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Resumo

O ambiente marinho apresenta uma grande diversidade de organismos e condigdes
abidticas. Dentro dos organismos marinhos com maior distribuigdo e diversidade, encontram-
se as algas. Estas apresentam diversas caracteristicas que as tornam interessantes do ponto de
vista econdmico, sendo tradicionalmente utilizadas como alimento, incorporadas em racdo para
animais e fertilizante. Estes usos tradicionais despertaram o interesse da comunidade cientifica
que, cada vez mais se dedica ao estudo destes organismos. Dentro das algas, as algas vermelhas
(Rhodophyta) apresentam um grande nimero de espécies e estdo presentes em diversos tipos
de ecossistemas sobretudo marinhos, sendo conhecidas por produzirem ficobiliproteinas
responsaveis pela sua cor avermelhada. Dentro das Rhodophyta, o Sphaerococcus
coronopifolius (ordem Gigartinales) e a Jania rubens (ordem Corallinales) sdo duas algas muito

abundantes na costa portuguesa, cujo conhecimento €, ainda, relativamente limitado.

Quanto a caracterizacdo do seu perfil nutricional, o S. coronopifolius apresentou maior
teor de humidade, proteina, matéria gorda e hidratos de carbono, e a J. rubens apresentou o
maior contetdo de cinzas, 79,79% peso seco (DW), em parte devido ao seu revestimento
calcario. Neste campo € de destacar o baixo conteudo em matéria gorda apresentado pelas duas
espécies, assim como o elevado contedo em hidratos de carbono, 40,23 % DW do
Sphaerococcus coronopifolius. Relativamente aos pigmentos, o S. coronopifolius, em geral,
apresentou maior conteddo em ficobilinas, sendo o melhor processo/solvente de extracdo
variavel consoante a espécie. Ja no caso da clorofila a e dos carotenoides, o destaque positivo

vai para a Jania rubens.

Ambas as espécies apresentam diferentes rendimentos de extracdo para cada solvente,
sendo que a extragdo aquosa apresentou o maior rendimento nos dois casos. Ao analisar as
bioatividades dos extratos aquosos verificou-se um maior potencial de reducdo do radical
DPPH pelo extrato de S. coronopifolius, contudo, o grande destaque vai para a Jania rubens
com 99,65 % de inibicdo do radical ABTS. Ja nos polifendis totais, o estrato aquoso do S.
coronopifolius apresentou maior quantidade (0,67 mg GAE.g™!). Foi detetado potencial
antimicrobiano contra B. subtilis, no entanto, ndo houve atividade contra E. coli nem S.

cerevisiae, para nenhuma das duas espécies.

Os resultados conseguidos neste trabalho permitem melhorar o conhecimento destas
espécies que ainda € escasso, especialmente quanto ao perfil nutricional. Pode ainda despertar
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o interesse de estudos mais aprofundados, e interesse industrial na aplicagdo destas espécies na

area alimentar e farmacéutica.

Palavras-Chave: Gigartinales; Corallinales; Perfil Nutricional; Ficobiliproteinas; Capacidade

Antioxidante; Capacidade Antimicrobiana.
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Abstract

The marine environment presents a great diversity of organisms and abiotic conditions.
Within the marine organisms with greater distribution and diversity are algae. These have
several characteristics that make them interesting from the economic point of view, being
traditionally used as food, incorporated into animal feed, and fertilizer. These traditional uses
have aroused the interest of the scientific community, which is increasingly dedicated itself to
the study of these organisms. Among the algae, the red seaweed (Rhodophyta) have a large
number of species and are present in various types of ecosystems, being known for producing
phycobiliproteins responsible for their reddish color. Within the Rhodophyta, Sphaerococcus
coronopifolius (order Gigartinales) and Jania rubens (order Corallinales) are algae two very

abundant on the Portuguese coast, whose knowledge is still relatively limited.

As for the characterization of their nutritional profile, S. coronopifolius showed the
highest content of moisture, protein, fat, and carbohydrates, and J. rubens showed the highest
ash content, 79.79% DW, partly due to its calcareous coating. In this field, the low-fat content
presented by the two species, as well as the high carbohydrate content, 40.23% DW of
Sphaerococcus coronopifolius, should be highlighted. In terms of pigments, S. coronopifolius
generally had a higher content in phycobilin, and it was not possible to identify the best solvent
for both species. In the case of chlorophyll a and carotenoids, the positive highlight goes to

Jania rubens.

Both species present different extraction yields for each solvent, with the aqueous
extraction presenting the highest yields in both cases. When analyzing the bioactivities of the
aqueous extracts, it was verified a higher potential of the reduction of the DPPH radical, by the
extract of S. coronopifolius, however, the great highlight goes to Jania rubens with 99.65% of
inhibition of the ABTS radical. As for total phenols, the aqueous extract of S. coronopifolius
showed the highest amount (0,67 mg GAE.g™'). Antimicrobial potential was detected against

B. subtilis, however, there was no activity against E. coli and S. cerevisiae, for both species.

The results obtained in this work allow us to improve the knowledge of these species,
which is still scarce, especially regarding their nutritional profile. It may also awaken the
interest of further studies, and industrial interest in the application of these species in the food

and pharmaceutical areas.
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1. Introducao

Os ecossistemas marinhos sdo muito diversificados e apresentam diversos tipos de
organismos. Destes organismos, as algas assumem a funcdo de produtores primérios, tendo
a clorofila a como o seu pigmento principal, sendo capazes de produzir matéria organica a
partir da energia solar, dioxido de carbono e agua (Lee, 2018). Apesar de estarem associados
ao ambiente marinho, as algas estdo também presentes em ambientes de agua doce e salobra
(Barsanti & Gualtieri, 2014; Lee, 2018). E ainda possivel encontrar estes organismos em
montanhas cobertas de neve, em fontes termais e desertos (AzUa-Bustos et al., 2010; Barsanti
& Gualtieri, 2014; Lee, 2018).

As algas sdo usadas como alimento, incorporadas em racdes, como fertilizantes
agricolas e em medicina tradicional, desde ha muito tempo (Jose & Xavier, 2020). Apesar
da sua ampla distribuicdo, a sua utilizacdo é mais frequente nos paises asiaticos (Afonso, et
al., 2021; Cavaco et al., 2021). Os usos tradicionais despertaram o interesse da comunidade
cientifica, que estabeleceu estes organismos como uma fonte renovavel de diversos
compostos bioativos com grande interesse para a area farmacéutica, alimentar e cosmética,
entre outros (Afonso, et al., 2021; Cavaco et al., 2021; Jose & Xavier, 2020).

Do ponto de vista taxondmico, as macroalgas podem ser divididas de acordo com o
pigmento acessorio predominante, sendo a clorofila b, o pigmento das algas verdes
(Chlorophyta), a fucoxantina o das algas castanhas (Phaeophyceae) e as ficobiliproteinas,

com destaque para a ficoeritrina, os das algas vermelhas (Rhodophyta) (Lee, 2018).

As Rhodophyta sdo também conhecidas por ndo possuirem células flageladas e
exibirem o amido florideo como substancia de reserva (Barsanti & Gualtieri, 2014; Lee,
2018). Sao organismos bentonicos, maioritariamente multicelulares, macroscopicos e
marinhos, que incluem a maioria das espécies de macroalgas com mais de 4000 ja
identificadas. Apesar de estar presente em todas as latitudes, é nas zonas temperada e nos
tropicos que esta divisdo apresenta maior abundancia, contudo, de uma forma geral, 0s
individuos atingem maior dimensdo em aguas mais frias. Apresentam ainda a capacidade de
crescer a profundidades até mais de 200m, em parte devido aos pigmentos acessorios que
auxiliam no processo de fotossintese, mesmo quando a intensidade luminosa é reduzida
(Barsanti & Gualtieri, 2014; Lee, 2018).



Dentro das algas vermelhas, todas as espécies da classe Corallinales, e algumas das
espécies da classe Nemaliales, apresentam grandes depositos extracelulares de carbonato de
calcio (Lee, 2018). Este processo ocorre atraves da assimilacdo de magnesio e calcio da
agua, sendo que o racio Mg/Ca pode variar consoante a sua disponibilidade no meio. Estas
algas sdo particularmente abundantes em zonas rochosas, com forte agitacdo maritima e
profundidades inferiores a 20 metros (Lee, 2018). Além disso, as algas com maior taxa de
fotossintese sdo as que apresentam a maior taxa de calcificacdo, sendo o processo de
calcificacdo mais eficiente durante a exposicdo a luz (Goreau, 1963). Contudo, em geral, 0
processo de calcificacdo e a sua importancia ecoldgica continuam a ser alvo de debate (Lee,
2018).

Atualmente as propriedades nutricionais dos alimentos séo aferidas com base nos
teores de proteinas, lipidos, hidratos de carbono, fibras, vitaminas e cinzas (EI-Sheekh et al.,
2021; Ismail et al., 2017; Khairy & EI-Shafay, 2013). Destes compostos, hd um particular
interesse nos acidos gordos polinsaturados (PUFA), terpenos e carotenoides (Ahmed et al.,
2011; Cavaco et al., 2021; Chakraborty et al., 2015). Diversos estudos mostram que o teor
de proteinas nas algas pode variar entre 6 e 47% do peso seco (DW), enquanto os hidratos
de carbono podem representar até 50% DW, e os lipidos, em regra, 1 a 3% DW (Ismail et
al., 2017; Jose & Xavier, 2020; Khairy & El-Shafay, 2013). Quando olhamos apenas para as
algas vermelhas, o teor de proteina normalmente encontra-se entre os 10 e os 30% DW
(Khairy & EIl-Shafay, 2013). Quanto aos lipidos, as algas, incluindo as vermelhas,
apresentam na sua componente lipidica, predominantemente acidos gordos 6mega-3 (n-3) e
O0mega-6 (n-6) (Cavaco et al., 2021). Algumas espécies sdo, ainda, fonte consideravel de
vitamina C e vitamina A (Barsanti & Gualtieri, 2014), bem como de vitaminas do complexo
B e vitamina E (Carpena et al., 2022). Outro fator de destague na composi¢éo quimica das
macroalgas é o seu contelldo em minerais, que sao considerados micronutrientes inorganicos
(Carpena et al., 2022). Espécies como a Palmaria palmata apresentam elevadas quantidades
de ferro e iodo, enquanto outras algas apresentam elevadas concentragdes de zinco,
manganés, potassio, calcio, sédio e cobalto (Carpena et al., 2022; Cotas et al., 2020; Kumar
et al., 2021). Contudo, a quantidade destes minerais é variavel, estando a acumulacdo dos
mesmos dependente da sua abundancia na dgua do mar (Carpena et al., 2022; Cotas et al.,
2020). Além disso, foi ja detetada a presenca de arsénio e outros elementos toxicos para 0s

humanos em diversas algas (Kumar et al., 2021).



Tendo em conta o perfil nutricional e, genericamente, a auséncia de toxinas
enddgenas, as algas vermelhas sdo consideradas comestiveis, sendo que 0 seu consumo pode
trazer beneficios para a satde. Porém, como outros grupos de organismos, a cComposi¢ao
quimica das algas vermelhas varia entre as diversas espéecies, mas também de acordo com as
condigdes do ambiente onde estas se encontram (Jose & Xavier, 2020; Khairy & El-Shafay,
2013).

As algas vermelhas sdo muito usadas para alimentacdo humana, como é o caso da
espécie Phorphyra/Pyropia spp., e tém vindo a ser classificados como importantes fontes de
metabolitos bioativos (Afonso, Correia, Freitas, Mouga, et al., 2021; Barsanti & Gualtieri,
2014; Chakraborty et al., 2015). Dentro das suas aplicacdes, destaca-se a extracao de dois
tipos de polissacarideos, o agar e a carragenana (Lee, 2018). O agar é principalmente obtido
através dos géneros Gelidium e Gracilaria. Os seus usos vao desde a area alimentar, como
gelificante e espessante de alimentos, até a area farmacéutica e tecnologica, onde € utilizado
como gelificante em meios de cultura e como agente transportador em medicamentos de
acdo lenta (Lee, 2018). A carragenana, por sua vez, é obtida em especial dos géneros
Chondrus e Gigartina. Os seus usos sdo semelhantes ao agar, contudo, devido ao facto de
ter menor poder gelificante é usada como estabilizador em emuls@es de tintas, cosméticos
ou farmacéuticos. Na area alimentar, o uso das carragenana, € centrado na producdo de

derivados do leite, especialmente gelados (Lee, 2018).

Além dos compostos ja& mencionados, as macroalgas apresentam ainda diversos
outros compostos primarios e secundarios que lhes conferem diversas caracteristicas e
bioatividades (Carpena et al., 2022).

Como referido anteriormente, uma das caracteristicas distintivas das Rhodophyta é a
presenca de ficobilinas, sendo responsaveis pela cor avermelhada destas algas (Cotas et al.,
2020; Dumay et al., 2014; Freitas et al., 2021). As ficobilinas sdo pigmentos acessorios que
auxiliam no processo da fotossintese e apenas estdo presentes nas Rhodophyta, nas
Cyanobacteria e Cryptophyta. Estes compostos sdo essenciais para a sobrevivéncia e
proliferacdo das algas vermelhas em locais mais profundos onde apenas chega luz verde e
azul (Cotas et al., 2020; Dumay et al., 2014; Freitas et al., 2021). Outras das funcdes das
ficobilinas € a fotoprotecao em casos de elevada exposi¢do a luz. Séo, ainda, uma importante
fonte de nutriente em caso de insuficiéncia de nitrogénio e fosforo (Freitas et al., 2021).
Assim, estes pigmentos séo os maiores coletores de luz do Fotossistema I1, nas Rhodophyta,
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assim como o Uunico pigmento sollivel em &gua. Em algumas espécies, as ficobilinas
representam cerca de 50% das proteinas sollveis em agua e cerca de 20% DW total (Dumay
et al., 2014). Dentro das ficobilinas existem diferentes familias, classificadas de acordo com
as suas propriedades de absorcdo. Destas, nas algas vermelhas, estdo presentes a ficoeritrina
(PE), a ficocianina (PC) e a aloficocianina (APC) (Cotas et al., 2020; Dumay et al., 2014,
Freitas et al., 2021). A ficoeritrina é ainda diferenciada em B-ficoeritrina (B-PE), exclusiva
das Bangiales, e a R-ficoeritrina (R-PE), sendo a ultima a ficobilina presente em maior

guantidade nas algas vermelhas, designadamente nas Florideophyceae (Dumay et al., 2014).

Estes pigmentos despertam grande interesse, especialmente devido a sua cor. A
ficocianina € comercializada com pigmento azul, estando presente em gomas, sorvetes,
doces, bebidas e laticinios. Contudo, apesar se ser resistente ao pH e a luz, é sensivel a
temperatura (Dumay et al., 2014). Quanto a ficoeritrina, 0s seus usos sdo também como
corante avermelhado, em diversos produtos alimentares, médicos e cosméticos, mas pode
ser utlizado também como marcador devido a sua fluorescéncia (Cotas et al., 2020; Dumay
et al., 2014). No entanto, nos ultimos anos, tém surgido diversos estudos que apontam para
diversas bioatividades destes compostos, com aplicacfes na area da medicina. Entre as
bioatividades destaca-se a capacidade antitumoral, antioxidante, antialérgica, antidiabética,
anti-inflamatéria e nutracéutica, estimulando o sistema imunitario e promovendo a

regeneracdo de células (Cotas et al., 2020; Dumay et al., 2014; Freitas et al., 2021).

Além das ficobilinas, outra familia de pigmentos presentes nas Rhodophyta é a dos
carotenoides, classificados em dois tipos: os carotenos e as xantofilas. Dos carotenos as algas
vermelhas apresentam essencialmente o e f-caroteno, sendo que das xantofilas é possivel
encontrar luteina, zeaxantina e violaxantina (Cotas et al., 2020; Freitas et al., 2021). Apesar
do a e B-caroteno surgirem em maior quantidade, ndo é possivel definir um perfil de
carotenoides caracteristico das algas vermelhas, havendo grande diversidade entre e dentro
das classes (Cikos et al., 2022). Contudo, € possivel notar que as Gigartinales apresentam

mais luteina e as Corallinales mais anteraxantina (Cotas et al., 2020; Freitas et al., 2021).

Devido ao facto de serem pigmentos presentes em diversos organismos, o seu estudo
e uso estende-se a diversos campos. Atualmente ja sdo aplicados como corantes e aditivos a
lacticinios, racdes de animais, produtos cosmeticos e farmacéuticos (Cotas et al., 2020;
Freitas et al., 2021). No campo da cosmética, sdo conhecidos como protetores da radiacao
UV, na farmacéutica apresentam como antioxidantes atuando juntamente com outras
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moléculas. Além disso, 0 seu consumo esta relacionado com a diminuicdo de doengas
inflamatorias, cardiovasculares e oftalmoldégicas. Apresenta, ainda, propriedades
anticancerigenas e promove o desenvolvimento mental saudavel durante a gravidez e nos

primeiros anos de vida (Cotas et al., 2020; Freitas et al., 2021).

Em comum com todos os outros organismos fotossintéticos, finalmente, as algas
vermelhas tém clorofila a, sendo este pigmento a base da sua capacidade fotossintética. A
clorofila € um pigmento verde, existindo outras clorofilas: clorofila b, c1, c2, e clorofila d, e
e f (Freitas et al., 2021; Schagerl & Donabaum, 2003). Estes pigmentos desempenham um
papel fundamental na producdo de energia permitindo, assim, o desenvolvimento dos
organismos fotossintéticos. No caso das algas vermelhas, no processo de captura de luz a
clorofila a € auxiliada pelas ficobilinas em casos de menor intensidade de luz, ou elevada
profundidade (Dumay et al., 2014; Freitas et al., 2021). Quanto aos tipos de clorofila
presentes nas algas vermelhas, ndo existe um consenso. Os primeiros estudos sugerem a
presenca de clorofila a e também de clorofila d (Schagerl & Donabaum, 2003). Contudo,
estudos mais recentes, afirmam que, nas Rhodophyta, apenas esta presente a clorofila a
(Freitas et al., 2021).

Tal como nos pigmentos referidos anteriormente, um dos principais usos das
clorofilas é a aplicacdo como corante em produtos alimentares, cosméticos e também na
industria téxtil. Além disso, ja foi demonstrada uma grande capacidade antioxidante e anti-
obesidade (Freitas et al., 2021).

Como vem sendo referido, os metabolitos secundarios presentes nas algas
apresentam diversas bioatividades. Este facto tem suscitado um grande interesse no estudo
e identificacdo destas propriedades, o que leva ao surgimento de inimeros compostos com
aplicacdes (Wang et al., 2014). Destas bioatividades, as Rhodophyta, apresentam destaque

nas propriedades antioxidantes e antimicrobianas, entre outras.

Os compostos antioxidantes sdo moléculas que apresentam capacidade de capturar
especies reativas de oxigenio e radicais livres, combatendo assim o stress oxidativos dos
organismos (Kumar et al., 2021). Os compostos antioxidantes presentes nas algas, agem
como mecanismos enddgenos de protecdo contra o stress oxidativo resultante das condigdes
ambientais extremas (Ismail et al., 2017). Nos Gltimos anos, diversos compostos tém sido

apontados como 0s principais responsaveis pela capacidade antioxidantes das algas, em



especial os polifendis, pigmentos, vitaminas, polissacarideos sulfatados, e as micosporinas
(micosporin like aminoacids - MAAs) (Afonso et al., 2021; Carpena et al., 2022; Ismail et
al., 2017; Wang et al., 2014). Destes compostos, as MAAs, sdo conhecidas pela sua prote¢do
contra a radiacdo UV. Além disso, as algas vermelhas apresentam quantidades significativas
destes compostos. Algumas MAAs, apresentam ainda capacidade de captura de espécies
reativas de oxigénio, tendo grande capacidade protetora contra stress oxidativo (Wang et al.,
2014). A descobertas da presenca destes compostos, e da sua respetiva capacidade
antioxidante, € importante na determinacdo dos beneficios nutricionais e farmacéuticos que
as algas podem apresentar. Para a determinagdo do potencial antioxidante de extratos de
algas séo utilizados diversos testes que podem ser direcionados para diferentes compostos
(Carpena et al., 2022).

O stress oxidativo provoca danos em diversas macromoléculas como DNA e
proteinas, podendo levar a doencas como cancro, diabetes, Alzheimer e doencas
cardiovasculares (Ismail et al.,, 2017; Kumar et al., 2021). Assim, os antioxidantes
desempenham um papel importante na prevencdo destas doengas, tornando-se muito
procurados (Chakraborty et al., 2015). A este fator, junta-se o facto de, recentemente, muitos
dos antioxidantes sintéticos mais utilizados se revelarem toxicos, aumentando assim a
procura por antioxidantes de origem natural (Khairy & EI-Sheikh, 2015). Atualmente, 0s
antioxidantes provenientes de algas sdo principalmente utilizados em cosméticos, na
indUstria alimentar, farmacéutica e em aplicacGes biomédicas. Contudo, a sua aplicacdo na
agricultura e em ragbes para animais ainda ndo € muito explorada, sendo um ponto com

grande potencial de crescimento (Michalak et al., 2022).

Os antimicrobianos sdo compostos que retardam ou inibem o crescimento de
microrganismos. Os compostos antibacterianos afetam bactérias e os antifungicos os fungos
(Kumar et al., 2021). Estas substancias normalmente atuam destruindo a parede celular,
degradando enzimas ou destruindo o material genético dos microrganismos, levando a sua
destruicdo (Ismail et al., 2020; Kumar et al., 2021). Dos varios compostos produzidos pelas
algas, os principais responsaveis pela atividade antimicrobiana s&o os compostos fendlicos,
0S pigmentos, as proteinas, os glicosideos e os acidos gordos, entre outros (Afonso et al.,
2021; Cabral et al., 2021; Ismail et al., 2020). Contudo, devido a complexidade destas

moléculas, e ao facto de a sua presenga nas algas ser varidvel ao longo do ano, a maioria dos



estudos incide sobre o potencial antimicrobiano in vitro de extratos, obtidos com diferentes
solventes (Cabral et al., 2021; Ismail et al., 2020; Pérez et al., 2016).

Num estudo de Padmakumar & Ayyakkannu (1997) em que foram analisadas 80
espécies de macroalgas do sul da India, 70% mostrou atividade antibacteriana e apenas
27,5% atividade antifungica. Quando analisamos os diferentes tipos de algas, as Rhodophyta
apresentaram 80% de atividade antibacteriana, tendo uma atividade superior as Chlorophyta
(62.5%) e as Phaeophyceae (61.9%). No que toca a atividade antifingica, as algas vermelhas
de novo demonstraram exibir maior atividade, com 37%, seguidas das algas castanhas com
33,3% e das verdes com apenas 8,3%. Dos diversos compostos isolados de algas vermelhas,
alguns polissacarideos e compostos fenolicos apresentam atividade contra bactérias como
Escherichia coli, Bacillus subtilis, e os géneros Staphylococcus e Vibrio (Kumar et al.,
2021). Além destes, também diversos compostos halogenados, como terpenos, apresentam
marcada atividade antimicrobiana e também antiviral (Pérez et al., 2016). Contudo, apesar
de haver diversos estudos que comprovam o potencial antimicrobiano das algas vermelhas,
a sua aplicacdo a nivel alimentar e farmacéutico ainda ndo é representativa (Cabral et al.,
2021).

Dos diversos testes para a caracterizacdo da atividade antimicrobiana, a
determinacdo da Concentragdo Minima Inibitoria (MIC), permite aferir a atividade de
diversas concentracdes de extratos no crescimento de microrganismos. Assim, um meio de
cultura liquido com os microrganismos em analise é adicionado em dilui¢Bes sucessivas e
conhecidas do extrato. O ponto onde ndo for observado crescimento microbiano, apds
incubacéo, é considerado a MIC (Cabral et al., 2021; Pérez et al., 2016).

Alguns autores detetam alguma sazonalidade no potencial antimicrobiano e
antioxidante das macroalgas. Diversos estudos apontam para uma maior atividade
antimicrobiana durante a primavera e 0 verdo, enquanto o pico de atividade antioxidante
ocorre no final do inverno, concomitante com uma maior quantidade de compostos fendlicos
(Pérez et al., 2016).



1.1 Jania rubens

A Jania rubens (Linnaeus) J.V. Lamouroux, 1816, é uma alga vermelha da ordem
Coralinalles, que atinge um tamanho méaximo de 9 a 10 cm. Como as restantes espécies desta
classe, € uma alga calcéria, apresentando um revestimento composto sobretudo por
carbonato de célcio (Johansen, 2018; Lee, 2018; Neto, 2000). Esta presente na costa do
Oceano Atlantico e no Mar Mediterraneo, ocorrendo especialmente em &guas com
temperatura entre 10 e 30°C (Couteau & Coiffard, 2020; Ismail et al., 2017; Johansen, 2018;
Navarro & Stortz, 2008; Neto, 2000). Esta alga desempenha uma funcéo importante a nivel
ecoldgico, ao promover a fixacdo de outros organismos benténicos, produzindo carbonatos,

e auxiliando, ainda, a estabilizacao de recifes (Johansen, 2018; Porzio, et al., 2018).

Devido ao seu revestimento calcario, as algas da ordem Coralinalles encontram-se
entre 0s organismos mais sensiveis a variacfes nas condicdes ambientais (Porzio, et al.,
2018). Com a percecdo da crescente acidificacdo dos oceanos, diversos estudos tém sido
efetuados, mostrando que as diferentes espécies reagem de maneira distinta. Este processo
de diminuicdo do pH da 4gua do mar, ndo afeta de forma significativa o revestimento destes
organismos, contudo, hd uma diminuicdo acentuada de pigmentos como clorofila,
carotenoides e ficobilinas, afetando gravemente a atividade fotossintética (Porzio, et al.,
2018). Com estes resultados, pensa-se que a estrutura do carbonato podera nédo ser afetada
pelo pH baixo, ou que a alga mantém a capacidade de deposicdo do mesmo de forma mais

ativa, ajustando o restante metabolismo em resposta as alteracfes de pH.

A Jania rubens, assim como as restantes algas vermelhas, tem vindo a ser
considerada como uma importante fonte de compostos bioativos, nomeadamente vitaminas,
flavonoides e &cidos gordos. Estes produtos podem ter uma aplicagéo alargada como aditivos
alimentares, suplementos e cosméticos (Maghraby et al., 2021). Devido ao seu alto contetdo
em cinzas, a Jania rubens pode ser uma boa fonte de compostos inorganicos, e apresenta
ainda quantidades consideraveis de lipidos, proteinas e hidratos de carbono (Ahmed et al.,
2011; EI-Sheekh et al., 2021; Ismail et al., 2017; Jose & Xavier, 2020; Khairy & El-Shafay,
2013). Quando comparada com outras espécies, a J. rubens, apresenta, ainda, um valor
elevado de acidos gordos polinsaturados (Khairy & El-Shafay, 2013). Apesar de existir um
namero consideravel de estudos sobre o perfil nutricional desta alga, os resultados obtidos



sdo muito dispares, confirmando a grande volatilidade da composigdo bioquimica. Além
disso, esta espécie é pouco estudada na costa portuguesa, sendo a maioria dos trabalhos
publicados pertencentes a regido Mediterranea. Saleh & Al - Mariri (2017) analisaram
extratos de diferentes solventes, e verificaram que os extratos aquosos e etandlicos de Jania

rubens continham composi¢fes quimicas semelhantes.

Das bioatividades ja registadas para esta espécies, destaca-se uma elevada atividade
antitumoral, em especial de extratos metandlico. Esta atividade, parece estar relacionada
com a presenca de quantidades significativas de esteroides e terpenoides (Ahmed et al.,
2011). Também foi detetada capacidade antioxidante de alguns pigmentos e proteinas bem
como dos extratos metandlicos e etandlicos desta alga (Ahmed et al., 2011; Mohy EI-Din &
El-Ahwany, 2016). Além disso, o estudo de Ismail et al. (2020) aponta para atividade
antimicrobiana contra bactérias multirresistentes, por parte de &cidos gordos saturados de

cadeia longa isolados de Jania rubens.

Contudo, o estudo desta espécie é ainda limitado, sendo necessario aprofunda-lo. E
interessante estudar o perfil quimico destas algas, provenientes da costa portuguesa para
comparar com os resultados obtidos na regido do Mar Mediterraneo. H& ainda um grande
potencial quando olhamos para as bioatividades ja descobertas nesta alga. Os estudos
disponiveis apresentam um foco em extratos obtidos com solventes diversos, no entanto,
existe pouca bibliografia que utilize solventes verdes como agua e etanol. Desta forma,

utilizando estes solventes é possivel compreender o potencial industrial desta espécie.

1.2 Sphaerococcus coronopifolius

O Sphaerococcus coronopifolius Stackhouse, 1797 é uma alga vermelha da ordem
Gigartinales, que habita a zona subtidal, e que pode ser encontrada na costa leste do Atlantico
Norte e no mar Mediterraneo (Abdelahad et al., 2016; Neto, 2000). E uma alga cartilaginea
que pode atingir até 25 a 30 cm de comprimento, formando tufos robustos de ramificacdo
irregular (Abdelahad et al., 2016; Neto, 2000; Tomi¢, 2015). Em Portugal é possivel
encontrd-la em toda a costa, mas € mais comum nos arquipélagos dos Acores e da Madeira
(Neto, 2000).



O potencial desta espécie comecgou a ser estudado no final da década de 1970 e nos
anos 80, contudo, poucos estudos foram feitos (Abdelahad et al., 2016). Além disso, o perfil
nutricional do Sphaerococcus coronopifolius ainda nédo é totalmente conhecido, com apenas

alguns estudos sobre o teor de proteina (Patarra et al., 2011).

Grande parte dos estudos efetuados com esta alga vermelha focam num tipo
especifico de compostos, os terpenos (Pinteus et al., 2015; Quémener et al., 2021;
Smyrniotopoulos et al., 2009). Estes compostos apresentam diversas bioatividades,
nomeadamente potencial antimicrobiano contra Staphylococcus aureus e Candida albicans,
além de efeito citotdxico contra células cancerigenas (Ismail et al., 2020). Estes compostos
sdo normalmente extraidos com solventes organicos como metanol e diclorometano, sendo
posteriormente isolados. Desde a primeira analise quimica nesta alga, ja foram isolados um
grande numero de diterpenos bromados, muitos deles com atividade marcada contra
bactérias Gram-positivas, e efeito citotdxico contra células de cancro do pulmao (Rodrigues
etal., 2015).

O desconhecimento do perfil quimico e das bioatividades de diferentes extratos
tornam o Sphaerococcus coronopifolius uma espécie muito interessante de estudar. Os
poucos estudos existentes demonstram um grande potencial na atividade antimicrobiana e
antioxidante. Além disso o perfil quimico desta espécie pode revelar possiveis aplicacdes

alimentares.

1.3 Objetivos

Tendo em conta que estas duas espécies sd0 muito comuns em toda a costa
portuguesa, é importante haver um maior conhecimento das mesmas de forma a avaliar a
possibilidade da introdugdo destas espécies na area alimentar, farmacéutica e cosmetica.
Assim o objetivo deste trabalho € fazer a caracterizacdo nutricional destas duas espécies,

bem com a avaliagdo das suas bioatividades, nomeadamente através da:

1. Quantificacdo da humidade, da cinza, da proteina total, os lipidos totais e 0s
hidratos de carbono, tanto da Jania rubens, como do Sphaerococcus

coronopifolius.
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Quantificacdo dos pigmentos, com determinacdo de clorofila a, carotenoides e
ficobilinas.

Otimizacdao da extracdo de ficoeritrina e ficocianina.

Determinacdo do rendimento de extracdo de diferentes solventes.

. Avaliacédo da capacidade antioxidante e antimicrobiana dos extratos aquosos.
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2. Materiais € Métodos

2.1 Colheita e processamento da biomassa
A biomassa fresca de Sphaerococcus coronopifolius foi colhida em Julho de 2021 na
praia do Quebrado, Peniche, Portugal, (39°22°13.28”N, 9°22°25.64”W), durante a maré

baixa. A temperatura da &gua estava nos 17,7 °C, a salinidade nos 35 psu.

A biomassa fresca de Jania rubens foi colhida em Marco de 2021 na praia de Séo
Marcos, Peniche Portugal, (39°19°10.34”N, 9°21°24.27”W), durante a maré baixa, sendo a

temperatura da 4gua 14,9 °C, a salinidade 35 psu.

Apbs a recolha, e ainda na praia, as algas foram mantidas em caixas térmicas com
placas refrigeradoras de modo a manter a temperatura baixa, sendo transportadas para o
laborat6rio com a maior brevidade possivel. Uma vez no laboratério, a biomassa fresca foi
colocada em tabuleiros com agua salgada onde foram identificadas e separadas as diferentes
espécies, e foram retirados os organismos epifitos presentes na biomassa. Apés a limpeza,
as algas foram congeladas a -20 °C até a sua utilizacdo. Para os protocolos que necessitavam
de biomassa seca, a alga foi colocada a 25 °C por 48 horas, em estufa ventilada (FD115,
Binder, Alemanha) (Afonso, Correia, Freitas, Mouga, et al., 2021) e moida num processador
de alimentos (VBL120X Personal Active Pro, Australia) até se obter um p6 fino, com
particulas inferiores a 200um (Afonso, Correia, Freitas, Mouga, et al., 2021) A biomassa
moida foi armazenada a -20 °C em tubos de plastico, selados, para evitar a absorcéo de

humidade.

2.2 Determinacéo do Perfil Bioquimico da biomassa seca

2.2.1 Quantificacdo de Humidade e Cinza

De forma a determinar o teor de humidade e cinzas presentes nas algas, foi pesado
1g de biomassa fresca para um cadinho previamente tarado, sendo realizados triplicados. De
seguida, os cadinhos foram colocados em estufa (FD115, Binder, Alemanha) a 105 °C

durante 48h, sendo depois colocados a arrefecer no exsicador e pesados novamente. Para
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calcular a percentagem de humidade presente na alga fresca foi utilizada a seguinte equacgéo
(AOAC, 2016):

Humidade (%) = “-24

x 100
W = Peso da amostra fresca (g)

Wd = Peso da amostra seca (g)

A mesma biomassa foi colocada em mufla (B170, Nabertherm, Alemanha) com uma
rampa de aquecimento de 4h e um patamar de 5h a 525°C. Quando a mufla arrefeceu, o0s
cadinhos foram retirados e colocados em exsicador até atingirem a temperatura ambiente.
Apbs o arrefecimento, os cadinhos foram pesados e a quantidade de cinza (como % de peso

seco) foi calculada segundo a férmula seguinte (AOAC, 2016):

a

Cinza (% peso seco) = VWV— x 100
d

W, = Peso da cinza (g)
Wi = Peso da amostra fresca (g)

Wq = Peso da amostra seca (g)
2.2.2 Quantificacdo de Proteina Total

Para a quantificacdo da proteina foi utilizado o método de Kjeldahl (AOAC, 2016).
Para isso foi usada biomassa seca (0,59) que foi submetida a uma digestdo em aparelho
digestor (Tecator Digestor, Foss, Suiga). Para tal foi adicionado acido sulfurico e catalisador
em pastilhas KjelTabs (VWR Chemicals, Estados Unidos da América) e a temperatura foi
colocada a 220°C por 30 min seguido de 90 min a 400°C. Além dos triplicados com amostra
foram ainda realizados brancos em duplicado, onde néo foi adicionada amostra. Terminado
o tempo de digestdo e apos os tubos estarem frios, foi adicionada dgua destilada e feita uma
destilacdo com adicdo de NAOH no destilador (2100 Kjeltec Distillation Unit, Foss, Suica).
Adicionou-se acido bérico ao produto destilado e foi efetuada uma titulagdo com HCI até a

amostra apresentar uma cor cinzenta, sendo registado o volume de HCI adicionado.
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De forma a determinar a quantidade de proteina, em % de peso seco, foi utilizada a
seguinte formula, sendo utilizado o valor do fator de conversao de 5, especifico para algas
vermelhas (Angell et al., 2016):

, _ [(Va—Vb) X n X cf x 0,014]
Proteina Total (% peso seco) = - x 100

Va = Volume de HCI gasto na titulagdo da amostra (mL)
Vb = Volume de HCI gasto na titulagdo do branco (mL)
n = Concentracdo do HCI gasto na titulagdo (0,1 mol.L %)
m = Massa inicial da amostra (g)

cf= fator de conversao

2.2.3 Quantificacdo de Matéria Gorda Total

Para quantificar a matéria gorda total foi utilizado o Método de Folch (1957). Para
isso, 1 g de alga seca foi hidratada a 80 %, com agua ultrapura, e de seguida foi adicionado
0 Reagente Folch (cloroférmio: metanol, 2:1) e a amostra foi homogeneizada no vortex
durante 6 min, sendo realizados triplicados. Ap6s este tempo, foi adicionado NaCl 0,8%,
sendo as amostras novamente agitadas por 1 min. Para facilitar a separacdo das diferentes
camadas, a amostra foi centrifugada a 4 025 g, a 4°C por 10 min, e de seguida foi recolhida
a camada com o cloroférmio e a matéria gorda, que apresentava uma cor verde-escura. A
fracdo recolhida foi filtrada numa coluna com algodéo hidrofébico e hidréxido de sédio para
remover particulas em suspensdo e residuos de agua. O pellet e as restantes camadas foram
novamente extraidos com cloroférmio e repetidos todos os passos a partir da centrifugacéo,

para recuperar toda a fragéo lipidica em maior extensao

As fracOes de cloroférmio foram transferidas para peras, previamente pesadas, € as
amostras foram evaporadas no rotavapor (Laborota 4000, Heidolph, Alemanha) a 40°C.
Apo0s evaporacdo, as peras foram colocadas no exsicador para arrefecer e por fim foram

pesadas.

O teor de matéria gorda total em % peso seco, foi calculada através da seguinte

férmula:
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‘o m; — Mgy
Matéria Gorda (% peso seco) = E— x 100
i
mi = massa inicial de alga
m1 = massa da pera com gordura

Mo = massa da pera vazia
2.2.4 Quantificacdo de Hidratos de Carbono

Os hidratos de carbono presentes nas algas foram quantificados pelo método de
Dubois (1956). Foram pesados 5 mg de biomassa seca, em triplicado, e adicionados a cada
amostra, 4 mL de &cido sulfurico (1M), sendo os tubos de ensaio colocados no banho-maria
a 90°C por 1h (Precisterm 6000387, Selecta, Espanha). De seguida, os tubos foram
centrifugados a 1 005 g durante 2 minutos e retirados 1 mL para dois tubos diferentes, tendo
cuidado para néo transferir o pellet. Num dos tubos foram adicionados 500pL de fenol (5%).
Em todos os tubos foram colocado 3 mL de &cido sulfarico (96%), e a solucdo foi
homogeneizada, realizando movimentos up and down com a micropipeta. Ap6s o
arrefecimento dos tubos, adicionaram-se 6 mL de agua ultrapura. Para ler a absorvancia foi
efetuado um varrimento entre 400 e 550 nm, em espectrofotometro (Evolution 201, Thermo
Scientific, USA).

Foi efetuada uma curva padréo de galactose com concentracdes entre 0 e 1 (v/v), que
seguiu 0s mesmos passos das amostras, apés a centrifugacdo. A equacdo da curva padrdo
utilizada para o calculo dos hidratos de carbono foi a seguinte (DuBois et al., 1956):
y—%xFD
m

Hidratos de Carbono (% peso seco) = x 100

y= ABS 485nm (tubo c/ fenol) — ABS 485nm (tubo s/ fenol)
b = ordenada na origem da curva padréo

a = declive da curva padrédo

m = massa de biomassa (mg)

FD = volume &cido sulfurico (96%) adicionado
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2.3 Extracédo e Quantificacdo de Pigmentos

2.3.1 Quantificacdo de Ficobiliproteinas

Para a quantificacdo de ficoeritrina e ficocianina nas amostras, foi pesado 1 g de alga
fresca, previamente congelada, em triplicado. As amostras congeladas foi adicionado
solvente a razdo de 1/20 (biomassa/solvente), sendo testados 4 solventes diferentes (dgua
ultrapura, agua salgada, tampao fosfato 0,1M pH 7,0 e EDTA 0,1M pH 7,0). Para preservar
0s pigmentos, os solventes encontravam-se todos a -20°C, no inicio do procedimento. A
amostra com solvente foi colocada num processador alimentar (VBL120X Personal Active
Pro, Breville, Jarden Consumer Solutions) de forma a fragmentar a biomassa 0 maximo
possivel. A biomassa foi depois macerada por 10 min num almofariz gelado, mantido em
gelo, para atingir uma temperatura 0 mais baixa possivel. Apds a maceracao, a alga moida e
o0 solvente foram transferidos para um gobelet numa tina com gelo e as amostras foram
colocadas em agitacao por 30 min, no escuro. Passados os 30 min, a amostra foi centrifugada
a12500 g, a4 °C por 20 min, sendo recolhida a fracdo liquida. Por fim foi realizada a leitura
da absorvancia, com um varrimento entre 300 e 800 nm, em espectrofotometro (Epoch 2,
BioTek, USA).

Para calcular a concentracdo de R-ficoeritrina (R-PE) e R-ficocianina (R-PC) foram

usadas as seguintes férmulas (Beattie et al., 2018; Beer & Eshel, 1985):

~ mg
Concentragdo de R — PE (E)

= [(Abs565 — Abs592) — (Abs455 — Abs592) x 0.2] x 0.12

~ mg
Concentracao de R — PC (E)

= [(Abs618 — Abs645) — (Abs592 — Abs645) x 0.51] X 0.15
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2.3.2 Quantificacao de Clorofila e Carotenoides

Para a quantificacdo de carotenoides nas amostras, foi pesado 1g de alga fresca
congelada, em triplicado. As amostras congeladas foi adicionada acetona (90%) & razéo de
1:20 (biomassa:solvente). De seguida a amostra com solvente foi colocada num processador
alimentar (VBL120X Personal Active Pro, Breville, Jarden Consumer Solutions) de forma
a fragmentar a biomassa 0 maximo possivel, sendo depois a amostra macerada manualmente
por 10 min num almofariz. Apds a maceracéo, as amostras foram colocadas em agitacéo por
30 min, no escuro. Passados os 30 min, a amostra foi centrifugada a 8,000 g por 20 min,
sendo recolhida a fracdo liquida. Por fim foi realizada a leitura da absorvancia, com um

varrimento entre 300 e 800nm em espectrofotometro (Epoch 2, BioTek, USA).

Para calcular a concentragéo de clorofila e carotenoides foram usadas as seguintes
equacoes (Kirk & Allen, 1965; Osério et al., 2020):

Chl a (ug/mL)
= —0,3319 X (Abs630nm — Abs750nm)
— 1,7485 x (Abs647nm — Abs750nm)
+ 11,9442 X (Abs664nm — Abs750nm) — 1,4306 X (Abs691nm
— Abs750nm) (£0,0020)

Carotenoides Totais (%) : Abs480nm + 0,114 X Abs663nm — 0,638 X Abs645nm

2.4 Preparacdo de extratos brutos de Sphaerococcus coronopifolius e Jania

rubens

A biomassa seca das duas espécies de algas, foi sujeita a um processo de extracdo
sequencial, com um ratio biomassa:solvente numa razdo de 1:10, baseado no processo

descrito por Afonso et. al (2021). Foram testados trés solventes organicos, etanol, acetona e
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heptano, além de &gua ultrapura, sendo a biomassa extraida primeiro com agua e depois com

um solvente organico.

Para isso, foram misturados 3 g de biomassa em 30 mL de agua ultrapura, ficando a
mistura sob agitacdo num gobelet, por uma hora a temperatura ambiente, protegida da luz.
De seguida a mistura foi centrifugada a 8000 g, durante 10 min, a temperatura ambiente, o
sobrenadante foi filtrado (GF/C, Whatman), e a biomassa foi sujeita a uma segunda extragéo
com 10 mL agua ultrapura, nas mesmas condicOes de temperatura e luminosidade, e com o
mesmo processo de centrifugacdo e filtragem. Estes dois passos foram depois repetidos com
a mesma biomassa, usando desta vez um solvente organico. O extrato aquoso foi liofilizado,
enguanto os extratos organicos foram evaporados no rotavapor (Laborota 4000, Heidolph,
Alemanha) a 40°C, sendo liofilizados de seguida. Apds pesagem e célculo do rendimento de

cada extracdo, os extratos foram armazenados a -20 °C.

Para 0s ensaios seguintes, os extratos aquosos liofilizados foram dissolvidos em agua
ultrapura numa concentragdo de 100 mg-mL™%, sendo estes os que foram analisados nos
ensaios de determinacdo de atividade antioxidante e antimicrobiana, por serem aqueles que

mostraram rendimentos mais elevados.

2.5 Avaliacéo da Atividade Antioxidante

2.5.1 Capacidade de reducédo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

A capacidade de reducdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), foi medida
seguindo o método de Brand-Williams et. al (1995) com algumas alteracdes devidas as
caracteristicas destas espécies. Para isso foi preparada uma solugéo stock do radical DPPH
a 0,1 mM em etanol, com uma absorvancia obrigatéria de 0.9 £ 0.1 a 517nm. Os estratos
aquosos foram diluidos em diferentes concentragdes, designadamente 20, 40, 60 e 80

mg-mL L,

A reacdo foi adaptada para microescala, sendo efetuada numa placa de 96 pocos
(738-0168, Avantor/Greiner, Austria) com 2 pL de extrato aquoso (nas concentragdes de 20,
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40, 60, 80 e 100 mg'-mL 1) e 198 uL de DPPH. Foram ainda preparados pogos com 2 uL
agua ultrapura e com 198 uL de DPPH, que serviram de controlo negativo, assim como
controlo positivo com &cido ascorbico (10 mg-mL ™) e ainda pogos com 2 pL de extrato
aquoso (nas concentracdes de 20, 40, 60, 80 e 100 mg-mL ) e 198 pL de 4gua ultrapura que
serviram de branco, uma vez que os extratos apresentavam coloragédo. As condicdes descritas
foram feitas em quadruplicado. A placa foi preparada num espaco com reduzida
luminosidade. De seguida, a placa foi incubada no escuro por 30 minutos a temperatura
ambiente, sendo a absorvancia medida a 517 nm espectrofotometro (Epoch 2, BioTek,
USA).

O calculo da capacidade de reducdo do radical DPPH foi calculado através da

seguinte equacdo (Dudonné et al., 2009):

Abs ¢ — (Abs s — Abs b) o

Reducdo do Radical DPPH (%) = Ao e

100

Abs c € a absorvancia do controlo negativo (dgua ultrapura e DPPH);
Abs s é a absorvancia da amostra (extrato e DPPH);

Abs b € a absorvancia do branco (amostra e 4gua ultrapura).

2.5.2 Capacidade de reducéo do radical acido 2,2’-azino-bis- (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTYS)

A capacidade de reducéo do radical 2,2’-azino-bis- (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico
(ABTS), foi medida seguindo o método de Meng et al. (2022) com algumas alteracbes
devidas as caracteristicas destas espécies. Para isso foi preparada uma solugdo stock do
radical ABTS, misturando uma solucdo 7 mM de ABTS em &gua ultrapura e uma solucao
de 2,45 mM de Persulfato de Potassio em agua ultrapura, em partes iguais. Esta solucéo
stock ficou cerca de 16h em repouso, a temperatura ambiente e num local escuro. De seguida
esta solucdo foi dissolvida com &gua ultrapura até atingir uma absorvancia de 0,72 + 0,02 a
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734 nm, sendo esta a solucdo utilizada nos ensaios. Os estratos aquosos foram diluidos em
diferentes concentracdes, nomeadamente de 20, 40, 60 e 80 mg-mL L.

A reacdo foi adaptada para microescala, sendo efetuada numa placa de 96 pocos
(738-0168, Avantor/Greiner, Austria) com 2 pL de extrato aquoso (nas concentracdes de 20,
40, 60, 80 e 100 mg'mL?) e 198 puL de ABTS. Foram ainda criados pogos com 2 pL &gua
ultrapura e 198 puL de ABTS, que serviram de controlo negativo, assim como controlo
positivo com acido ascorbico (10 mg-mL™?) e ainda pogos com 2 pL de extrato aquoso (nas
concentracdes de 20, 40, 60, 80 e 100 mg-mL ™) e 198 uL de agua Ultrapura que serviram
de branco uma vez que as amostras tinham cor. As condi¢cdes descritas foram feitas em
quadruplicado. A placa foi preparada num espaco com a menor luminosidade possivel e de
seguida foi incubada no escuro por 6 minutos, a temperatura ambiente, sendo a absorvancia
medida a 734 nm, espectrofotometro (Epoch 2, BioTek, USA). O célculo da capacidade de

reducdo do radical ABTS foi feito através da seguinte equacdo (Dudonné et al., 2009):

Abs ¢ — (Abs s — Abs b) y

Reducio do Radical ABTS (%) = Y

100

Abs c é a absorvancia do controlo negativo (agua ultrapura e ABTS);
Abs s € a absorvancia da amostra (extrato e ABTS);

Abs b é a absorvancia do branco (amostra e dgua ultrapura).

Da percentagem de reducéo obtida através da equacdo anterior, foi calculado o valor
de EC50, que pode ser definido como a concentracdo da amostra onde se obtém metade da
resposta maxima. Assim os resultados foram interpretados tendo em conta que quanto menor

o0 EC 50, maior a atividade antioxidante do extrato.

2.5.3 Quantificacdo Total de Polifendis (QTP)
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A quantificacdo total de polifenois foi efetuada através da adaptagdo do método de
Folin-Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965). Foi preparada uma solu¢do de Carbonato de
Sodio a 1,89 M (Na2CO3) em agua ultrapura.

O metodo foi adaptado para microplacas de 96 pocos (738-0168, Avantor/Greiner,
Austria) que continham 2 pL de extrato, 158 uL de 4gua ultrapura, 10 puL de reagente de
Folin-Ciocalteu, sendo adicionado 30 uL da solucdo de carbonato de sédio apds 2 minutos.
Foram ainda realizados brancos para a amostra, sem o reagente e controlos em que foi

adicionada &gua ultrapura em vez de amostra.

De seguida as placas incubaram no escuro durante uma hora a temperatura ambiente,
sendo lido a absorvancia a 755nm, espectrofotdmetro (Epoch2, Biotek Instruments). Foi
efetuada uma curva padrdo com acido Galico e os resultados foram expressos em

equivalentes de acido galico (mg GAE.g* extrato).

2.6 Avaliacao da Atividade Antimicrobiana

2.6.1 Revitalizacio de Estirpes Bacterianas

De forma a testar o potencial antimicrobiano dos extratos aquosos foram escolhidos
trés microrganismos, sendo eles a Escherichia coli (ATCC 10536), Bacillus subtilis (ATCC
6633) e a Saccharomyces cerevisiae (DSM 70449), estando assim representadas as bactérias

Gram-, Gram+ e uma levedura, respetivamente.

Estes microrganismos estavam criopreservados a -80 °C e foram revitalizados antes
de prosseguir com 0s ensaios. Para a revitalizacdo da E. coli e do Bacillus subtilis foi
utilizado o meio Luria Bertani (LB), ao qual se adicionou 15 g.L* de Agar Bacterioldgico,
sendo as placas incubadas a 37°C por 24h. Ja para a Saccharomyces cerevisiae foi utilizado
0 meio Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD) e as placas foram incubadas por 72 h a
28°C. Apos os tempos de incubacéo as placas com os riscados foram armazenadas a 4°C até

serem utilizadas.

De forma a efetuar as suspensdes, utilizadas no método seguinte, foi selecionada

uma colonia tipica do microrganismo, que foi repicada para um tubo de ensaio com meio
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Muller Hinton liquido (MHB, Muller-Hinton Broth). De seguida, o tubo foi colocado a
temperatura 6tima de crescimento da respetiva espécie, sendo finalmente a turbidez ajustada
a 0,5 na escala de McFarland (European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) of the European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ESCMID), 2003), com uma solucdo salina a 0,85%. Desta forma todos o0s ensaios estavam
em condi¢des semelhantes. Este passo foi igual para cada uma das trés espécies descritas
previamente, sendo apenas diferentes as temperaturas e o tempo de incubacdo. Os ensaios
descritos de seguida foram feitos imediatamente apds o ajuste da turbidez da suspensdo
(European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) of the European
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID), 2003).

2.6.2 Concentracdo Minima Inibitéria (MIC)

A determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria é uma técnica muito comum que
permite avaliar a capacidade antimicrobiana (Wiegand et al., 2008). Para a realizacdo desta
técnica foi adaptado o protocolo de Lambert & Pearson (2000), implementando o método

das microdilui¢cbes em caldo, em microplacas (82.1582.001, Sarstedt, Alemanha).

Foi efetuado um estudo preliminar para testar a concentracdo maxima de extrato e
verificar se havia alguma inibi¢do do crescimento de algum dos trés microrganismos. Para
isso foram colocados 145 pL de meio MH liquido, 50 pL de extrato aquoso e 5 uL de
suspensdo (correspondendo a uma concentracdo final de 25 mg-mL ™! de extrato de alga).
Foram ainda efetuados controlos contendo apenas 195 uL de meio MH liquido e 5 uL de
suspensdo, como controlo positivo, e apenas 200 u. MH liquido, como controlo negativo.
De forma a validar as leituras visuais, foi lida a absorvancia por espectrofotometria a 600
nm (SynergyH1, Biotek, USA), logo apés a inoculacdo e ap6s 24h de incubacgéo, sendo que

as placas com E. coli e B. subtilis foram mantidas a 37°C e S. cerevisiae a 27°C.

Apo6s 24h de incubacdo as placas que apresentavam crescimento no controlo
negativo, ou auséncia de crescimento no controlo positivo era imediatamente descartadas e
0 ensaio repetido. Nas restantes placas, 0s po¢os com extrato foram analisados. Aqueles que
apresentaram inibicdo de crescimento, verificada por leitura visual e absorvancia, foram

repetidos, com recurso a micro-diluicdes.
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Para as micro-diluicdes foram preparadas placas que comegavam com um pogo que
continha 145 puL de MH liquido, 50 uL de extrato aquoso, e de seguida, foi feita uma
sequéncia decrescente de diluicbes. Foram efetuadas no total de 11 concentragdes entre 25
mg'mL ! e 0.02 mg-mL?, sendo a concentragdo de cada pogo metade da concentracdo do
pogo anterior. Por fim, foram adicionados 5 pl da suspensdo, assim como 0S mesmos
controlos das placas do estudo preliminar. Estas placas seguiram 0 mesmo esquema de
leituras, tempo e temperatura de incubacdo referido anteriormente. O valor da MIC foi
considerado no po¢o com a concentragdo mais baixa onde era visivel uma turbidez menor
assim como menos depdsito bacteriano, quando comparado com o controlo positivo. O
crescimento microbiano foi calculado segundo a equagao seguinte:

Abs e (t1) — Abs e (t0)

. : : 0 = x1
Crescimento microbiano (%) Abs ¢ (t1) — Abs ¢ (t0) 00

Abs e € a absorvancia do extrato, a 600nm, no momento da inoculagdo(t0) e ao fim de 24h

(t1)

Abs c é a absorvancia do controlo positivo, a 600nm, no momento da inoculagdo(t0) e ao
fim de 24h (t1)

2.7 Analise estatistica

Todos os testes foram efetuados em triplicado (n =3), no minimo. A analise estatistica
foi realizada por testes ANOVA de um fator ou testes T, apds confirmacao da normalidade
dos dados e homogeneidade de variancias. Quando os requisitos ndo foram cumpridos,
realizou-se o teste ndo-parameétrico de Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney. Diferencas de p<
0.05 foram consideradas estatisticamente significativas. O calculo do EC50 no caso da
capacidade de reducédo do radical ABTS foi efetuado no software GraphPad Prism 9.0.0.
Toda a analise estatistica foi feita com o auxilio do software IBM SPSS Statistics 28.0 (IBM
Corporation, New York, USA).
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3. Resultados e Discussao

3.1 Perfil Bioguimico:

A biomassa de S. coronopifolius e de J. rubens foi analisada quanto a percentagem
de humidade e o contetdo de humidade, cinza, proteina, matéria gorda total e hidratos de
carbono. Os resultados revelam diferencas entre as duas espécies, indo de encontro com
dados ja publicados que atestam a elevada diversidade da composicdo quimica das algas

vermelhas. Os valores obtidos na analise do perfil bioquimico estdo presentes na Tabela .

Tabela | - Perfil bioquimico de Sphaerococcus coronopifolius e Jania rubens. Os dados séo
apresentados como média + desvio padrédo (n=4, para a Humidade e Cinza; e n=3 para Proteina,
Matéria Gorda Total e Hidratos de Carbono).

Sphaerococcus Jania rubens

coronopifolius
(';J?eidFa\?\f) 71864205  3861+236
% Cdi:g"W) 20764223  79,79+0,83
((VF; rg;eg'\?v) 12654017  4,70£0,21
Maté(?/f ;o[r)o\',"’\l/)T ol 024005 0,29 + 0,06
Hidr?f,/(; Sd‘:eDci/?,r)bo”O 4023+187  7,72+042

Tendo em conta a percentagem de humidade, a alga Sphaerococcus coronopifolius
apresentou o valor mais elevado com 71,86% FW. Ja a Jania rubens apresentou um teor de
humidade de apenas 38,61% FW. A diferenca estatistica entre estes valores foi confirmada
pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (U = 16,00, p = 0,029). Como seria expectavel,
quando olhamos para o contetdo de cinza verificamos uma inverséo dos valores com a Jania
rubens com 79,79% DW e o S. coronopifolius com apenas 29,76% DW, havendo uma
notoria diferenga entre as espéecies, confirmada estatisticamente pelo Teste T (t(6)=62,281,
p<0,001).
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Ao analisarmos os resultados ja publicados, verificamos que os valores de humidade
obtidos para a Jania rubens estdo abaixo dos 53,29% FW obtidos por Ismail et al. (2017).
Contudo, ha ainda estudos que quantificam a humidade desta espécie entre 2 e 5% FW (Jose
& Xavier, 2020; Khairy & EI-Shafay, 2013), valores muito abaixo do obtido no presente
estudo. Ha ainda autores que indicam valores de humidade semelhantes aos obtidos para esta
espécie (Polat & Ozogul, 2013). Além disso, estes autores analisaram a varia¢do do teor de
humidade ao longo do ano, tendo sido registada pouca varia¢ao sazonal. Quanto ao conteddo
de cinzas verificamos novamente uma discrepancia entre os estudos ja publicados, com
variacdes entre 20 e 50% DW (Ismail et al., 2017; Khairy & El-Shafay, 2013). J& o estudo
de Jose et al. (2020) apresenta um contetido de cinzas de 86,66% DW, proximo ao valor
obtido neste trabalho. No entanto, é de ressalvar que todos os estudos apresentados analisam
biomassa recolhida na zona do mar Mediterraneo, onde as condi¢des ambientais sao

diferentes da costa de Peniche, onde foi recolhida a biomassa em analise.

Quando olhamos para o Sphaerococcus coronopifolius, verificamos que quase nao
existem estudos relativamente a humidade e cinzas nesta espécie. O trabalho de Patarra et
al. (2011), apresenta um valor de 85,91% FW de humidade. A alga Chondracanthus teedei
var. lusitanicus, apresenta 86,52% FW de humidade (Pacheco et al., 2021), sendo gue, esta
espécie pertence a mesma ordem (Gigartinales) que o S. coronopifolius. Outros estudos
quantificam a humidade de outras Gigartinales ente 72 e 89% FW, o que indica elevada
percentagem de humidades nestas algas (Olsson et al., 2020; Yanshin et al., 2021). Quanto
ao contelido de cinzas, algas como a Chondrus crispus e a Dilsea carnosa apresentam um
contetdo de cinzas entre 24 e 28% DW, com algumas Gigartinales a chegarem a 38% DW
(Olsson et al., 2020). Tambem a alga C. teedei var. lusitanicus apresenta valores proximos a
30% DW (Pacheco et al., 2021) valores muito préximos do encontrado no presente estudo.

Assim, como foi possivel verificar nos estudos mencionados, o conteudo de
humidade e cinza apresentam uma relagdo inversa, ou seja, quando a humidade é elevada o
contetdo de cinzas é mais baixo e vice-versa. A analise do conteldo de cinzas mede a
componente mineral total presente na biomassa. Tendo em conta que as algas sdo conhecidas
como fontes significativas de diversos minerais, a percentagem de cinzas é normalmente
maior quando comparada com outros organismos, como as plantas terrestres (Pereira, 2018).
Quando analisamos algas da ordem Corallinales observamos um valor elevado no contetido

em cinzas, devido ao facto de estas apresentarem depdsitos minerais, que revestem toda a
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alga. E este o caso da Jania rubens, que apresenta um conteido em cinza mais elevado,
quando comparado com uma alga cartilaginea, como o Sphaerococcus coronopifolius, ou

outras Gigartinales.

O contetdo de proteinas foi mais elevado em S. coronopifolius, 12,65 % DW, em
comparacdo com a J. rubens, com 4,70% DW. Esta diferenca era expectavel pois, como as
Corallinales apresentam elevado conteudo em cinza, os macronutrientes em analise
apresentam concentragdes mais baixas que outras algas, tendo o facto sido confirmado pelo
Teste T (t(4)=-50,745, p<0,001). Além disso, os resultados obtidos para as duas espécies,
estdo longe de se destacar dentro das algas vermelhas, pois dentro do filo ha registo de

espécies que atingem 47% DW de proteina (Fleurence, 1999; Ismail et al., 2017).

O valor obtido para o S. coronopifolius, estd um pouco abaixo de valores ja registado
para a mesma espécie, que se encontrava entre 19 e 20% DW (Patarra et al., 2011). Contudo,
quando olhamos para algas como C. teedei var. lusitanicus, C. crispus e Polyides rotunda,

verificamos que os valores obtidos para o S. coronopifolius sdo superiores.

O teor de proteina registado para a J. rubens encontra-se proximo dos valores
publicados por Polat & Ozogul (2013), entre 1,6 e 3,8% DW e de El-Sheekh et al. (2021),
com 5,1% DW. Ja outros autores apontam para valores de proteina entre 9 e 28% (Ismail et
al., 2017; Khairy & EI-Shafay, 2013).

Como referido anteriormente, estas diferencas dever-se-do essencialmente as
diferentes condi¢cGes ambientais onde a biomassa foi recolhida. Além disso, a variacdo do
contetido de proteina ao longo do ano apresenta uma maior variagdo quando comparada com

outros macronutrientes (Polat & Ozogul, 2013).

Tal como esperado, o contetdo em matéria gorda total apresenta valores muito
baixos. As algas vermelhas sdo conhecidas por apresentar quantidades baixas de lipidos,
que sdo compativeis com uma dieta saudavel, e que ndo apresentam potencial energético
(Lordan et al., 2011). N&o houve diferengas significativas, segundo o teste de Mann-
Whitney, (U = 9,00, p >0,05), entre os valores obtidos para o Sphaerococcus coronopifolius,
com 0,92% DW, e a Jania rubens, com 0,29% DW.

Quando comparamos com dados ja publicados observamos que os valores obtidos

para 0 Sphaerococcus coronopifolius estdo ligeiramente abaixo dos registados para a alga
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Chondracanthus teedei var. lusitanicus (Pacheco et al., 2021). Contudo, nas andlises
bioguimicas realizadas por outros autores, ao S. coronopifolius e outras Gigartinales, o
conteudo de mateéria gorda néo foi alvo de analise (Olsson et al., 2020; Patarra et al., 2011;
Yanshin et al., 2021).

No caso da Jania rubens, os artigos publicados apresentam valores diversos, que
variam entre 1,4 e 2,4% DW (EI-Sheekh et al., 2021; Ismail et al., 2017; Khairy & El-Shafay,
2013). J& os dados de Polat & Ozogul (2013), apresentam valores de matéria gorda total que
se assemelham aos obtidos.

Quanto ao conteddo em hidratos de carbono, a alga Sphaerococcus coronopifolius
apresentou um valor elevado, de 40,23% DW, quando comparado com a Jania rubens que
apenas tinha 7,72% DW. Esta grande diferenca significativa entre as duas espécies foi
confirmada estatisticamente pelos Testes T (t(4)=-29,384, p<0,001). As algas vermelhas séo
conhecidas por produzirem grandes quantidades destes compostos, sendo normal
registarem-se valores elevados. Dentro dos compostos com maior interesse comercial
encontram-se 0 agar e a carragenana. Os valores ja anteriormente obtidos para os hidratos
de carbono em S. coronopifolius sdo semelhantes ao obtidos no presente estudo (Patarra et
al., 2011). Contudo, outras Gigartinales apresentam valores que chegam a 53% e 56%
(Pacheco et al., 2021; Yanshin et al., 2021), apesar de o valor mais comum para esta ordem
rondar os 30 a 40% (Olsson et al., 2020; Yanshin et al., 2021). Uma andlise mais aprofundada
do contetido de hidratos de carbono do S. coronopifolius, seria de grande interesse pois
permitiria classificar quais os tipos presentes nesta alga. Esta analise poderia revelar um

maior potencial desta espécie, tornando-a alvo de maior pesquisa.

No caso da Jania rubens, os resultados obtidos apresentam um valor baixo, o que vai
de encontro dos valores registados para algumas Corallinales (EI-Sheekh et al., 2021). No
entanto, alguns autores registaram valores muito mais elevados, entre 34 e 42% (Khairy &
El-Shafay, 2013), sendo que Ismail et al. (2017) obtiveram valores de 72% de hidratos de
carbono totais.

A grande discrepancia entre os resultados de diferentes autores, prende-se com o
facto de a composi¢édo bioquimica estar fortemente condicionada por fatores abio6ticos, como
variacoes de temperatura, pH e luminosidade. Estudos que analisam a variagdo do perfil

bioquimico ao longo do ano comprovam estas varia¢fes, com os diferentes macronutrientes
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a variarem de forma diferente em cada uma das estacGes (Afonso, et al., 2021; Fleurence,
1999; Olsson et al., 2020; Pereira, 2018; Polat & Ozogul, 2013; Yanshin et al., 2021). Além
disso, alguns autores sugerem também que a fase de crescimento dos organismos, apresenta
uma marcada influéncia nas quantidades de macronutrientes presentes na biomassa. Outro
ponto que influencia os resultados é a metodologia escolhida para a quantificacdo destes
macronutrientes (Patarra et al., 2011).

De uma forma geral, os dados do perfil bioquimico destas duas espécies, ndo
apresentam em grandes diferencas, quanto aos valores ja conhecidos para as duas espécies.
Contudo, tendo em conta a espécie Sphaerococcus coronopifolius, os resultados obtidos
mostram-se de especial importancia, pois ndo ha muitos trabalhos na bibliografia que
abordem estes aspetos. J& no caso da Jania rubens, os valores conseguidos apresentam
algumas semelhancas com valores ja publicados. Apesar disso, em todos 0s macronutrientes

analisados ha alguma bibliografia que apresenta dados muito discrepantes.

3.2 Extracédo e Quantificacdo de Pigmentos

Sendo algas vermelhas, as duas espécies em analise produzem ficobiliproteinas, uma
familia de pigmentos caracteristicos das Rhodophyta. Dentro desta familia sdo de destacar a
ficoeritrina (R-PE) e a ficocianina (R-PC). Além destes pigmentos é ainda possivel encontrar
carotenoides, assim como a clorofila a. A quantificacdo destes pigmentos ajuda a determinar
0 potencial biotecnoldgico destas algas, uma vez que 0s pigmentos Sdo responsaveis por

algumas bioatividades de interesse em diversas areas, nomeadamente alimentar e cosmética.

3.2.1 Quantificacdo de Ficobiliproteinas

As ficobiliproteinas sdo pigmentos acessorios responsaveis pela cor avermelhadas
das Rhodophyta, que desempenham um papel fundamental na captura de luz para a
fotossintese. Sendo proteinas hidrossoluveis, grande parte dos metodos de extracdo utilizam
solventes & base de agua. Apesar disso, atualmente existem diversos métodos de extracdo

28



destes pigmentos, que envolvem extracdo solido-liquido com agua ou tampéo fosfato, ou
entdo métodos mais complexos como processamento enzimaticos e extragdes ultrassonicas
ou com micro-ondas (Ramu Ganesan et al., 2022). Também as metodologias de
quantificacdo sdo variaveis, com diversos estudos a utilizar espetrofotometros UV-VIS, e

outros que utilizam técnicas cromatograficas (Dumay et al., 2014; Nguyen et al., 2020).

Tendo em conta a simplificagdo do processo de extragéo e quantificacédo, foi decidido
seguir um procedimento de maceracdo e extracdo solido-liquido, como descrito
anteriormente. De seguida, tendo em vista a otimizacdo deste passo, foram escolhidos
diversos solventes de forma a avaliar qual deles teria 0 melhor desempenho. Foi também
analisada a influéncia do material da cuvete no momento da leitura no espetrofotémetro,

sendo utilizadas cuvetes de plastico e de vidro.

Deste modo, os resultados da extracdo e quantificacdo de ficoeritrina e ficocianina
das algas Sphaerococcus coronopifolius e Jania rubens, estdo representados nas Figuras de
lad4.

Quanto a quantificacdo de ficoeritrina em Sphaerococcus coronopifolius (Figura 1),
adgua ultrapura apresenta o valor mais elevado, de 0,061 mg.mL ™ para as cuvetes de plastico

e 0,063 mg.mL™ para as cuvetes de vidro. Ja o valor mais baixo foi obtido com a agua
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Figura 1- Concentracéo de Ficoeritrina em Sphaerococcus coronopifolius em mg.mL™, utilizando
diferentes solventes de extracdo e utilizando recipientes de vidro ou plastico. Os dados sdo
apresentados como média * desvio padréo (n=3).
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salgada com 0,040 mg.mL para recipientes de plastico e vidro. Houve uma diferenca
estatisticamente significativa entre os solventes utilizados, determinada pela ANOVA
unidirecional (F(7,23) = 3,568, p = 0,017), contudo, o teste HSD de Tukey revelou que nao

houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p = 0,052).

No entanto, se olharmos para as diferencas entre a utilizacdo de plastico e vidro,
apesar da utilizacéo de vidro revelar valores ligeiramente superiores, verificamos que ndo ha
diferencas estatisticamente significativas segundo a ANOVA unidirecional (F(7,23) = 0,099,
p >0,05). Também a interacdo entre o solvente e o material da cuvete ndo apresentou
diferencas por ANOVA unidirecional (F(7,23) = 0,009, p >0,05).

A guantificacdo de ficocianina desta mesma espécie (Figura 2), apresenta resultados
diferentes. Para este pigmento, o EDTA revelou ser o melhor solvente de extracdo com
0,0029 mg.mL? e 0,0035 mg.mL™, para plastico e vidro respetivamente, destacando-se
significativamente em relacdo aos demais solventes, como comprova a ANOVA
unidirecional (F(7,23) = 3,568, p <0,001), havendo diferencas entre os grupos do teste HSD

de Tukey, representadas pelas letras minasculas diferentes.
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Figura 2 - Concentragéo de Ficocianina de Sphaerococcus coronopifolius em mg.mL™, utilizando
diferentes solventes de extracdo e utilizando recipientes de vidro ou plastico. Os dados sdo
apresentados como media + desvio padrdo (n=3). As letras minlsculas (a e b) representam
diferencas estatisticamente significativas no teste HSD de Tukey.
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Contudo, mais uma vez, quando analisada a influéncia entre a utilizacdo de plastico
ou vidro, ndo ha diferencas na ANOVA unidirecional (F(7,23) = 0,042, p >0,05). Do mesmo
modo, a interacdo entre o solvente e o material da cuvete ndo apresentou diferencas na
ANOVA unidirecional (F(7,23) = 2,762, p >0,05).

Tendo em conta os resultados obtidos para Sphaerococcus coronopifolius,
verificamos que a 4gua ultrapura é o melhor solvente para a extracao de ficoeritrina. Contudo
este é o0 solvente com pior resultado na extragdo de ficocianina. Além disso, apesar de se
registarem algumas diferencas entre a utilizagéo de vidro ou de plastico, a analise estatistica

mostra que ndo sdo significativas.

Deste modo, a escolha do solvente de extracédo deve ser ajustada consoante o objetivo
final da extracdo, sendo a &gua ultrapura o mais indicado para a obtencéo de ficoeritrina, e 0
EDTA para a ficocianina. Quanto ao material das cuvetes, a escolha ndo apresenta grandes
diferencas, contudo, de modo geral, e para os melhores solventes, os recipientes de vidro

apresentaram resultados mais elevados.

A quantificacdo de ficoeritrina da Jania rubens (Figura 3), apresenta resultados

diferentes do Sphaerococcus coronopifolius. O melhor solvente foi o EDTA com 0,052 e
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Figura 3 - Concentragao de Ficoeritrina de Jania rubens em mg.mL™, utilizando diferentes solventes
de extracdo e utilizando recipientes de vidro ou plastico. Os dados sao apresentados como média +
desvio padrao (n=3). As letras minusculas (a e b) representam diferencas estatisticamente
significativas no teste HSD de Tukey.
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0,054 mg.mL, para o pléstico e o vidro, respetivamente. Sendo a agua salgada, novamente
o solvente com menor desempenho, com 0,027 e 0,028 mg.mL™, para o plastico e o vidro,
respetivamente. Estas diferencas sdo comprovadas pela ANOVA unidirecional (F(7,23) =
6,502, p <0,001), havendo diferencas entre os grupos do teste HSD de Tukey, representadas
pelas letras mindsculas diferentes. Sendo que a &gua ultrapura e o tampé&o fosfato apresentam

valores intermédios relativamente a estes dois grupos.

Também aqui o material das cuvetes ndo originou diferencas significativas na
ANOVA unidirecional (F(7,23) = 0,220, p >0,05), nem a interag&o entre o solvente e o
material da cuvete (F(7,23) = 0,003, p >0,05).
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Figura 4 - Concentracdo de Ficocianina de Jania rubens em mg.mL™, utilizando diferentes solventes
de extracdo e utilizando recipientes de vidro ou plastico. Os dados sao apresentados como média +
desvio padrdo (n=3). Os asteriscos (*) representam diferencas estatisticamente significativas em
relacéo ao valor mais pequeno (Agua Ultrapura Plastico) e os restantes solventes.

No caso da quantificacdo da ficocianina em Jania rubens (Figura 4), os valores
obtidos fogem do padrdo obtido até agora. Neste pigmento verificamos que o melhor
resultado foi obtido com tampéo fosfato como solvente, e recipientes de vidro, com 0,0010
mg.mL. Além deste, o teor de ficocianina, extraida com agua salgada em cuvete de plastico
ou em EDTA em cuvete de vidro, apresenta diferencas estatisticamente significativas,

segundo o teste de Kruskal-Wallis (y2(7) = 17,484, p = 0,015), estando representadas na
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figura por um asterisco (*). Os restantes solventes apresentam valores mais baixos, sendo a
agua ultrapura o que apresenta os valores menores, com apenas 0,0001 mg.mL?, para o

plastico e vidro.

Quanto ao material utilizado ndo foram detetadas diferencas estatisticamente
significativas segundo a ANOVA unidirecional (F(7,23) = 1,196, p >0,05). Contudo, a
interacdo entre o solvente e o material da cuvete, apresenta diferengas estatisticamente
significativas na ANOVA unidirecional (F(7,23) = 3,599, p <0,05).

Como no caso da espécie analisada anteriormente, também na Jania rubens a escolha
do solvente vai estar dependente do objetivo, sendo o EDTA a melhor escolha para a
extracdo de ficoeritrina. Além disso, 0 material das cuvetes voltou a ndo mostrar grande
relevancia nos rendimentos de extracdo, contudo, a utilizacao de vidro voltou a resultar em

valores ligeiramente superiores.

Enquanto nos dois pigmentos analisados na alga Sphaerococcus coronopifolius, e a
ficoeritrina na Jania rubens, os valores apresentavam um padréo semelhante, com os dados
para cuvetes diferentes a serem semelhantes em cada solvente, no caso da ficocianina da J.
rubens esse padrdo ndo foi observavel. Apesar do valor obtido com o tampéo fosfato e vidro
ser muito superior aos restantes, foi também o que apresentou maior erro associado. Tendo
em conta que a quantidade obtida para todos os solventes é baixa, ha uma maior
probabilidade de erros, quer na leitura das amostras, quer nos passos de extragdo. Deste
modo, e tendo em conta das barras de erro destes valores ndo é possivel afirmar que o tampao
fosfato em conjunto com as cuvetes de vidro serdo a melhor op¢do para a extracdo de

ficoeritrina, no caso da J. rubens.

Quando comparamos as duas espécies verificamos que 0s solventes que apresentam
um melhor desempenho na extracdo de ficoeritrina sdo diferentes. Assim, ndo é possivel
definir um protocolo de extracéo de ficoeritrina otimizado para as algas vermelhas, como se
pretendia. Deste modo, serd sempre necessario testar, de forma a avaliar qual o melhor
solvente em funcéo de cada espécie, sendo que o mesmo é aplicavel no caso da ficocianina.
Apesar dos resultados obtidos para a Jania rubens ndo permitirem uma determinacéo do
melhor solvente, verificamos que a agua ultrapura e 0 EDTA apresentam um comportamento
semelhante entre as espécies, mas com resultados diferentes, reforcando a necessidade de

testes preliminares para determinacdo do melhor solvente, também no caso da ficocianina.
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Quanto ao tipo de cuvetes a utilizar para a medigdo em espectrofotdmetro, é possivel
verificar que, apesar de nao haver diferencas significativas entre plastico e de vidro, quando

sdo utilizadas cuvetes de vidro, geralmente, os resultados sdo melhores.

Devido ao facto de haver diversos métodos ja testados para a extracdo destes
pigmentos, os resultados sdo apresentados de formas distintas, o que torna dificil a
comparacgdo direta dos valores obtidos nos diferentes estudos. No entanto, através dos
trabalhos ja publicados é possivel verificar que em geral as Gigartinales apresentam maior
contetdo de ficobilinas quando comparadas com as Corallinales (Ismail & Osman, 2016;
Rossano et al., 2003; Yanshin et al., 2021). Este facto € visivel nos resultados obtidos para a
ficoeritrina com o Sphaerococcus coronopifolius a apresentar valor em geral mais elevados
que a Jania rubens. Contudo, esta diferenca ja ndo é visivel na ficocianina, com as duas
espécies em andlise a produzirem resultados semelhantes. Além disso, mesmo dentro das
Gigartinales ha grande diferenca entre as espécies, com algumas espécies como a Euthora
cristata a apresentar cerca de 20 mg.g™* DW e a Polyides rotunda com apenas cerca de 7,5
mg.gt DW (Yanshin et al., 2021).

Tendo, ainda, em conta que estes pigmentos sdo proteinas, era previsivel que o
Sphaerococcus coronopifolius, ao apresentar maior contetido em proteinas, tivesse também
um conteudo superior em ficobilinas, uma vez que estas podem representar até 50% das

proteinas hidrossolUveis e cerca de 20% DW total (Dumay et al., 2014).

E ainda importante de ressalvar que, apesar de serem pigmentos caracteristicos das
algas vermelhas, ndo existem muitos estudos sobre a quantificacdo de ficoeritrina e
ficocianina nestas espécies. Desta forma, os resultados conseguidos, permitem um maior

conhecimento das duas especies.

3.2.2 Quantificacdo Clorofila e Carotenoides

Os resultados obtidos na extracdo e quantificacdo de clorofila a e carotenoides estdo
presentes na Tabela Il. Quando observamos os valores obtidos, verificamos que nas duas
espécies a clorofila apresenta valores maiores quando comparada com o0s carotenoides.

Tendo em conta que a clorofila a € um pigmento essencial ao processo de fotossintese, €
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normal que esteja presente em maior quantidade quando comparado com 0s carotenoides
que sdo pigmentos acessorios. Além disso, os valores obtidos, que estdo apresentado em
1g.gt FW, mostram que estio presentes em menor quantidade que a ficoeritrina.

Tabela Il — Concentracdo de clorofila a e carotenoides de Sphaerococcus coronopifolius e Jania

rubens expressa em g.g-1 de peso fresco. Os dados sé&o apresentados como média + desvio padréo
(n=3).

Sphaerococcus i
e Jania rubens
coronopifolius
Clorofila a (ug.g* FW) 20,96 = 2,07 38,41+284
Carotenoides (ug.g* FW) 0,69 £ 0,07 1,87 £ 0,10

Quanto aos resultados obtidos na quantificacdo de clorofila, verificamos que a Jania
rubens apresenta uma concentragdo maior, 38,41 pg.gl FW que o Sphaerococcus
coronopifolius, sendo que os Testes T confirmaram que ha diferencas estatisticamente
significativas (t(4)=8,596, p<0,001), entre as duas espécies. No entanto, ao olharmos para 0s
valores ja publicados para a J. rubens verificamos que alguns autores detetaram valores
muito superiores, entre 150 e 200 pg.g™* FW (Ismail et al., 2017; Ismail & Osman, 2016;
Mohy EI-Din & El-Ahwany, 2016), sendo estes valores semelhantes aos reportados noutras
Corallinales, como a Ellisolandia elongata. Por outro lado, ainda ndo foram encontrados
valores publicados de clorofila a para o S. coronopifolius. Contudo, alguns resultados de
outras Gigartinales mostram uma grande diferenca entre espécies, que apresentam valores
entre 1 e 5 mg.g! DW (Yanshin et al., 2021). E preciso ressaltar que estes dados s&o
apresentados tendo em conta o peso seco, tornando dificil a comparacdo direta com o0s

valores obtidos, que tém por base o peso fresco.

Também no caso dos carotenoides a Jania rubens voltou a ter resultados superiores,
de 1,87 pg.g* FW, com diferencas registadas nos Testes T (t(4)=16,732, p<0,001). Estes
valores vao de encontro aos dados publicados por Ahmed et al. (2011). Porém, os estudos ja
publicados ndo sdo muito vastos, ndo tendo sido encontrados valores para o Sphaerococcus

coronopifolius ou outras Gigartinales.

Dos trabalhos j& publicados sobre a identificacdo dos diferentes tipos de carotenoides

presentes, séo detetadas variacOes entre as diferentes taxa das Rhodophyta. Deste modo, as
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Corallinales em geral apresentam maior contetdo de anteraxantina e as Gigartinales tém a
luteina como carotenoides principal (Esteban et al., 2009). No entanto, tendo em conta as
metodologias utilizadas neste trabalho ndo foi possivel quantificar os diferentes tipos de

carotenoides.

3.2.3 Considerac0es gerais da Extracdo e Quantificacdo de Pigmentos

Os resultados obtidos na quantificacdo dos trés tipos de pigmentos, permitem
preencher uma lacuna do conhecimento para estas espécies e, em especial, para o
Sphaerococcus coronopifolius. Grande parte dos estudos existentes sobre estes temas
apresentam resultados muito discrepantes, nao s6 devido aos diferentes métodos utilizados,
mas também devido ao facto de os estudos utilizarem biomassa de diferentes regides e

recolhida em diferentes épocas do ano.

Quanto a variedade de estudos, ha uma dificuldade de comparacdo de resultados que
sdo apresentados com unidades diferentes, sem possibilidade de conversdo na maioria dos
casos. Além disso, apesar destes compostos serem conhecidos pela grande sensibilidade a
luz e temperatura, muitos autores optam por utilizar biomassa seca em vez de fresca. Deste
modo, seria interessante estudar as diferencas entre a quantidade dos diferentes pigmentos
extraidos, tendo em conta biomassa fresca e seca de forma a avaliar qual deles é mais

eficiente.

Outro ponto que é necessario destacar é que durante o processamento da biomassa o
passo da maceracdo foi muito mais facil e eficiente na Jania rubens do que no
Sphaerococcus coronopifolius. Isto deve-se ao facto da J. rubens apresentar um revestimento
calcario que facilita o processo, enquanto o S. coronopifolius tem uma textura cartilaginea
que dificulta o processamento. Além disso, sendo uma Gigartinales, o S. coronopifolius,
produz carragenanas, que podem dificultar o processo de extragcdo dos diversos compostos.
Assim, de forma a minimizar o erro humano no passo de maceragdo, seria interessante
encontrar uma forma mais eficiente de homogeneizar a biomassa e o solvente, tendo em

conta a maior extragdo de pigmentos.
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3.3 ExtracOes de Sphaerococcus coronopifolius e Jania rubens

De forma a estudar os rendimentos de extracdao foram utilizados diferentes solventes
nas extracdes solido-liquido das duas espécies. Além disso, tendo em vista a otimizacdo da
utilizacdo da biomassa e depois de realizar diferentes testes, foi decidido realizar extraces
sequenciais, sendo o primeiro solvente a &gua ultrapura, e de seguida solventes com
diferentes polaridades, sendo eles o etanol, a acetona e o heptano. A escolha e a ordem da
extracdo foram apoiadas no trabalho de Afonso et. al (2021), que verificou que efetuar a
extragdo aquosa antes da extragdo com etanol, resultava em rendimentos e bioatividades
mais elevados.

Desta forma, os rendimentos de extracdo para cada um dos solventes nas duas
espécies sdo apresentados nas Figuras 5 e 6, sendo que os diferentes solventes estdo

apresentados por ordem decrescente de polaridade.

Tendo em conta os resultados obtido para o Sphaerococcus coronopifolius (Figura

5), verificamos que existem diferencas significativas entre os diferentes solventes,

25 1

— — )
=) n =)
L L L

Rendimento da extracdo de Sphaerococcus
coronopifolius(%)
(9]

Agua Etanol Acetona Heptano
Solvente
Figura 5 — Rendimento da extracao de Sphaerococcus coronopifolius com diferentes solventes. Os
dados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n=9 para a extracdo com agua; n=3 para 0s
restantes solventes). As letras minGsculas (a, b e c) representam diferencas estatisticamente
significativas no teste HSD de Tukey.
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confirmadas pela ANOVA unidirecional (F(3,15) = 175,193, p <0,001), estando os
diferentes grupos do teste HSD de Tukey representados por letras diferentes.

Através dos resultados é visivel que o rendimento diminuiu, a medida que a
polaridade diminui. Esta relacéo ja foi verificada por outros autores, o que leva a crer que
grande parte dos compostos presentes na biomassa das algas vermelhas apresenta maior
polaridade (EI-Sheekh et al., 2021). Estes compostos séo sollveis em solventes com maior
polaridade, como a 4gua, aumentando o rendimento de extracdo com este solvente. Assim o
maior rendimento foi obtido na extracdo aquosa, com 20,8 % DW, e o menor com o heptano
com 6,0 % DW.

Quanto analisamos a coloracéo dos extratos, também é possivel registar diferencas
entre os solventes. O extrato aquoso (Figura 6a) apresentou uma coloracdo avermelhada,
levando a crer que tinha uma concentragéo elevada de ficobilinas, tendo uma consisténcia
mais espessa, possivelmente divido a presenca de polissacarideos, nomeadamente
carragenanas, entre outros compostos. Ja os extratos de etanol e os de acetona (Figura 6b),
apresentavam uma coloracao verde muito forte, que demonstra a elevada concentracdo de
clorofila a e também de carotenoides, visto a acetona ser um dos solventes utilizados para a
extracdo destes compostos. Por fim, os extratos de heptano apresentavam uma coloragéo
amarela muito suave, indicando que ndo houve grande extracdo de pigmentos, podendo

apenas estar presentes alguns carotenoides de cor amarela, entre outros compostos.

Figura 6 - Extratos de Sphaerococcus coronopifolius; a) extrato aquoso; b) extrato de acetona.

Relativamente aos dados das extracdes ja publicados, ndo foi possivel encontrar

resultados para esta alga. Em parte, isto deve-se ao facto de os passos de extracdo serem
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apenas um processo intermédio de analises mais complexas, ndo sendo os valores de
rendimentos publicados. Contudo, € de ressalvar que a maioria dos extratos de
Sphaerococcus coronopifolius sdo efetuados com solventes organicos como metanol,
hexano e diclorometano (Paiva et al., 2011; Pinteus et al., 2015; Rodrigues et al., 2015). O
uso destes solventes deve-se ao facto de serem 0s responsaveis por extrair terpenos, muito

estudados nesta espécie.

Nos rendimentos das extragdes da Jania rubens (Figura 7), verificamos um padrao
semelhante ao de Sphaerococcus coronopifolius, com diferencas entre os solventes
confirmadas pela ANOVA unidirecional (F(3,15) = 100,327, p <0,001), sendo os diferentes
grupos do teste HSD de Tukey representados pelas letras a e b. No entanto, neste caso apenas

a extracdo com agua se destaca dos outros solventes.

O padrdo entre a polaridade e o rendimento observado nas extracdes do
Sphaerococcus coronopifolius, foi novamente observado com a Jania rubens, reforgando a
ideia de uma maior quantidade de compostos polares nas algas vermelhas. Assim a extracdo

aquosa apresentou o maior rendimento, com 7,2 % DW, e o heptano 0 menor com apenas

Rendimento da extracao de Jania rubens(%)
[\®] (%] E*N 9] (=)} R | (=)
o

.
1

Agua Etanol Acetona Heptano
Solvente

Figura 7 - Rendimento da extragdo de Jania rubens com diferentes solventes. Os dados s&o
apresentados como média + desvio padréo (n=9 para a extra¢do com agua; n=3 para 0s restantes
solventes). As letras minudsculas (a e b) representam diferencas estatisticamente significativas no
teste HSD de Tukey.
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0,5 % DW. Em geral os valores obtidos para a J. rubens foram muito inferiores aos

rendimentos do S. coronopifolius.

Quanto a coloracdo dos extratos da Jania rubens (Figura 8), as cores apresentadas
foram semelhantes as dos extratos do Sphaerococcus coronopifolius. Contudo, a coloracédo
avermelhada do extrato aquoso nao era tdo forte no caso da J. rubens, nem a cor amarelada
do extrato de heptano. Além disso, 0 extrato aquoso da J. rubens ndo apresentava uma
consisténcia mais espessa. A coloracdo dos extratos de etanol e acetona ndo apresentavam

diferencas visiveis entre as algas.

Figura 8 - Extratos de Jania rubens; a) extrato aquoso; b) extrato etandlico.

No caso de rendimentos de extracBes da Jania rubens ja publicados é possivel
encontrar alguns trabalhos que apresentam resultados de extracOes individuais e
comparagdes entre diferentes solventes. O trabalho de EI-Sheekh et al. (2021), apresenta
uma comparacao entre diferentes solventes, nomeadamente agua, etanol, metanol e heptano.
Neste estudo, o rendimento do extrato aquoso foi um pouco menor, 5 % DW, assim como o
extrato com heptano, 0,2 % DW, contudo o valor do extrato etandlico foi superior, 2,0 %
DW. Ja os valores registados para a espécie Ellisolandia elongata (no artigo como Corallina
elongata), sdo semelhantes aos obtidos para a Jania rubens, mostrando a tendéncia de
rendimentos mais baixos para as Corallinales. Outros autores obtiveram ainda extratos
metanolicos, que apresentam rendimentos semelhantes ao obtido neste trabalho, para o
extrato aquoso (Ahmed et al., 2011; Chakraborty et al., 2015). No entanto, o procedimento
de extracdo adotado, com estes rendimentos mais elevados, apresentas grandes diferencas

em relagdo ao escolhido para este trabalho.
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Quanto & composicdo dos extratos obtidos, tirando o facto de ser possivel distinguir
alguns compostos pela coloragdo, ndo foram realizados testes com vista a sua determinacé&o,
devendo isso ser feito futuramente. No entanto, o trabalho de Saleh & Al - Mariri (2017),
analisou diferentes extratos de Jania rubens e verificou que os extratos aquosos, etandlicos
e metanolicos, apresentavam uma maior diversidade de compostos quando comparados com
extratos de cloroférmio, acetona, acetato de etilo e hexano. Além disso, os dois primeiros
apresentavam uma composi¢do muito semelhante. De forma, a melhorar o conhecimento
sobre 0s extratos desta espécie, seria interessante determinar a sua composicdo de forma a

comparar com alguns dados ja publicados.

Tendo em conta os rendimentos muito baixos conseguidos para 0s extratos
etandlicos, de acetona e heptano, aliado ao facto de ndo haver muita biomassa disponivel,
foi decidido que apenas seriam analisados 0s extratos aquosos, estudando o seu potencial
antioxidante e antimicrobiano. Para isso, depois de testar a concentra¢do que apresentava
atividade, os extratos liofilizados foram ressuspensos com &gua ultrapura a uma

concentragdo de 100 mg.mL™,

3.4 Avaliacgéo da Atividade Antioxidante

De forma a avaliar o potencial antioxidante dos extratos aquosos das duas espécies
foram realizados trés testes diferentes. Dois destes testes avaliam a capacidade de captura de
radicais livres, em especifico o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) e o radical acido
2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS), além da Quantificacdo dos
Polifendis Totais. Os radicais DPPH e ABTS sdo amplamente utilizados para a avaliagéo do
potencial antioxidante de compostos e extratos in vitro (Bibi Sadeer et al., 2020; Shahidi &
Zhong, 2015). J& a Quantificagdo dos Polifendis Totais € um método muito utilizado, devido
asua simplicidade e reprodutibilidade, que quantifica o contetdo de polifenois, estando estes
compostos relacionados com a capacidade antioxidante (Shahidi & Zhong, 2015).

3.4.1 Capacidade de reducéo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

41



A capacidade de reducdo do radical DPPH para as duas espécies, esta representada
nas Figuras 9 e 10. Contudo, na realizacéo destes ensaios ocorreram diversos problemas com
as amostras. Por um lado, e uma vez que a solucdo do radical DPPH é preparada com etanol,
e as amostras resultavam de extracGes aquosas, ao juntar a amostra ao poco da placa, ndo
havia uma homogeneizacao total. Esta homogeneizagdo incompleta resultava na formacao
de precipitados, originando erros na leitura no espetrofotometro. Este problema foi mais
persistente nos extratos de Sphaerococcus coronopifolius, podendo dever-se, em parte, ao
facto desta espécie apresentar um extrato mais espesso, com possivel presenca de
carragenanas. Além disso, uma vez que os extratos aquosos apresentam uma grande presenca
de ficobilinas, ao entrar em contacto com o etanol, estas proteinas podem desnaturar e
originar precipitados. Por este motivo, os resultados da capacidade de reducdo do DPPH,
devem ser analisados com cuidado pois podem ndo representar o real poder de reducéo,

ficando abaixo do seu potencial.

Ao analisarmos os resultados de reducdo do radical DPPH dos extratos aquosos do
Sphaerococcus. coronopifolius (Figura 9), verificamos que, como era de esperar, a medida
gue a concentracao de extrato aumenta a capacidade de reducdo também é maior. Assim. 0s
resultados variam entre 24,3 % para a concentragdo de 20 mg.mL™, e 58,5 % na concentrag&o
de 100 mg.mL™.

Apesar desta espécie ser conhecida por ter algum potencial antioxidante, ndo existem
muitos estudo que avaliem esse potencial tendo em conta os extratos brutos, focando-se no
potencial antioxidante de compostos isolados, nomeadamente, terpenos. Assim, apenas foi
possivel encontrar um estudo onde o extrato metanolico apresentou menor atividade de
captura de radicais livres, de todas as espécies em estudo, e apenas um quarto da atividade
apresentada pelo hidroxitolueno butilado (BHT) (Paiva et al., 2011). Ja o extrato aquoso da
alga Chondrus crispus, com uma concentracdo de 2 mg.mL™, apresentou uma capacidade
de inibicdo de 19,12% (Heo et al., 2006).

Quanto a capacidade de reducéao do radical DPPH do extrato aquoso de Jania rubens
(Figura 10), verificamos que de forma geral apresenta menor inibicdo comparada com o
Sphaerococcus coronopifolius. Sendo que a concentragdo mais baixa, 20 mg.mL™?, apresenta
uma inibicéo de 13,1 % e a mais elevada, 100 mg.mL™, uma capacidade de inibicéo de 23,1

%, continuando a apresentar 0 mesmo comportamento ascendente, como seria de esperar.
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Figura 9 - Capacidade de inibicdo do radical DPPH do extrato aquoso de Sphaerococcus
coronopifolius em percentagem. Os dados s@o apresentados como média £ desvio padrédo (n=3).

O potencial antioxidante da Jania rubens ja foi alvo de diversos estudos, contudo,
grande parte destes trabalhos utilizam extratos de solventes organicos, como metanol,
acetato de etilo e éter dietilico (Chakraborty et al., 2015; Chakraborty & Raola, 2018; Khairy
& EI-Sheikh, 2015; Shafay et al., 2022). Os resultados publicados nestes estudos
demonstram um grande potencial antioxidante, com concentracdes de extratos cerca de 1000
vezes mais baixas. Isto indica que os compostos extraidos com solventes mais apolares, tém
tendéncia a apresentar maior capacidade antioxidante, quando comparados com 0s
compostos polares extraidos com agua. Contudo, os solventes utilizados por estes estudos,
apesar dos bons resultados, apresentam muitas restrigdes ao seu uso, em especial na Unido
Europeia, em ingredientes, aditivos e produtos alimentares definidos pelas legislacbes dos
paises membros, que tem por base a Diretiva 2009/32/CE alterada pela ultima vez em 27 de
janeiro de 2023 (Parlamento Europeu & Concelho Europeu, 2009).

Além disso, apesar deste método ser um bom comeco da determinagéo do potencial
antioxidante dos extratos, ndo é representativo da capacidade de captura de radicais em

organismos vivos ou alimentos (Shahidi & Zhong, 2015).
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Uma das formas utilizadas para a comparacao dos diferentes resultados obtidos do
potencial antioxidante € o calculo do EC50. O EC50 é definido como a concentracdo da
amostra para o qual é atingida metade da resposta maxima. Neste caso, 0 EC50 € a
concentracdo de extrato onde ocorre 50% de inibicdo do radical DPPH. Tendo em conta 0s
resultados obtidos apenas é possivel calcular este pardametro para o Sphaerococcus
coronopifolius sendo o valor de 74,33 + 15,67 mg.mL™. Este valor ¢ muito mais elevado
quando comparado com o valor de um extrato metanélico da mesma espécie, 0,22 mg.mL™*
(Rhimou, 2013) e com o extrato aquoso de outra alga vermelha, Palmaria palmata, que
apresentou um EC50 de 1,9 mg.mL™? (Wang et al., 2010). Do mesmo modo, 0 extrato
metandlico de Kappaphycus alvarezzi, Gigartinales, apresentou metade da resposta maxima
a uma concentracio de 11,8 mg.mL™ (Chew et al., 2008). Quanto & Jania rubens, o trabalho

de Aydin (2022), determinou o EC50 de extratos metandlicos em cerca de 4 mg.mL™.
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Figura 10 - Capacidade de inibicdo do radical DPPH do extrato aquoso de Jania rubens em
percentagem. Os dados séo apresentados como media + desvio padrdo (n=3).
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3.4.2 Capacidade de reducgéo do radical acido 2,2’-azino-bis- (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTYS)

A capacidade de reducdo do radical ABTS para as duas espécies, esta representada

nas Figuras 11 e 12. A realizacdo deste teste ndo apresentou os problemas enfrentados no
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ensaio com o radical DPPH, uma vez que a solucéo do radical ABTS é preparada com agua

ultrapura.

Ao analisarmos os resultados obtidos para a capacidade de reducéo do radical ABTS
do extrato aquoso de Sphaerococcus coronopifolius (Figura 11), verificamos que o potencial
de reducéo é superior ao conseguido no ensaio com o DPPH. No entanto, o padrdo mantém-
se, como expectavel, com a capacidade de inibi¢do a aumentar com a concentracao, sendo a

concentragéo de 100 mg.mL* a que apresenta o valor maior, de 68,25 %.
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Figura 11 - Capacidade de inibicdo do radical ABTS do extrato aquoso de Sphaerococcus
coronopifolius em percentagem. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n=3).
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Como acontecia no caso do DPPH, também tendo em conta este radical, ndo foram
encontrados resultados ja publicados da capacidade de reducéo do ABTS.

Quanto a capacidade de inibicdo do radical ABTS do extrato aquoso de Jania rubens
(Figura 12), verificamos que esta alga apresentou uma elevada capacidade de inibigdo com
a concentracgdo de 100 mg.mL™, apresentando uma inibicdo de 99,65 %. Este valor mostra
um maior potencial de reducdo quando comparado com o Sphaerococcus coronopifolius,
indo de encontro ao potencial antioxidante encontrado na bibliografia publicada (Aydin,
2022; Chakraborty et al., 2015; Shafay et al., 2022). A percentagem de inibicdo apresentada
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neste ensaio é muito maior quando comparada com os 42,99 % de inibigdo conseguidos com

um extrato metanolico por Chakraborty et al. (2015).
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Figura 12 - Capacidade de inibicdo do radical ABTS do extrato aquoso de Jania rubens em
percentagem. Os dados s&o apresentados como media + desvio padréo (n=3).

Inibicdo do radical ABTS do extrato aquoso de Jania
rubens (%)

Contudo, tal como referido para os resultados do DPPH, a capacidade de inibi¢éo do
radical ABTS, pode ndo ser representativa do potencial de captura de radicais em alimentos
ou in vivo (Bibi Sadeer et al., 2020; Shahidi & Zhong, 2015).

Os valores de EC50 da capacidade de reducéo do radical ABTS para as duas espécies
estdo representados na Tabela I1l. Como era esperado, tendo em conta a capacidade de
reducdo apresentada nas figuras 11 e 12, o valor de EC50 da Jania rubens é muito inferior
ao do Sphaerococcus coronopifolius, sendo que quanto menor o valor, maior a capacidade
de reducdo da amostra. Apesar desta diferenca, o teste de Mann-Whitney ndo revelou

diferengas estatisticamente significativas (U = 9,00, p = 0,05).

Tendo em conta a bibliografia ja publicada para estas espécies, ndo foi possivel
encontrar valores publicados de EC50 da espécie Sphaerococcus coronopifolius. Contudo,
0 maior poder antioxidante da Jania rubens era esperado, pois em geral as Corallinales
apresentam diversas bioatividades, entre elas um elevado poder antioxidante (Johansen,
2018; Wang et al., 2014). Chakraborty et al. (2015) obteve uma inibi¢do do radical ABTS
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de 8.78 %, com um extrato metanolico de apenas 0,6 pg.mL™, sendo a concentragio onde
se obteve a maxima resposta determinada em 3 mg.mL™. Os resultados ja publicados levam
a crer que o potencial antioxidante destas algas se encontra nas fracGes extraidas por
compostos com menor polaridade como o metanol, acetato de etilo e hexano, e ndo na fracdo
aquosa.

Tabela 111 — Valor de EC50 da inibic&o do radical ABTS para os extratos aquosos de Sphaerococcus

coronopifolius e Jania rubens expressos em mg.mL™. Os dados sdo apresentados como média +
desvio padréo (n=3).

Sphaerococcus .
e Jania rubens
coronopifolius
(mlg:_gcnfl(z'l) 62,82 + 4,22 24,28 +1,98

3.4.3 Quantificacdo Total de Polifendis (QTP)

A quantificacdo dos polifendis totais € um método simples que permite avaliar o
potencial antioxidante de uma amostra, uma vez que estes compostos estdo ligados com a
acdo antioxidante (Bibi Sadeer et al., 2020; Shahidi & Zhong, 2015).

Os resultados obtidos para a quantificacdo total de polifendis para as duas espécies
estdo apresentados na Tabela V. E possivel verificar que o Sphaerococcus coronopifolius
apresentou um valor superior, havendo diferencas estatisticamente significativas,
confirmadas pelos Testes T (t(4)=-3,636, p=0,021). Esta diferenca entre as espécies mostra
que os polifendis podem ser responsaveis pela maior atividade contra o radical DPPH por
parte do S. coronopifolius. Contudo, os polifendis ndo devem ser responsaveis pela atividade
do extrato da Jania rubens contra o radical ABTS, que foi muito superior.

Tabela IV — Polifendis totais dos extratos aquosos de Sphaerococcus coronopifolius e Jania rubens

expressos em mg GAE.g?, onde GAE significa equivalente de acido galico. Os dados s&o
apresentados como média + desvio padréo (n=3).

Sphaerococcus
coronopifolius

0,67+ 0,04 0,56 £ 0,02

Jania rubens

Polifendis Totais
(mg GAE.g™)
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Este método € muitas vezes associado com a determinacdo da capacidade
antioxidante total, sendo que os polifensis totais da Jania rubens ja& foram estudados,
sobretudo nos extratos metanolicos. Neste aspeto, Chakraborty et al. (2015), apresentou uma
quantificacdo de polifendis ligeiramente mais elevada a obtida neste trabalho, 0,99 mg
GAE.g!. Ja outros estudos apontam para valores muito mais elevados, situando-se entre
17,82 e 176,7 mg GAE.g . Estas diferencas, pode dever-se as diferentes concentragGes de
extrato analisadas, bem como ao solvente utilizado para a extracdo da biomassa. Por outro
lado, o conteudo de polifendis, assim como outros compostos das algas, estd sujeito a
grandes variacoes, dependendo da estacdo do ano, condicdo da biomassa e condig¢des
ambientais (Cho et al., 2010). Também nas Gigartinales, h& uma grande discrepancia, com
a espécie Kappaphycus alvarezzi com 115 mg GAE.g™! (Chew et al., 2008), também neste
caso, 0s extratos analisados foram efetuados com metanol. Ja para o Chondrus crispus,
foram detetadas diferencas entre o extrato metandlico, com 27,23 mg GAE.g ™!, e o extrato
aquoso que obteve uma quantidade maior, com 39,27 mg GAE.g™! (Heo et al., 2006).

Estas diferencas ndo permitem estabelecer uma relagdo entre a quantidade de
polifendis totais e o solvente utilizado na extracdo, devido a grande variacdo existente nos
resultados j& publicados. Contudo, é de salientar que tanto o solvente, como os diferentes
métodos de extracdo tém grande influéncia nos resultados. Assim, é interessante estudar a
influéncia que estes aspetos tém no conteudo de polifendis, as variacBes entre as diferentes

algas, bem como as condi¢fes ambientais.

3.5 Avaliagéo da Atividade Antimicrobiana

De forma a avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos aquosos de Sphaerococcus
coronopifolius e Jania rubens, foi efetuada a determinacdo da Concentracdo Minima
Inibitéria (MIC). Atraves deste teste é possivel avaliar a capacidade de inibigdo de diferentes
concentrag0es da amostra, além de determinar qual a concentragdo capaz de inibir o
crescimento total dos microrganismos. A escolha dos microrganismos a analisar teve em
conta a testagem com o maior espetro possivel, sendo assim escolhidas duas bactérias, uma
Gram + (Bacillus subtilis) e uma Gram — (Escherichia coli), e uma levedura (Saccharomyces

cerevisiae).
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3.5.1 Concentra¢do Minima Inibitoria (MIC)

Apesar de serem testadas diferentes concentragfes dos extratos de ambas espécies,
ndo foi detetada inibicdo do crescimento da Escherichia coli nem da Saccharomyces
cerevisiae, sendo que em algumas concentracdes dos extratos, os resultados das leituras do
espetrofotdbmetro demonstravam maior crescimento que no controlo positivo. Assim nao foi
possivel determinar a MIC para estes dois microrganismos, pelo que os resultados
apresentados dizem apenas respeitos aos testes com Bacillus subtilis.

Quanto a inibicdo do crescimento de Bacillus subtilis, quando em contacto com o
extrato aquoso de Sphaerococcus coronopifolius, o B. subtilis apresentou um crescimento
de 80,82 % =* 3,63, sendo que no extrato aquoso de Jania rubens obteve-se um crescimento
de 67,59 £ 1,42%, comparativamente ao controlo. Desta forma, em geral, 0s extratos aquosos
de J. rubens apresentam maior capacidade de inibicdo, quando comparados com 0s
resultados de S. coronopifolius. Estas diferencas foram confirmadas pelos Testes T (t(4)=-
4,143, p=0,014). Os valores de crescimento microbiano apresentados sao calculados com
base nas leituras no espetrofotdmetro as 0 h e apds 24 h de incubacdo. Contudo, devido aos
extratos apresentarem cor e terem concentracdes elevadas, por vezes havia formacgédo de

depdsitos no fundo dos poc¢os que pode ter influenciado os resultados.

Os resultados ja publicados mostram que, no caso do Sphaerococcus coronopifolius,
0s extratos metanolicos também apresentam fraca atividade contra a E. coli e Candida
albicans, contudo apresentam resultados promissores contra Staphylococcus aureus
(Rodrigues et al., 2015). Os extratos de hexano apresentam alguma atividade contra B.
subtilis, contudo quando comparado com outras espécies a atividade é baixa, € ndo sdo
eficazes contra E. coli (Pinteus et al., 2015). Ja extratos de diclorometano apresentam baixa

atividade contra S. cerevisiae (Pinteus et al., 2015).

No caso da Jania rubens os extratos de acetato de etilo e etanol apresentam maior
inibicdo quando comparados com outros extratos (Saleh & Al - Mariri, 2017). Foi ainda
detetado efeito antibacteriano contra Vibrio fluvialis (Mohy EI-Din & El-Ahwany, 2016) e

efeito antifungico contra Cephalosporium maydis (Doleib et al., 2021).
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Para a identificagdo dos valores da MIC foram utilizadas leituras visuais dos
depdsitos e turbidez dos pocos apds 24 h. Desta forma foi possivel determinar as
Concentracdo Minima Inibitoria, sendo o Sphaerococcus coronopifolius a que apresentou
uma MIC mais baixa, 0,02 mg.mL™, seguida dos extratos aquosos de Jania rubens, com
6,25 mg.mL™. Assim, contrariamente aos resultados da inibicdo do crescimento, o S.
coronopifolius apresenta uma maior atividade, pois € necessaria uma concentragdo mais

baixa para inibir o crescimento deste microrganismo.

Contudo, estas leituras apresentam grande subjetividade, variando consoante o
operador, sendo uma possivel fonte de erro. Porém, ao realizar as leituras visuais foi possivel
comparar os depdsitos formados nos controlos e nos pogos de testagem, assim como a
turbidez do meio de cultura. Quando se comparavam o0s pogos de controlo positivo (meio de
cultura e microrganismo) estes apresentavam grande turbidez e poucos depdsitos, em
comparacgado os pocos de controlo negativo (apenas meio de cultura), ndo havendo turbidez.
Ja quando verificavamos os pocos de testagem (meio de cultura + extrato + microrganismo),
as concentracdes mais baixas apresentavam turbidez, que ia diminuindo com 0 aumentar da
concentracédo de extrato. Sendo que a concentracdo de extrato onde a turbidez desaparecia

era diferente entre extratos de espécies diferentes.

Seria interessante realizar métodos diferentes como os testes da difusdo em discos,
bem como comparar as atividades destes extratos com alguns antibidticos ja utilizados no
mercado. Desta forma, o potencial antimicrobiano poderia ser confirmado, uma vez que
nestes testes os erros na analise sdo menores. No entanto, os resultados permitem confirmar
o potencial antimicrobiano ja referido na bibliografia, sendo Sphaerococcus coronopifolius

uma espécie candidata ao aprofundamento dos estudos neste campo.
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4. Conclusao

Em geral, os resultados obtidos mostram o grande potencial biotecnolégico que o
Sphaerococcus coronopifolius e a Jania rubens apresentam. Apesar dos resultados obtidos
para o perfil quimico das duas espécies ndo apresentar nenhum valor que destaque, este
estudo permitiu preencher uma lacuna no conhecimento das mesmas, utilizando biomassa
proveniente da costa portuguesa. Além disso, no caso do Sphaerococcus coronopifolius,
permitiu o conhecimento da sua composi¢do bioquimica, que até agora era ainda pouco
estudada. Os resultados obtidos confirmaram o baixo teor de matéria gorda total de ambas
as especies e mostraram um conteudo interessante em hidratos de carbono do S.

coronopifolius.

Quanto a quantificacdo de pigmentos sdo também notorias diferencas entre as duas
espécies. Enquanto de forma geral, o Sphaerococcus coronopifolius apresentou maior
contetido de ficobiliproteinas, a Jania rubens apresentou maior conteudo de clorofila a e
carotenoides. Dos diferentes solventes utilizados para otimizar o processo de extracdo de
ficobilinas, ndo foi possivel selecionar um solvente, que se destaque para as duas espécies,
demonstrando que é necessario adequar o solvente a cada espécie. Relativamente ao material
das cuvetes, o vidro apresentou resultados ligeiramente superiores, mas sem diferencas
significativas. A eficacia do passo da maceracdo estd muito dependente da espécie e do

operador, sendo uma possivel fonte de variacgéo.

As diferentes extragdes mostraram um padrdo de rendimento semelhante entre o
Sphaerococcus coronopifolius e a Jania rubens. A primeira espécie apresentou rendimentos
em geral superiores, contudo, 0s extratos apresentavam coloragdo semelhante entre as

espécies.

As duas espécies demonstraram potencial antioxidante, sendo de destacar a
capacidade de inibicdo do radical ABTS do extrato aquoso da Jania rubens. Ja o S.
coronopifolius apresentou maior inibi¢do do radical DPPH, contudo, durante a elaboragéo
do teste foram detetados alguns problemas que podem ter influenciado os resultados. Ja em

relacdo a quantificagdo dos polifendis totais 0 Sphaerococcus coronopifolius voltou a
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apresentar um valor mais elevado, podendo este facto estar relacionado com a inibigéo do
DPPH.

As duas algas apresentaram ainda algum potencial antimicrobiano contra Bacillus
subtilis, contudo, ndo apresentaram qualquer efeito inibitério para a Escherichia coli, nem
para a Saccharomyces cerevisiae. Os resultados obtidos com as leituras visuais e as leituras
do espetrofotometro permitem abrir a porta a outras investigaces. E importante a realizacio
de outros testes antibacterianos alargando o leque de espécies testadas.

Assim, este trabalho permite preencher algumas lacunas de conhecimento base destas
espécies, em especial da biomassa selvagem da costa central portuguesa. Contudo, ha ainda
muito a estudar de forma a caracterizar estas algas. Como passos futuros a ser dados quanto
ao perfil nutricional, € de destacar a analise do perfil da matéria gorda das duas espécies,
assim como a analise dos hidratos de carbono do Sphaerococcus coronopifolius. Além disso,
seria interessante explorar novas formas de homogeneizacdo da biomassa, de forma a
minimizar esse erro na quantificacdo de pigmentos. Outro ponto que necessita de futura
analise é a utilizacdo de biomassa seca, em vez de fresca para avaliar as diferencas na
extragdo de pigmento, assim como a identificagdo dos carotenoides presentes nestas
espécies. Serd ainda de grande interesse avaliar o potencial antioxidante e antimicrobiano
dos restantes extratos assim como determinar composi¢do dos extratos efetuados de forma a

identificar compostos de alto interesse biotecnolégico.
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