtorquata.

Tabela 1. Hidrozoarios epibiontes de S. furcatum no banco da Ilha de Cabo Frio.

Familia Espécie
Haleciidae Nemalecium lighti (Hargitt, 1924)

Campanulariidae Clytia gracilis (Sars, 1850)
Campanulariidae Clytia linearis (Thorneley, 1900)
Campanulariidae Obelia dichotoma (Linnaeus, 1758)
Campanulariidae Orthopyxis sargassicola (Nutting, 1915)

Sertularidae  Dynamena quadridentata (Ellis & Solander, 1786)

Sertularidae Sertularia distans (Lamouroux, 1816)

Em relacdo a analise qualitativa das algas epifitas foram encontrados 15
taxons reunidos em 11 familias (Tabela 2). Entre as familias encontrou-se duas
Clordfitas, duas Ocrofitas e sete Roddfitas. A maior riqueza foi encontrada no més

de fevereiro, 13 taxons.
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Tabela 2. Espécies de algas epifitas de S.furcatum no banco da Illha de Cabo Frio.

Filo Familia Género/Espécie
Rhodophyta  Ceramiaceae Centroceras sp.
Rhodophyta  Ceramiaceae  Spyridia filamentosa (Wulfen) Harvey in Hooker, 1833)
Rhodophyta  Coralinaceae Jania sp.
Rhodophyta Cystocloniaceae Hypnea cf. cervicomnis (J. Agardh, 1851)
Rhodophyta Cystocloniaceae Hypnea ef. cornuta (Kutzing) J. Agardh, 1851)
Rhodophyta Cystocloniaceae Hypnea sp.
Rhodophyta Dasyaceae Dasya sp.
Rhodophyta Gelidiaceae Gelidium sp.
Rhodophyta Rhodomelaceae Herposiphonia tenella (C.Agardh) Ambronn, 1880)
Rhodophyta Rhodomelaceae Laurencia sp.
Rhodophyta Solieriaceae Wurdemannia sp.
Chlorophyta  Caulerpaceae Caulerpa ambigua (Okamura, 1897)
Chlorophyta  Derbesiaceae Derbesia sp.
Ochrophyta Acinetosporaceae Feldmannia sp.
Ochrophyta Sphacelariaceae Sphacelaria tribuloides (Meneghini, 1840)

5.3.2 Analise quantitativa

Em média, o més de margo apresentou maior biomassa total de epifitas (peso
umido) com 22,007 g, seguida pelo més de fevereiro com média de 7,6848 g e abril
com 4,1288 g em média. J& a menor média mensal de biomassa de epifitas foi

observada em janeiro com 0,839 g (Figura 12).

Figura 12. Média e desvio mensal da biomassa da comunidade epifita de S.

furcatum no banco da llha de Cabo Frio.
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O maior percentual de biomassa de epifitas foi observado no més de

dezembro, quando a biomassa de 2,692 g por individuo correspondeu a

aproximadamente 46 % do peso total da planta, e o menor percentual de biomassa

foi encontrada em janeiro, onde a biomassa de 2,996 g por individuo equivaleu a

cerca de 3 % do peso total da planta. Em média, o més de abril apresentou o maior

percentual de epifitas, 22 % aproximadamente em relagdo ao peso da alga, e o més

de janeiro, o menor percentual, por volta de 10 % em relacdo ao peso da alga

(Tabela 3).

Tabela 3. Peso umido e percentual para estimativa da biomassa total da comunidade

epifita a S. furcatum.

Réplicas Planta1 Planta2 Planta3 Planta4 Planta5 Média Desvio
Dezembro
Peso umido C/E (g) 11,16 3,928 5,81 5,745 7,214
Peso umido S/E (g) 10,392 3,436 3,118 4,503 6,093
Biomassa total de epifitas (g) 0,768 0,492 2,692 1,242 1,121 1,263 0,851
% de epifitas 6,88% 1252% 46,33% 21,61% 1553% 20,57% 15,348
Janeiro
Peso umido C/E (g) 14,025 16,587 6,081 5,718 8,68
Peso umido S/E (g) 13,301 15,988 4,327 5,269 8,011
Biomassa total de epifitas (g) 0,724 0,599 1,754 0,449 0,669 0,839 0,521
% de epifitas 516% 361% 2884% 7,85% 7,70% 10,63% 10,333
Fevereiro
Peso umido C/E (g) 63,025 41,067 50,797 87,667 95,944
Peso umido S/E (g) 52,862 34,315 40,083 84,671 88,145
Biomassa total de epifitas (g) 10,163 6,752 10,714 2,996 7,799 7,684 3,089
% de epifitas 16,12% 16,44% 21,09% 341% 8,12% 13,04% 7,117
Margo
Peso umido C/E (g) 118,575 187,216 212,662 36,344 71,036
Peso umido S/E (g) 101,092 163,531 170,119 32,027 63,201
Biomassa total de epifitas (g) 17,483 23,685 42,543 4,317 7,835 19,172 15,154
% de peso de epifitas 14,74% 12,65% 20,00% 11,87% 11,02% 14,06% 3,596
Abril
Peso umido C/E (g) 31,153 8,09 14,426 9,946 15,929
Peso umido S/E (g) 21,257 7,786 10,27 7,11 12,477
Biomassa total de epifitas (g) 9,896 0,304 4,156 2,836 3,452 4,128 3,536
% de epifitas 31,76% 3,75% 28,80% 2851% 21,67% 22,90% 11,324

*S. furcatum com epifita (C/E), S. furcatum sem epifita (S/E), percentual de peso de epifitas
em relagdo ao peso total, (% epifita).
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No que diz respeito a analise de varidncia dos valores de biomassa total de
epifitas, houve diferenca significativa entre o més de marcgo (apice de crescimento do
banco) e os meses de dezembro (inicio do crescimento), janeiro e abril
(senescéncia), mas nao houve diferenga significativa entre fevereiro e margo
(p=0,0034 e F=5,615).

5.4 ANALISE DA COMUNIDADE VAGIL

5.4.1 Analise qualitativa

Foram encontrados nove grupos de invertebrados associados a S. furcatum:
Foraminifera, Cnidaria - Actiniaria, Platyhelmintes - Turbellaria, Nemertea,
Nematoda, Sipuncula, Anellida - Polychaeta, Mollusca e Arthropoda, entre dezembro
e abril. Cabe ressaltar que Actinaria (anémonas) foram encontrados junto a fauna
vagil, apesar de serem sésseis.

Foram observados artrépodes das classes Pycnogonida e Crustacea. Os
crustaceos foram representados por anfipodas gamarideos e caprelideos, além de
ostracodas, isopodas e decapodas representados pelas as familias Xanthidae,
Grapsidae e Maijidae, esta ultima encontrada em todos os meses.

Moluscos, representado por gastropodes e bivalves, foram identificados

totalizando 22 taxons encontrados durante todo o estudo (Tabela 4).
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Tabela 4. Moluscos associados a S.furcatum no banco da llha de Cabo Frio.

Classe Familia Espécie

Bivalvia Calyptraeidae Bostrycapulus odites (Collin, 2005)

Bivalvia Hiatellidae Hiatella arctica (Linnaeus, 1767)

Bivalvia Mytilidae Modiolus carvalhoi (Klappenbach,1966)

Bivalvia Mytilidae Musculus lateralis (Say, 1822)

Bivalvia Ostreidae Ostrea sp.
Gastropoda Calyptraeidae Bostrycapulus odites (Collin, 2005)
Gastropoda Cerithiidae Bittiolum varium (Pfeiffer,1840)
Gastropoda Columbellidae Astyris lunata (Say,1826)
Gastropoda Columbellidae Columbella mercatoria (Linnaeus,1758)
Gastropoda Columbellidae Costoanachis sertulariarum (D'Orbigny, 1841)
Gastropoda Columbellidae Mitrella dichroa (G.B. Sowerby 1,1844)
Gastropoda Columbellidae Nassarina minor (C.B. Adams, 1845)
Gastropoda Columbellidae Nassarina sp.
Gastropoda Epitoniidae Epitonium aff. krebsi (Moch, 1874)
Gastropoda  Fissurellidae Fissurela clenchi (Farfante, 1943)
Gastropoda Litiopidae Alaba incerta (D'Orbigny, 1841)
Gastropoda Lottidae Lottia subrugosa (D'Orbigny, 1846)
Gastropoda Muricidae Morula nodulosa (C.B. 1845)
Gastropoda Muricidae Stramonita brasiliensis (Claremont e D.G.Reid,2011)
Gastropoda Nassariidae Nassatrius sp.
Gastropoda Olividae Olivella minuta (Link, 1807)
Gastropoda Rissoidae Alvania aff. auberiana ( D'Orbigny,1842)

Dentre as poliquetas, foram encontradas dez familias: Capitelidae,
Cirratulidae, Dorvilleidae, Eunicidae, Nereididae, Pilargidae, Sabellidae, Serpulidae

(incrustante encontrada junto a comunidade vagil), Spionidae e Syllidae.

5.4.2 Analise quantitativa

Crustaceos, principalmente Gamarideos e Caprelideos, mostraram-se 0os mais
abundantes em todos os meses com média maxima de 1250 individuos por alga no
més de fevereiro e minima de 200,7 individuos por alga no més de dezembro.
Decapoda também foi encontrado em todos os meses e apresentou média maxima
de 2,7 individuos por alga, em dezembro e minima de 0,2 individuos por alga, em
abril. Isopoda somente nao foi encontrado no més de fevereiro e apresentou média
maxima de 0,6 individuos por alga, em margo e média minima de 0,2 individuos por
alga, em janeiro. Por outro lado, o grupo Ostracoda foi encontrado apenas nos

meses de dezembro e janeiro com médias de 28 individuos por alga e 19,3
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individuos por alga, respectivamente (Figura 13). Artropodes da classe
Pycnogonida também foram encontrados nestes meses com médias de 0,1 e 0,2

individuos por alga, respectivamente.

Figura 13. Média e desvio mensal da densidade de crustaceos associados

a S. furcatum no banco da Ilha de Cabo Frio.
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Os moluscos foram observados em todos os meses, sendo o grupo mais
numeroso, depois dos crustaceos, em fevereiro, margo e abril. Representado por
gastropodes e bivalves, Mollusca atingiu médias maxima de 482,25 individuos por
alga no més de marco e minima de 3,4 individuos por alga no més de dezembro
(Figura 14).
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Figura 14. Média e desvio mensal da densidade de moluscos associados a S.

furcatum no banco da llha de Cabo Frio.

700 ~
600 ~
500 +
400 ~
300 -

200 ~

100
0 —— i

Dez Jan Fev Mar Abr

Densidade {média mensal de
individuos/alga)

Meses do ano

Poliquetas (Anellida - Polychaeta) foram encontradas em todos os meses e
apresentaram maior abundancia no més de dezembro com média de 27,6 individuos
por alga, sendo o segundo grupo mais representativo depois dos crustaceos (Figura
15). No més de janeiro foi encontrada a maior riqueza com nove familias. A menor
rigueza, com trés familias cada foi encontrada nos meses de margco e abiril.

Sabellidae e Syllidae foram encontradas em todos os meses de estudo.

Figura 15. Média e desvio mensal da densidade de poliquetas associadas a S.

furcatum no banco da llha de Cabo Frio.
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Anémonas (Cnidaria - Actiniaria) foram encontradas em todos os meses e
apresentaram maior abundéncia no més de janeiro com média de 42,4 individuos
por alga, quando foram o segundo grupo mais abundante depois dos crustaceos
(Figura 16).

Figura 16. Média e desvio mensal da densidade de anémonas associadas a S.

furcatum no banco da llha de Cabo Frio.
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Em relacdo a densidade dos invertebrados com menor abundancia,
foraminiferos s6 foram encontrados em dezembro. Planarias (Platyhelmintes -
Turbellaria) foram encontradas em todos os meses. Nemertineos (Nemertea) foram
encontrados em todos os meses, exceto janeiro. Nematédeos (Nematoda) foram
encontrados somente nos meses de dezembro e janeiro. Um individuo do Filo
Sipuncula, pertencente ao género Phascolosoma, foi encontrado no més de

dezembro (Figura 17).
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Figura 17. Média e desvio mensal da densidade dos invertebrados menos

abundantes associados a S. furcatum no banco da llha de Cabo Frio.
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O teste estatistico ANOSIM para comparar a densidade dos organismos da
comunidade durante o ciclo de S. furcatum gerou Rgiobal N0 valor de 0,571. A analise
nao-métrica de escalonamento multidimensional nMDS mostrou maior similaridade
entre janeiro e fevereiro e entre margo e abril. O més de dezembro né&o foi similar a

nenhum outro més (Figura 18).

Figura 18. Analise ndo-métrica de escalonamento multidimensional nMDS.

[Resemblance: $17 Bray Curtis similarity |

2D Stress: 0,06 || tempo
A Dez
O Jan
H Fev
O Mar
@® Abr




42

6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que a populacédo de S.
furcatum, espécie-engenheira do banco de algas do arenito da Ilha de Cabo Frio,
aumentou seu crescimento e biomassa, a partir do més de dezembro atingindo seu
apice em fevereiro e margo e entrou na senescéncia no més de abril. Esse
crescimento associado a ocorréncia do fendmeno da ressurgéncia ja foi descrito em
diversos trabalhos que estudaram o banco de S. furcatum da llha de Cabo Frio
(Ornellas & Coutinho, 1998; Godoy & Coutinho, 2002; Nogueira-Junior, 1999 e 2004;
Messano & Coutinho, 2006).

Em seu estudo sobre a influéncia dos nutrientes no crescimento do banco de
S. furcatum em fungdo do fendmeno da ressurgéncia, Gongalves (1999) verificou
que o input de nitrato e fosfato causado pela ressurgéncia teve relagao direta com o
desenvolvimento do banco. Como foi possivel observar nos resultados do presente
estudo, as concentragdes de nitrato foram as maiores dentre os nutrientes e o
aumento de fosfato observado em janeiro podem ter refletido no crescimento do
banco. Entretanto, as concentragcdes dos outros nutrientes ndo mostraram alta nos
valores, nem padrao claramente relacionado com a ocorréncia da ressurgéncia.
Entretanto todos os parametros populacionais de S. furcatum (biomassa, altura,
largura e volume intersticial) mostraram que em fevereiro e margo o
desenvolvimento do banco atingiu seu maximo.

Os dados populacionais do apice de crescimento do banco obtidos neste
estudo, maximas de 33,25 cm (altura), 28,20 g (biomassa) e 27,50 cm (largura),
assemelham-se em termos de valores e de relagdo entre eles aos relatados por
Nogueira Junior (1999), para altura e biomassa, onde foram observados maximas de
32,50 cm e 21,94 g, respectivamente, e por Gongalves (1999) para altura e largura,
onde foram verificados maximas de 35,0 cm e 30,0 cm, respectivamente, no mesmo
local, no verao de 1997. Ambos verificaram pico de crescimento do banco em janeiro
e fevereiro, respectivamente, ao invés de fevereiro e margo como neste estudo.

A biomassa de epifitas acompanhou o padrdao de desenvolvimento da planta-
hospedeira, com maiores valores em fevereiro e margo. O crescimento proporcional
entre a biomassa de epifitas e a biomassa do Sargassum foi constatado em outros
trabalhos como Reis et al. (2003) e Széchy & Sa (2008). Contudo, foi constatada

uma relagao inversa entre biomassa e epifiismo em um banco de Sargassum
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localizado em Ubatuba (Leite & Turra, 2003). Logo, a relacdo alga-substrato e
epifitas nem sempre é positiva (D’Antonio, 1985). Tanto fatores abidticos (como
temperatura e nutrientes), quanto fatores bidticos como herbivoria, competicdo e
epifiismo podem justificar a variagdo da altura e biomassa da planta durante o
desenvolvimento (Chapman, 1995), embora o grau de epifitismo e sua relagédo com o
desenvolvimento da alga hospedeira ainda ndo possua padrdo bem definido. Por
outro lado, o percentual da comunidade epifita em relagdo ao peso total da alga
mostrou que, em média, os maiores valores percentuais se relacionaram com o
inicio do crescimento e a senescéncia (maior percentual médio) do banco, tal fato
pode estar ligado a condigdes fisioldgicas da planta e/ou a producéo de metabdlitos
secundarios.

Os grupos de organismos epifitos mais representativos em S. furcatum foram
algas, briozoarios e hidrozoarios. Dentre as algas, o presente estudo mostrou que a
maior riqueza foi de rodoficeas, principalmente do género Hypnea, como também
observado por Széchy (1996), que desenvolveu um extenso trabalho sobre
populagdes de Sargassum e suas epifitas nos litorais do Rio de Janeiro e Sao Paulo.
Széchy néo descreveu como epifitos os géneros Feldmannia e Wurdemannia, que
foram observados no presente estudo. No que diz respeito a fauna incrustante,
foram identificados, além de briozoarios e hidrozoarios, poliquetos e cirripédios,
também identificados por Ramalho (2001) em seu trabalho sobre a epifauna séssil a
S. furcatum no mesmo local de estudo. Dentre os seis géneros de hidrozoarios
encontrados, quatro (Dynamena, Clytia, Obelia e Orthopyxis) foram descritos por
Ramalho (2001) e um (Sertularia) foi descrito como epifitos em Sargassum por
Széchy (1996). Os dois briozoarios (Aetea sp e Watersipora subtorquata) registrados
no presente trabalho também foram descritos por Ramalho (2001), assim como
serpulideos.

Algas epifitas podem compor a dieta dos herbivoros ou interferir na relacédo
entre a abundancia de pequenos herbivoros e algas-hospedeiras (Bell et al., 1986).
Este estudo mostrou relagado entre biomassa da comunidade epifita e densidade de
anfipodas gamarideos e caprelideos, ambas com valores maximos no més de
margo, mesmo més de maximo desenvolvimento do banco. Tal relagdo foi
constatada por Nogueira Junior (2004) em seu estudo sobre os efeitos fisicos e
bioldgicos na estruturagdo da comunidade fital do banco de S. furcatum da llha de
Cabo Frio, onde sugeriu que essa relacéo pode estar ligada ao valor nutricional e de
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refugio dos epibiontes para com a a comunidade vagil. Anfipodas s&o os principais
componentes da fauna vagil e atingem altas densidades em bancos de macroalgas
de diversas espécies em muitas partes do mundo (Valério-Bernardo & Flynn, 2002;
Pereira et al., 2006). A relacdo de anfipodas associados a S. furcatum foram
estudados na llha de Cabo Frio (Nogueira Junior, 1999 e 2004), em Buzios (Pereira
& Yoneshigue-Valentin, 1999) e também no litoral norte de Sado Paulo (Guth, 2004;
Duarte et al., 2017; Carvalho et al., 2018).

Entretanto, Széchy (1996) em seu estudo descreveu os moluscos, ao invés de
crustaceos, como 0 grupo mais numeroso. A densidade dos moluscos no presente
estudo também foi bastante expressiva e assim como para os anfipodas também
atingiu valores maximos em marg¢o, acompanhando o desenvolvimento do banco.
Cabe ressaltar, que o gastrépode Bittiolum varium foi descrito por Széchy (1996)
como o molusco mais representativo e o mesmo foi observado no banco da llha de
Cabo Frio no presente trabalho. Tal gastrépode é tipico em fital de algas e exibe
habito alimentar detritivoro, embora possam acidentalmente ingerir diatomaceas e
outras microalgas (Jacobucci et al., 2006; Fernandes, 2014).

A analise estatistica dos dados de densidade da fauna vagil mostrou que
apesar dos valores maximos terem sido atingidos em margo, os grupos podem nao
ter acompanhado o crescimento do banco, embora os graficos de crustaceos (Figura
13) e moluscos (Figura 14), grupos mais representativos da fauna vagil, mostrem
uma diminuicdo da densidade com a senescéncia do banco. As densidades
semelhantes entre o periodo maximo de desenvolvimento do banco (margo) e a
senescéncia (abril) (Figura 18) indicam que a fauna vagil pode persistir na planta
hospedeira, mesmo com a queda de foliolos e diminuicdo da altura, embora seja
conhecido que a comunidade vagil tenha alta capacidade de deslocamento e
colonizagao (Gunnil, 1982). Nogueira Junior (1999), em seu estudo sobre o efeito da
arquitetura da alga na comunidade fital no mesmo banco S. furcatum, relatou
correlagao significativa entre a fauna vagil e os parametros biomassa, volume
intersticial e altura, principalmente. No caso do presente estudo, esta correlagdo nao
se aplica.

Em relacdo aos demais grupos encontrados junto a fauna vagil, nematodeos,
poliquetas, sipunculideos, picnogonideos, isdOpodas, decapodas e ostracodas
também foram descritos por Nogueira Junior (1999). O presente estudo
complementa a fauna do arenito do banco de S.furcatum da llha de Cabo Frio,
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descrevendo ainda os grupos Foraminifera, Actiniaria e Turbellaria. Anémonas e
poliquetas, apesar de terem sido encontradas em todos os meses em densidades
relevantes, ndo apresentaram relagdo com o crescimento do banco. Dentre as dez
familias de poliquetas observadas, Capitellidae foi descrita por Almeida e Ruta
(2010) no banco sazonal de S. furcatum.

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, a hipotese proposta inicialmente
sobre o crescimento de S.furcatum foi aceita, visto que o desenvolvimento do banco
de S. furcatum no arenito da llha do Cabo Frio teve de fato um desenvolvimento
acentuado no verdo de 2015, com crescimento a partir de dezembro, apice em
fevereiro e marco e senescéncia em abril. No que diz respeito a hipétese de variagao
da comunidade associada a S. furcatum, esta foi aceita em parte, pois houve um
aumento na biomassa de epibiontes proporcional ao desenvolvimento da alga
hospedeira, porém a fauna vagil pode ter persistido no banco mesmo com a
senescéncia das plantas. Ndo houve uma variacdo expressiva nos aspectos
qualitativos da comunidade associada ao banco de S. furcatum ao longo dos meses.

Por fim, cabe ressaltar que este ecossistema sazonal tdo rico e diverso,
durante alguns anos sofreu um colapso e por pelo menos cinco anos nao apresentou
biomassa significativa no periodo entre novembro e abril (Gongalves, com. Pess.).
Esse fenbmeno foi observado em outros bancos de Sargassum, como o da Prainha
em Arraial do Cabo (Abud, 2011), assim como em outros lugares da costa. O
material analisado neste trabalho foi coletado durante primeiro crescimento do banco
apds os anos de colapso, indicando a alta resiliéncia e resisténcia do banco e da

comunidade associada.
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7 CONCLUSOES

O banco de S. furcatum apresentou desenvolvimento sazonal no verdo de
2015, apéds o colapso, como ja relatado em anos anteriores.

Aumento de fosfato e nitrato aparentemente influenciaram no crescimento do
banco de S.furcatum.

Os principais grupos de epibiontes foram algas, hidrozoarios e briozoarios e
sua biomassa total atingiu o apice no maximo de desenvolvimento do banco
de S. furcatum no més de margo.

A fauna vagil foi composta principalmente por crustaceos anfipodas e
moluscos sua densidade também atingiu o apice no maximo de
desenvolvimento do banco de S. furcatum no més de margo, porém se

manteve durante a senescéncia das plantas.
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RESUMO

A Dbioincrustagdo marinha resulta da colonizagdo de organismos em
superficies de origem antropogénica e esse crescimento pode causar uma série de
prejuizos a atividades maritimas. Bactérias sdo colonizadoras pioneiras em
superficies expostas a agua do mar, formam o biofilme e facilitam a proliferacdo de
outros microorganismos, podendo influenciar no assentamento e na colonizagao de
macroorganismos incrustantes. Assim, interferir no desenvolvimento desses
microincrustantes primarios através de compostos naturais marinhos nao poluentes
€ uma forma promissora de inibir a bioincrustacdo. O uso de tintas a base de
biocidas em estruturas antropogénicas submersas € o método de protecdo mais
aplicado para o controle da bioincrustagdo. Biocidas toxicos também a organismos
nao-alvo foram utilizados por muitos anos, como por exemplo o tributilestanho (TBT),
banido pela Organizagcdo Maritima Internacional (IMO). Desde entdo, existe uma
busca por métodos biocidas naturais. A descoberta de metabdlitos com atividade
biolégica a partir de macroalgas vem crescendo substancialmente. O género
Sargassum esta entre os detentores de compostos antibacterianos e com
propriedades anti-incrustantes. Visto que as bactérias possuem um papel importante
na fase inicial da bioincrustacdo e influenciam no estabelecimento de outros
organismos, este estudo visa avaliar a atividade antibacteriana de Sargassum
furcatum e suas epifitas. Exemplares da alga parda S. furcatum foram coletados e
lavados para a retirada dos detritos e da fauna associada. Retiraram-se as epifitas
de apenas metade das amostras a fim de se obter extratos de algas com e sem
epifitas. Foram utilizados trés solventes: agua destilada, etanol e diclorometano. Foi
feito um ensaio por microdiluicdo em caldo para avaliar a acao inibidora e a
concentragao inibitéria minima (CIM) dos extratos sobre as bactérias incrustantes
Vibrio estuarians, Pseudoalteromonas selyakovii, Polibacter irgensi, Pseudomonas
fluorescens e Shewanella putrefaciens. Os extratos de S. furcatum nao epifitados
apresentaram maior atividade antibacteriana em relagao aos epifitados com solvente
diclorometano. Os extratos em meio aquoso e de etanol também apresentaram
atividade antibacteriana, mas em menor percentual. Nos extratos nao epifitados, as
maiores inibicbes ao crescimento bacteriano foram sobre P. selyakovii e P.
fluorescens, no extrato de diclorometano, S. putrefaciens e V.estuarians, no extrato
aquoso, e P. selyakovii, no extrato de etanol. As cepas de S. putrefaciens foram as
que mais sofreram inibicdo por parte dos extratos epifitados, juntamente com V.
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estuarians, nos extratos de diclorometano e aquoso, e com P. irgensi, no extrato de
etanol. Em geral, a concentragdo minima inibitoria dos extratos foi de 1 ug/ml sobre
todas as bactérias, exceto pelo extrato de etanol com epifitas sobre a bactéria P.
selyakovii, onde a CIM foi 5 pug/ml. A hipotese de que o epifiismo influencia na
atividade antibacteriana de S. furcatum foi confirmada. Observou-se que extratos
epifitados tem atividade antibacteriana menor do que os extratos ndo epifitados.
Sendo assim, extratos nado epifitados de S. furcatum, cujo solvente de extragéo
utilizado seja diclorometano parecem possuir compostos bioativos antibacterianos
promissores para a sintese de anti-incrustantes para o desenvolvimento de tintas a

base de produtos naturais.

Palavras-chave: Bioincrustagéo. Biocidas. Epifitas.
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ABSTRACT

Marine biofouling results from the colonization of organisms on anthropogenic
surfaces and its growth can be harmful to marine activities. Bacteria are pioneer
organisms on surfaces exposed to seawater, forming the biofilm that facilitates the
proliferation of other microorganisms, and can influence the settlement and
colonization of fouling macroorganisms. Hence, interfering with the development of
these primary colonizers using a natural and non-toxic marine product might be a
promising method of biofouling inhibition. The use of biocide-based paints on
structures is the common method for biofouling control. Biocides toxic also to non-
target organisms have been used for years, as for example, tributyltin (TBT) banned
by the International Maritime Organization (IMO). Since then, a search for natural
biocidal methods has been initiated and metabolites with biological activity from
macroalgae has noticeably increased . The genus Sargassum is known by
antibacterial compounds and anti-fouling properties. Since bacteria play an important
role in the initial phase of biofouling and influence the establishment of other
organisms, this study aims to evaluate the antibacterial activity of Sargassum
furcatum and its epiphytes. Samples of the brown algae S. furcatum were collected
and washed to remove debris and associated fauna. The epiphytes were removed
from half of the samples in order to obtain algae extracts with and without epiphytes.
Three solvents were used: distilled water, ethanol and dichloromethane. A broth
microdilution assay was performed to evaluate the inhibitory action and minimum
inhibitory  concentration (MIC) of the extracts on Vibrio estuarians,
Pseudoalteromonas selyakovii, Polibacter irgensi, Pseudomonas fluorescens and
Shewanella putrefaciens. The extracts without epiphytes of S. furcatum showed
higher antibacterial activity than extracts with epiphytes with dichloromethane. The
extracts in aqueous and ethanol also presented antibacterial activity, but in a smaller
proportion. In the extracts without epiphytes, the greatest inhibitions on bacterial
growth were on P. selyakovii and P. fluorescens in the extract of dichloromethane, S.
putrefaciens and V.estuarians in the aqueous extract, and P. selyakovii, in the
ethanol extract. The strains of S. putrefaciens were the most inhibited by extracts
with epiphytes, together with V. estuarians, in dichloromethane and aqueous
extracts, and with P. irgensi, in the ethanol extract. In general, the minimum inhibitory
concentration of the extracts was 1 ug / ml to all bacteria, except for the ethanol
extract with epiphytes on P. selyakovii bacteria, where the MIC was 5 ug / ml. The
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hypothesis that epiphytic influences on the antibacterial activity of S. furcatum was
confirmed. It has been observed that epiphyte extracts have decreased antibacterial
activity compared to non-epiphyted extracts.Thus, non-epiphyted extracts of S.
furcatum with dichloromethane appear to have promising antibacterial bioactive
compounds for the synthesis of antifouling agents for the development of paints

based on natural products.

Keywords:Biofouling. Biocides. Epiphytes.
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1 INTRODUGAO

O processo de bioincrustagao inicia-se com a formag¢ao do biofilme. Bactérias
sd0 os primeiros organismos a colonizar superficies expostas em agua do mar
(Holmstrom & Kjellberg, 1994), facilitando a proliferacdo de microorganismos que se
multiplicam e formam o biofiime, e podendo influenciar no assentamento e na
colonizagdo de macroorganismos incrustantes tais como mexilhées, macroalgas,
cirripédios e briozoarios (Cao et al., 2011; Davies et al., 1998), uma vez que
muitos invertebrados preferem substrato ja colonizados primariamente (Little, 1984).
Desta forma, interferir no desenvolvimento desses microincrustantes primarios
através de compostos naturais marinhos nao-poluentes pode ser uma forma
promissora de inibir a macroincrustagdo em estruturas de origem antropogénica
(Hellio et al., 2000).

A bioincrustagdo marinha pode causar uma série de prejuizos as atividades
maritimas (Da Gama et al., 2009). A fixacdo de organismos incrustantes em
estruturas de cunho comercial e tecnolégico feitas pelo homem tem acarretado uma
série de transtornos a atividades como navegacao, industria petrolifera e aquicultura.
Em navios, podem diminuir a capacidade de manobra e aumentar o arrasto
hidrodindmico, o consumo de combustivel e os custos de manutencado, além da
corrosdo (Chambers, 2000; Cao et al., 2011).

O uso de tintas em estruturas expostas ao ambiente marinho, como nos
cascos de navios, € o0 metodo de protecdo mais aplicado para o controle da
bioincrustacdo (Chambers et al., 2014). Entretanto, diversas formas de combate a
bioincrustacdo tém sido usadas ao longo dos anos baseadas no uso de biocidas
toxicos (Castro et al., 2011; Guardiola et al., 2012). Antigamente, usava-se chumbo
misturado a 6leo de baleia, enxofre e arsénio para revestir barcos de madeira e
evitar a bioincrustacdo. Ao longo dos anos, materiais como cobre, niquel e zinco,
foram utilizados, porém, o desenvolvimento de tintas propriamente dito se deu a
partir do século XIX (Yebra et al., 2004). Nos anos 1960, entdo, surgiram as tintas
mais eficientes ja desenvolvidas, a base de compostos organoestanhos:
tributilestanho (TBT) e trifenilestanho (TPT) (Fernandez & Pinheiro, 2007; Dafforn et
al., 2011).

O uso do tributilestanho (TBT), foi banido pela Organizagdo Maritima
Internacional (IMO) no ano de 2008, visto que, apesar da sua eficiéncia, suas
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propriedades bioacumuladoras e sua toxicidade atingia ndo s6 os organismos alvos
(Da Gama et al., 2009; Hellio, 2010). Desde entdo, ha uma constante busca por
métodos anti-incrustantes a base de produtos naturais, produzidos, principalmente,
por organismos marinhos (Da Gama et al., 2009; Holmstrom & Kjelleberg, 1994).

Produtos naturais marinhos desempenham varios papéis ecoldgicos, tais
como defesa contra predadores, competidores, organismos incrustantes e
patégenos (Pereira & Gama, 2008; Lages et al., 2015). Sdo substancias quimicas
que nao estdo envolvidas diretamente no crescimento, desenvolvimento ou
reproducdo. Trata-se dos metabdlitos secundarios, respostas dos organismos ao
ambiente em que vivem. Terpenos, esterdides, acidos graxos e alcaldides sao
exemplos metabdlitos secundarios com propriedades ecolégicas (Hay & Fenical,
1996; Lages et al., 2015) encontrados em organismos marinhos como algas (Pereira
& Gama, 2008), esponjas (Batista et al., 2014), ascidias (Tarjuelo et al., 2002) e
octocorais (Lages, et al., 2006).

Nas ultimas décadas, a descoberta de metabdlitos secundarios com atividade
biolégica a partir de macroalgas cresceu substancialmente (Smit, 2004). Através de
processos fisicos e quimicos, as algas podem evitar a epibiose, apesar de serem
suscetiveis a bactérias causadoras de doencgas, degradagao de tecidos e diminui¢cao
da fotossintese (lvanova et al., 2004; Campbell et al., 2011). Entretanto, algumas
algas sao raramente epifitadas por bactérias, indicando a possivel presenca de
mecanismos de defesa (Clare, 1996; Hellio et al., 2000). Produtos naturais de
organismos sésseis marinhos que previnam a epibiose sao potenciais agentes anti-
incrustantes (Da Gama et al., 2009; Pereira, 2009).

A eficiéncia antibacteriana de macroalgas marinhas foi reportada por Rios et
al. (2009) que destacaram a atividade de varias espécies contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Segundo Lima-Filho et al. (2002), a atividade
antimicrobiana depende de dois fatores: da espécie de alga e da eficiéncia na
extragcdo dos compostos ativos. Como uma eficiente estratégia de investigacao,
solventes organicos tém sido utilizados para a extragdo de possiveis principios
ativos de macroalgas marinhas.

As ocrofitas dominam os costdes rochosos, formam bancos e variam de
tamanho, desde formas microscépicas até as maiores algas marinhas conhecidas.
Em regides tropicais e subtropicais, essa divisdo € representada por algas de
pequeno porte. No Brasil, o género Sargassum esta entre as maiores algas pardas
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encontradas em regides costeiras (Pereira, 2009).

O género Sargassum esta entre os detentores de compostos antioxidantes,
antibacterianos, antitumorais, antimalaricos, anti-herbivoria e com propriedades anti-
incrustantes (Plouguerné et al., 2010; Schwartz et al., 2017). Os metabdlitos
secundarios do Sargassum incluem compostos fendlicos, também conhecidos como
florotaninos (Kamiya et al., 2010). Florotaninos sdo relacionados ao poder
antimicrobiano, mas também s&o conhecidos por desempenhar um papel no
metabolismo primario, servindo como componentes da parede celular de algas
pardas (Paul & Puglisi, 2004).

Tendo em vista a importancia da prospecc¢ao de substancias anti-incrustantes
naturais e o papel que o crescimento de bactérias e a formac¢ao do biofiime tem na
fase inicial da bioincrustacdo, o presente trabalho visa estudar a atividade
antibacteriana da alga Sargassum furcatum e a influéncia de suas epifitas nessa
atividade. Em Arraial do Cabo, a espécie apresenta um aumento consideravel de
biomassa na primavera e no verao e forma um extenso banco sazonal na llha do
Cabo Frio. A macroalga hospeda diversos organismos (invertebrados, algas e
peixes), (Ornellas & Coutinho, 1998; Nogueira-Junior, 2004; Messano & Coutinho,
2006) e o efeito do epifitismo na atividade antibacteriana da espécie ainda nao foi

estudado.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antibacteriana de Sargassum furcatum na presenga e na
auséncia de epifitas, com o intuito de verificar o efeito da comunidade epibionte na

atividade antibacteriana da alga.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Testar atividade antibacteriana de extrato bruto de S.furcatum na presenca
de epifitas em cinco cepas de bactérias marinhas incrustantes.
Testar atividade antibacteriana de extrato bruto de S.furcatum na auséncia de

epifitas em cinco cepas de bactérias marinhas incrustantes.
3 HIPOTESE
HO: O epifitismo em S.furcatum nao influencia em sua atividade

antibacteriana.

H1: O epifitismo em S.furcatum influencia em sua atividade antibacteriana.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DOS ORGANISMOS

Dez exemplares da alga parda S. furcatum foram coletados, por meio de
mergulho auténomo, no banco sazonal da llha do Cabo Frio, em Arraial do Cabo, em
janeiro de 2017. O material foi trazido ao laboratorio em sacos zip bag armazenados

em cooler.

4.2 TRATAMENTO DAS ALGAS

Em laboratério, as algas foram lavadas com agua do mar filtrada para a
retirada dos detritos e da fauna associada.

Em seguida, retirou-se as grandes epifitas com auxilio de pinga e lupa de
metade dos exemplares. Estes foram colocados em solugdo de etanol a 30%
durante dez (10) minutos para que a microflora fosse removida (Hellio et al., 2000).
Nao passaram por esse processo a outra parte dos exemplares a fim de se obter
extratos de algas com presencga de epifitas.

O volume das amostras com e sem epifitas foi determinado através do
deslocamento de liquido em proveta graduada, apds a imerséo dos exemplares, e o
peso umido utilizando balanca de precisdo com trés casas decimais. Apos este
procedimento, as algas foram congeladas até o inicio da preparagao dos extratos.

ApoOs serem retiradas do freezer, as algas foram secas ao ar a sombra em
temperatura ambiente em torno de 24° C por 24 horas. Em seguida, o peso seco das
algas foi medido utilizando balanga de precisdo com trés casas decimais para

obtencao do rendimento dos extratos.

4.3 PREPARO DOS EXTRATOS

Para a extracdo das amostras foram utilizados trés solventes de diferentes
polaridades: solugdo aquosa (agua destilada), etanol e diclorometano (Hellio et al.,
2000; Maréchal & Helio, 2010). As algas foram colocadas, separadamente, em
recipientes de vidro e embebidas em cada solvente durante 24 horas.

Apdés cada extragdo, os extratos foram filtrados em filtro de papel e
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transferidos para tubos de ensaio, onde foram evaporados até a secura em capela e
com auxilio de um Turbo Vap em banho Maria, a uma temperatura de 50 °C para
aumentar a eficiéncia no processo de evaporacao dos solventes.

Os extratos ficaram armazenados em refrigerador até serem utilizadas nos
testes. O peso seco dos extratos foi determinado em uma balanca analitica para
0,001 g afim de determinar o percentual de rendimento dos extratos baseado na
massa de alga utilizada para extragdo e a massa do extrato bruto proveniente dela
(Maréchal & Helio, 2010, Batista et al., 2014).

Os extratos brutos, com e sem epifitas, nos diferentes solventes, foram
diluidos em 100 ml de metanol, solvente escolhido para a solubilizagdo (Maréchal &
Helio, 2010), formando uma solugdo "mae". Foi calculada, a partir do rendimento de
cada extrato, a concentragcdo desta solucdo "mae", que foi considerada a
concentracdo inicial. A partir desta solugcéo e sua concentracao, foram feitas novas
diluicdes com finalidade de se obter as diferentes concentragcdes a serem testadas
através da equacao:

Co.Vo=Cg. Vg
Onde,
Co = Concentragéo inicial
Vo = Volume inicial
Cr = Concentragao final

Ve = Volume final

4.4 CRESCIMENTO BACTERIANO

Para promover o crescimento bacteriano e os testes antibacterianos, foi
preparado meio de cultura liquido com Difco™ Marine Broth 2216 e agua destilada,
na propor¢cao de 37,4 g de meio para 1 litro de agua destilada. O meio foi
autoclavado a uma temperatura de 120 °C, durante 30 minutos.

No Laboratério de Biofilme do Instituto de Estudos do Mar Almirante Paulo
Moreira (IEAPM), cada cepa de bactéria foi replicada e cultivada no meio liquido
descrito no item anterior por uma semana na estufa a uma temperatura de 30 °C.

Apos este intervalo de tempo, foram preparadas solugdes dos meios de
cultura de cada espécie de bactéria contendo aproximadamente 2.108 cel/ml.
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4.5 TESTES DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

O ensaio consistiu no método de microdiluicdo em caldo para avaliar a agao
inibidora e a concentragao inibitéria minima (CIM) de extratos de algas com e sem
epifitas, nos diferentes solventes de extragdo. Os extratos foram testados em seis
diferentes concentragdes (1, 5, 10, 25, 50 e 100 pg/ml), com quatro repeti¢gdes para
cada uma delas. O controle negativo consistiu no solvente utilizado no processo de
solubilizagdo (metanol). J& o controle positivo consistiu na incorporagdo de um
antibiotico, a estreptomicina (Hellio et al., 2005).

Para os testes da atividade antibacteriana foram utilizadas cinco cepas de
bactérias marinhas, sendo quatro espécies incrustantes e Gram-negativas Vibrio
estuarians, Pseudoalteromonas selyakovii, Polibacter irgensi e Pseudomonas
fluorescens, além de uma espécie Gram-positiva, incrustante e também atuante em
processo de corrosao, a Shewanella putrefaciens cultivadas no Laboratério de
Biofilme do IEAPM.

Para realizacdo dos ensaios, foram utilizadas microplacas de polietileno com
96 pocos e fundo plano. As placas foram montadas com os extratos com e sem
epifitas de cada um dos trés solventes (aquoso, etanol e diclorometano) nas
diferentes concentragdes (1, 5, 10, 25, 50 e 100 uyg/ml) e os controles, 100 pl em
cada pogo, com 4 repeticdbes de cada concentragdo e controle (Figura 19). Trés
placas foram utilizadas para cada uma das cinco bactérias testadas, uma placa para
cada solvente de extragdo. Assim cada ensaio contou com um total de 15 placas.

Foram realizados trés ensaios.



Figura 19. llustracdo da disposigao das solugdes na placa de 96 pogos.
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* 4 replicas de cada concentracdo dos extratos
* 4 réplicas de cada contrale

As placas montadas foram expostas por 2 horas a luz UV, em capela, visando
garantir sua esterilizagdo. Em seguida, os pogos foram inoculados com 100 ul dos
meios de cultura das bactérias. Apds 48 horas, incubadas em temperatura ambiente,
as placas foram avaliadas quanto a inibicdo imposta ao crescimento bacteriano. A
turbidez indicou que houve agao inibitéria sobre as bactérias, conforme realizado por
Batista (2012).

O resultado observado foi expresso considerando percentual de

onde cada réplica (n= 4) de cada concentragao, solvente de extragao, epifitado ou

inibicao,

nao, representou 25 % de acgéo inibitéria. Foi feita a média por cepa de bactéria nas
diferentes concentragcdes e diferentes solventes e média geral, onde foram
consideradas todas as concentragdes e cepas de bactérias para que a a inibigao

bacteriana fosse avaliada como um todo nos diferentes solventes de extragao.
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5 RESULTADOS

A massa obtida e o rendimento dos extratos brutos epifitados e nao epifitados

nos diferentes solventes de extracido estao descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Massa e rendimento dos extratos brutos.

Peso Massa obtida Rendimento

Solvente Epifitas seco (g) (9) (%)
Etanol Nao 35,969 0,55 1,52
Etanol Sim 35,227 2,72 7,73

Diclorometano Nao 35,560 0,11 0,30
Diclorometano Sim 35,862 0,51 1,42
Aquoso Nao 35,452 0,32 0,90
Aquoso Sim 35,341 1,92 5,44

Quanto a acao inibitéria ao crescimento das bactérias marinhas Shewanella
putrefaciens (Sw), Vibrio estuarians (Vb), Pseudoalteromonas elyakovii (Pst),
Polibacter irgensi (Pc) e Pseudomonas fluorescens (Psd), a avaliagdo nas
microplacas confirmou o controle positivo da estreptomicina e demonstrou inibicdes
para os extratos. Houve maior inibicao por parte dos extratos nido epifitados. No que
diz respeito aos solventes de extragdo, diclorometano apresentou maior acao
inibitoria e etanol apresentou menor agao inibitéria. Dentre as concentragdes
testadas, a concentragcdo minima com acdo inibidora dos extratos foi de 1 pg/mil
sobre todas as bactérias, exceto pelo extrato de etanol com epifitas sobre a bactéria

P. selyakovii, onde foi 5 ug/ml (Tabela 6).



Tabela 6. Percentual de inibigdo durante o crescimento bacteriano.

66

Extratos Controles
Bactérias EE AE DE ENE ANE DNE + -
Concentragao 1 ug/ml
P.elyakovii 0 25 75 25 25 100 100 25
P. fluorescens 50 75 25 50 50 100 100 0
S. putrefaciens 100 100 100 75 75 100 100 0
V. estuarians 75 100 100 50 100 100 100 75
P. irgensi 25 75 100 100 100 100 100 50
Concentragao 5 ug/ml
P.elyakovii 75 0 100 100 50 100 100 25
P. fluorescens 25 25 25 0 75 100 100 0
S. putrefaciens 75 100 100 75 50 100 100 0
V. estuarians 25 100 100 50 50 50 100 75
P. irgensi 75 75 100 100 75 100 100 50
Concentragao 10 ug/ml
P.elyakovii 0 0 0 75 0 100 100 25
P. fluorescens 25 75 50 25 100 100 100 0
S. putrefaciens 75 75 100 50 50 75 100 0
V. estuarians 50 75 100 25 50 75 100 75
P. irgensi 100 50 75 25 100 100 100 50
Concentragao 25 ug/ml
P.elyakovii 25 0 0 75 0 100 100 25
P. fluorescens 25 50 75 100 100 100 100 0
S. putrefaciens 50 75 100 25 100 100 100 0
V. estuarians 0 75 100 0 100 100 100 75
P. irgensi 75 75 50 0 100 100 100 50
Concentragao 50 ug/ml
P.elyakovii 25 0 0 75 25 100 100 25
P. fluorescens 0 75 75 100 25 100 100 0
S. putrefaciens 25 100 100 25 25 100 100 0
V. estuarians 0 100 100 0 25 75 100 75
P. irgensi 25 25 0 0 75 100 100 50
Concentragao 50 ug/ml
P.elyakovii 50 0 0 75 0 100 100 25
P. fluorescens 0 0 75 0 75 100 100 0
S. putrefaciens 0 100 50 25 100 75 100 0
V. estuarians 0 100 50 0 100 75 100 75
P. irgensi 25 50 0 0 25 0 100 50

* Etanol epifitado (EE), aquoso epifitado (AE), diclorometano epifitado (DE), etanol ndo
epifitado (ENE), aquoso nao epifitado (ANE) e Diclorometano n&o epifitado (DNE).
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O extrato que, em média, apresentou maior acao inibitéria, 90,83%, foi 0 ndo
epifitado, cujo solvente de extragdo foi o diclorometano. O extrato de etanol com

epifitas apresentou menor inibicdo, em média, 36,67% (Tabela 7).

Tabela 7. Percentual médio de inibicao dos extratos sobre as bactérias.

Solvente de extragao Epifitas Média de inibi¢ao
Etanol Sim 36,67
Etanol Nao 4417
Aquoso Sim 59,17
Aquoso Nao 73,33
Diclorometano Sim 64,17
Diclorometano Nao 90,83

Os dados percentuais do efeito de inibicdo mostram que os extratos de etanol
com e sem epifitas foram os que apresentaram os menores percentuais de inibicdo
sobre as bactérias testadas, em média, de 36,67% e 44,17% respectivamente
(Tabela 7). O extrato epifitado apresentou maior agdo inibitoria sobre as bactérias S.
putrefaciens (Sw) e P. irgensi (Pc), com média de 54,17% de inibicdo sobre ambas.
Ja o extrato ndo epifitado mostrou maior agao inibitéria, em média, sobre P. elyakovii
(Pst) com 70,83% de inibicdo. As menores agdes inibitérias dos extratos de etanol
foram sobre as bactérias P. fluorescens (Psd), no extrato com epifitas, e

V.estuarians (Vb), no extrato sem epiftas, ambos com média de 20,83% (Tabela 8).

Tabela 8. Percentual médio de inibicdo dos

extratos de etanol sobre as espécies bacterianas.

Extratos de etanol

Nao

Bactéria Epifitado epifitado
P.elyakovii 29,17 70,83
P. fluorescens 20,83 45,83
S. putrefaciens 5417 45,83
V. estuarians 25 20,83
P.irgensi 5417 37,50

Os graficos do efeito de inibicdo, tendo por base de comparacdao 100% de
efeito de inibigdo obtido pelo controle positivo (estreptomicina), demonstram que o
percentual de inibicdo dos extratos de etanol epifitados nas diferentes concentragoes

variou de 0% a 75% sobre P.elyakovii (Pst), 0% a 50% sobre P. fluorescens (Psd),
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0% a 100% sobre S. putrefaciens (Sw), 0% a 75% sobre V. estuarians (Vb) e de
25% a 50% sobre P. irgensi (Pc). J& os extratos de etanol nado epifitados
apresentaram variagao de 25% a 100% sobre P.elyakovii (Pst), 0% a 100% sobre P.
fluorescens (Psd), 25% a 75% sobre S.putrefaciens (Sw), 0% a 50% sobre V.
estuarians (Vb) e de 0% a 100% sobre P. irgensi (Pc) (Figura 20).

Figura 20. Percentual de inibi¢do (%) dos extratos de etanol com (A) e sem (B)

epifitas sobre as bactérias.
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*Shewanella putrefaciens (Sw), Vibrio estuarians (Vb), Pseudoalteromonas
elyakovii (Pst), Polibacter irgensi (Pc) e Pseudomonas fluorescens (Psd).

Os extratos aquosos com e sem epifitas apresentaram percentual de inibigao

sobre as bactérias testadas, em média, de 59,17% e 73,33% respectivamente
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(Tabela 7). O extrato epifitado apresentou maior ag&o inibitoria sobre as bactérias S.
putrefaciens (Sw) e V.estuarians (Vb), com média de 91,67% de inibicdo sobre
ambas. Ja o extrato ndo epifitado mostrou maior agao inibitéria sobre P. fluorescens
(Psd) e V.estuarians (Vb) com 70,83% de inibicdo, em média, sobre ambas. O
menor percentual de inibicdo observado nos extratos aquosos sem e com epifitas foi
sobre P. elyakovii (Pst), com médias, respectivamente, de 16,67% e 4,17%, menor

percentual inibitorio em todo o experimento (Tabela 9).

Tabela 9. Percentual médio de inibicao dos

extratos aquosos sobre as espécies bacterianas.

Extratos aquosos

Nao

Bactéria Epifitado epifitado
P.elyakovii 417 16,67
P. fluorescens 50 100
S. putrefaciens 91,67 100
V. estuarians 91,67 70,83
P. irgensi 58,33 79,17

Os graficos da acéo inibitéria, tendo por base de comparacao 100% de efeito
de inibicdo obtido pelo controle positivo (estreptomicina), demonstram que a inibigao
dos extratos aquosos epifitados variou nas diferentes concentragées de 0% a 25%
sobre P. elyakovii (Pst), 0% a 75% sobre P. fluorescens (Psd), 75% a 100% sobre
S. putrefaciens (Sw), 75% a 100% sobre V. estuarians (Vb) e de 25% a 75% sobre
P. irgensi (Pc). Ja os extratos aquosos nao epifitados apresentaram variagédo de 0%
a 50% sobre P. elyakovii (Pst) e 25% a 100% sobre P. fluorescens (Psd), S.

putrefaciens (Sw), V. estuarians (Vb) e P. irgensi (Pc) (Figura 21).
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Figura 21. Percentual de inibi¢do (%) dos extratos aquosos com (A) e sem (B)

epifitas sobre as bactérias.
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*Shewanella putrefaciens (Sw), Vibrio estuarians (Vb), Pseudoalteromonas
elyakovii (Pst), Polibacter irgensi (Pc) e Pseudomonas fluorescens (Psd).

Os extratos de diclorometano com e sem epifitas apresentaram os maiores
percentuais de inibicdo sobre as bactérias testadas, em média, de 64,17% e 90,83%
respectivamente (Tabela 7). O extrato epifitado apresentou maior acéo inibitéria
sobre as bactérias S. putrefaciens (Sw) e V. estuarians (Vb), com média de 91,67%
de inibicao sobre ambas. Ja o extrato nao epifitado mostrou maior agao inibitéria
sobre P. fluorescens (Psd) e P. elyakovii (Pst) com média de 100% de inibigao sobre
ambas. Os menores percentuais de inibicdo nos extratos de diclorometano foram

observados sobre as bactérias P. elyakovii (Pst), extrato epifitado, e V. estuarians
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(Vb), extrato ndo epifitado, com repectivas médias de 29,17% e 79,17% (Tabela 10).

Tabela 10. Percentual médio de inibicdo dos

extratos de diclorometano sobre as espécies bacterianas.

Extratos de
diclorometano

Nao
Bactéria Epifitado epifitado
P.elyakovii 29,17 100
P. fluorescens 5417 100
S. putrefaciens 91,67 91,67
V. estuarians 91,67 79,17
P. irgensi 54,17 83,33

Os graficos do efeito de inibicdo, tendo por base de comparagdo 100% de
efeito de inibicdo obtido pelo controle positivo (estreptomicina), demonstram que o
percentual de inibicdo dos extratos de diclorometano epifitados nas diferentes
concentragdes variou de 0% a 100% sobre P. elyakovii (Pst), 25% a 75% sobre P.
fluorescens (Psd), 50% a 100% sobre S. putrefaciens (Sw) e V. estuarians (Vb) e de
0% a 100% sobre P. irgensi (Pc). J& os extratos diclorometano n&o epifitados
apresentaram 100% de inibicdo, em todas as concentragdes, sobre sobre P.
elyakovii (Pst) e P. fluorescens (Psd), e variou o percentual de inibicdo de 75% a
100% sobre S.putrefaciens (Sw), 50% a 100% sobre V. estuarians (Vb) e 0% a
100% sobre P. irgensi (Pc) (Figura 22).
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Figura 22. Percentual de inibicado (%) dos extratos de diclorometano com (A) e sem
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*Shewanella putrefaciens (Sw), Vibrio estuarians (Vb), Pseudoalteromonas
elyakovii (Pst), Polibacter irgensi (Pc) e Pseudomonas fluorescens (Psd).

Dentre os extratos, as fracdes com diclorometano apresentaram maior

atividade antibacteriana com concentragdo minima inibitéria (CIM) de 1 ug/ml, dentre
as concentragdes testadas, e com inibicoes de 64,17% e 90,83%, nos extratos com

e sem epifitas, rescpectivamente.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que os extratos de S.furcatum apresentaram
atividade antibacteriana. A acao inibitéria ao crescimento bacteriano do género
Sargassum ja foi descrita por Hellio et al. (2000, 2001) para extratos de etanol e
diclorometano com Sargassum muticum, por Plouguerné et al. (2010) para
Sargassum vulgare com extratos de diclorometano e por Zheng et al. (2001) com
extratos de metanol em Sargassum fusiforme e Sargassum thunbergii. Em seu
estudo, Taskin et al. (2007) relatou atividade antibacteriana de alga da familia
Sargassaceae também com extratos de metanol.

Alguns solventes s&o especificos no isolamento de substéncias bioativas de
determinadas espécies de algas. Karthikaidevi et al. (2009) sugerem que
determinados solventes sdo necessarios para extrair substancias antimicrobianas, e
deste modo a probabilidade de se constatar acdo antibacteriana de produtos
naturais aumenta quando se utiliza varios solventes durante os ensaios. Este
trabalho testou extratos aquosos, diclorometano e etanol. Os extratos de
diclorometano apresentaram maior inibicdo ao crescimento bacteriano. Trata-se de
um solvente considerado pouco polar ou apolar e isto pode indicar natureza apolar
dos compostos bioativos de S.furcatum. Entretanto, os outros solventes utilizados,
agua e etanol, também apresentaram atividade antibacteriana, embora possuam
diferentes polaridades e logo extraiam compostos bioativos diferentes. Deste modo,
as vastas diferencas na natureza dos constituintes quimicos encontrados em uma
unica espécie de alga, impossibilita a utilizagdo de apenas um solvente, que seja
capaz de extrair todos os compostos por si proprio (Koz et al., 2009).

Osman et al. (2010) e Patra et al. (2009), em seus estudos com algas
oriundas do Egito e da india, respctivamente, relataram que extratos de etanol
apresentaram menor eficacia em inibir o crescimento bacteriano, bem como
constatado neste estudo. As diferencas no poder de extragdo nos diferentes
solventes pode estar relacionada ndo apenas ao solvente utilizado na extragdo, mas
com uma série de fatores que interferem no processo, tais como, a espécie de alga
examinada, localizagdo, sazonalidade, estado vegetativo, método de extracéo e por
fim, a metodologia utilizada para o ensaio (Salem et al., 2011; Koz et al., 2009). Ja
foi verificado, por exemplo, diferengas na atividade de extratos com algas frescas e

secas, onde todos os organismos teste foram mais sensiveis aos extratos de algas
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frescas, possivelmente devido a perda de compostos ativos volateis durante o
processo de secagem das algas (Tuney et al., 2006). Além dos fatores acima
referidos, evaporacao e solubilidade do extrato também afetam a concentragdo dos
compostos bioativos naturais e por isso a sua eficacia antimicrobiana (Palma, 2011).

Conforme observado no presente trabalho, tem sido relatado que algas
pardas séo de fato capazes de inibir o crescimento de varias bactérias (Val et al.,
2001). O género Sargassum € conhecido por produzir muitos compostos
antibacterianos contra a incrustagao e bactérias corrosivas (Plouguerné et al., 2010).
Extratos de algas pardas sdo complexas misturas geralmente compostas
majoritariamente por polissacarideos, compostos fendlicos, acidos graxos, proteinas,
peptideos, pigmentos, vitaminas, terpenos e esteroides (Balboa et al., 2013).
Plouguerné et al. (2010) verificou que a atividade de galactoglicerolipidos, atestou o
potencial de S. muticum como fonte de novos compostos inibidores de
microincrustacgao.

Neste estudo, a atividade antibacteriana foi vericada sobre cinco bactérias
incrustantes, sendo uma delas também atuante na corrosdo. As cepas de bactérias
marinhas escolhidas estdo entre os organismos envolvidos na formagao do biofilme,
etapa inicial do processo de bioincrustagao (Holmstrom & kjellberg, 1994). As cinco
cepas de bactérias testadas (S. putrefaciens, V. estuarians, P. selyakovii, P. irgensi e
P. fluorescens) sofreram inibicdo por parte dos extratos, embora Carvalho (2016) sé
tenha observado atividade antibacteriana do género Sargassum apenas para V.
estuarians, dentre as mesmas bactérias testadas. Corroborando este trabalho,
Plouguerné et al. (2010) relatou atividade antibacteriana para V.estuarians e P.
irgenci em extratos de Sargassum vulgare e Padmakumar e Ayyakkannu (1997)
relataram atividades antibacterianas por parte de extratos do género Sargassum
sobre bactérias do género Vibrio. Thabard et al. (2009) também verificou atividade
antibacteriana sobre S. putrefaciens a partir de extratos de algas pardas da ordem
Scytosiphonales e Bhosale et al. (2002) relatou atividade antibacteriana de algas
pardas da familia Dictyotaceae sobre bactérias do género Pseudomonas. Schwartz
et al. (2017) relataram que extratos de espécies de Sargassum inibiram o
crescimento bacteriano em laboratério, incluindo Shewanella sp., embora extratos de
uma das espécies da alga tenham estimulado o crescimento.

As cepas de S. putrefaciens foram as que mais sofreram inibicdo por parte
dos extratos epifitados, aqueles com menor poder inibitério. Esta bactéria € Gram-
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positiva, ou seja, tem parede celular composta principalmente por peptidoglicano
sem membrana externa de protecdo (Madigan, 1996). Isto permite uma facil
penetragcdo dos compostos bioativos nas células. Tal fato justifica as altas taxas
inibitérias dos extratos com menor acgao inibitoria sobre esta bactéria.

V.estuarians, P.selyakovii, P.irgensi e P. fluorescens séo bactérias Gram-
negativas, isto é, ttm menos peptidoglicano na sua parede celular, e contém uma
membrana externa composta por lipopolissacarideos, lipoproteinas e outras
moléculas complexas que tornam a parede celular menos permeavel do que a das
bactérias Gram-positivas (Madigan, 1996). Nao obstante, as bactérias citadas
sofreram inibicdo por parte dos extratos.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam a hipdtese de que o epifitismo
influenciou (e de forma negativa) na atividade antibacteriana de S. furcatum.
Observou-se que extratos epifitados tem sua atividade antibacteriana diminuida em
relacdo aos extratos nao epifitados. Sendo assim, extratos nao epifitados de S.
furcatum, cujo solvente de extracado utilizado seja diclorometano parecem possuir
compostos bioativos antibacterianos promissores para a sintese de anti-incrustantes

para o desenvolvimento de tintas a base de produtos naturais.
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7 CONCLUSOES

e Os extratos de Sargassum furcatum nao epifitados apresentaram maior
atividade antibacteriana em relacdo aos epifitados com solvente
diclorometano. Os extratos em meio aquoso e de etanol também
apresentaram antibacteriana, mas em menor porcentagem.

¢ Nos extratos ndo epifitados, as maiores inibicbes ao crescimento bacteriano
foram sobre P. selyakovii e P. fluorescens, no extrato de diclorometano, S.
putrefaciens e V.estuarians, no extrato aquoso, e P. selyakovii, no extrato de
etanol.

e As cepas de S. putrefaciens foram as que mais sofreram inibicdo por parte
dos extratos epifitados, juntamente com V. estuarians, nos extratos de
diclorometano e aquoso, e com P. irgensi, no extrato de etanol.

e Em geral, a concentragdo minima inibitéria dos extratos foi de 1 ug/ml sobre
todas as bactérias, exceto pelo extrato de etanol com epifitas sobre a bactéria

P. selyakovii, onde a CIM foi 5 pg/ml.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os dois capitulos da presente dissertacdo abordaram os parametros
populacionais e a caracterizagdo dos epibiontes de Sargassum furcatum da llha de
Cabo Frio em um ciclo sazonal, além de testes de atividade antibacteriana da
macroalga e suas epifitas

Em Arraial do Cabo, € amplamente conhecido o aumento consideravel de
biomassa na primavera e no verdo que a alga S. furcatum costuma apresentar e a
formacgédo de um extenso banco sazonal sobre o arenito da Praia do Farol na llha do
Cabo Frio. Entretanto, durante alguns anos, o banco ndo apresentou biomassa
significativa no verdo. O presente estudo mostrou o primeiro crescimento do banco
apos esse colapso. Os resultados indicaram que no verao de 2015, o banco de S.
furcatum voltou a apresentar um crescimento e aumento de biomassa significativo
mostrando sua alta resisténcia e resiliéncia e que as epifitas acompanharam o
padrao de crescimento e senescéncia do banco.

Em termos de atividade antibacteriana, o presente estudo mostrou que os
extratos brutos de S.furcatum nos diferentes solventes de extragao testados
(aquoso, etanol e diclorometano) apresentaram atividade inibitoria. O epifitismo
influenciou, de forma negativa, a acdo dos extratos sobre as cepas de bactéria
utilizadas. Este estudo mostrou que extratos nao epifitados de S. furcatum, cujo
solvente de extragcao utilizado seja diclorometano apresentaram maior poder
inibitério sobre o crescimento bacteriano. Conhecendo o importante papel que o
crescimento de bactérias e a formacdo do biofime tem na fase inicial da
bioincrustacdo, tal extrato deve possuir compostos bioativos antibacterianos
promissores para a sintese de anti-incrustantes para o desenvolvimento de tintas a
base de produtos naturais.

O presente trabalho reitera que a espécie de Sargassum estudada apresenta
potencial biotecnologico e que a alta biomassa da alga encontrada na natureza pode

permitir testes mais aprofundados de bioatividade.



