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Resumo

As algas marinhas tém sido utilizadas pela populacdo portuguesa do litoral como
alimento durante periodos de escassez e como fertilizante, desde hd muitos séculos. Am-
bas as utiliza¢bes diminuiram drasticamente com a introducéo da horticultura e dos ferti-
lizantes quimicos. Mesmo assim, nas ultimas décadas, a globalizacdo renovou o interesse
na utilizacdo destes organismos, e no seu potencial biotecnoldgico. Gelidium corneum e
Asparagopsis armata sdo duas espécies que crescem em Sao Martinho do Porto. G. cor-
neum é colhida sazonalmente porque produz agar, um ficocoldide de alta qualidade, que
é utilizado na industria alimentar como agente espessante ou gelificante. A A. armata é
uma espécie invasora, conhecida pelo seu potencial biotecnoldgico, que pode ter aplica-
¢des inovadoras.

Ambas as espécies tém propriedades interessantes, tais como propriedades anti-
oxidantes e antibacterianas que podem ser interessantes para a produgéo de componentes
nutracéuticos. Para determinar o potencial biotecnologico destas espécies, é necessario
determinar as variacfes sazonais destes compostos de interesse, e estabelecer o tempo
6timo de recolha para os diferentes compostos alvo. Assim, foram determinadas as vari-
acOes sazonais de humidade, cinzas, proteinas, hidratos de carbono, agar, lipidos e 0s seus
correspondentes acidos gordos, além de contaminantes de metais pesados, e iodo. A ati-
vidade antioxidante foi também analisada através de ABTS, DPPH, QTP e FRAP e a
atividade antimicrobiana através do método de difusdo em disco. De todos estes, 0s teores
de proteinas, hidratos de carbono, lipidos e humidade mostraram flutuacdes sazonais em
ambas as espécies analisadas. Em G. corneum, foi também possivel verificar diferencas
sazonais no potencial antioxidante.

A biomassa de G. corneum é abundante durante todo o ano, principalmente no
Ver&o, e tem propriedades nutricionais muito interessantes. Quanto a A. armata, embora
a sua baixa disponibilidade sazonal dificulte a colheita da populagédo selvagem durante
todo o0 ano, mostra bioatividades de interesse biotecnolégico.

Os resultados confirmam que estas duas espécies tém um valor biotecnologico que, se

devidamente testado e aplicado, pode aumentar o seu valor comercial.
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Abstract

Seaweed have been used by the littoral Portuguese population as food during periods
of scarcity and as a fertilizer, for many centuries. Both uses have decreased drastically since the
introduction of horticulture and chemical fertilizers. Even so, in the last decades, globalization
has renewed the interest in the use of these organisms, and in their biotechnological potential.
Gelidium corneum and Asparagopsis armata are two species that grow in Sdo Martinho do Porto.
G. corneum is seasonally harvested because it produces agar, a high quality phycocolloid, which
is used in the food industry as a thickening or gelling agent. A. armata is an invasive species,
known for its biotechnological potential, that may have promising applications.

Both species have interesting properties, such as antioxidant and antibacterial proper-
ties that can be used for the production of nutraceutical components. To determine the biotechno-
logical potential of these species, it is necessary to determine the seasonal fluctuations of these
compounds of interest , and to establish the optimal harvest time for the different target com-
pounds. Therefore, the seasonal variations in moisture, ash, protein, carbohydrate, agar, lipids and
their corresponding fatty acids, besides heavy metal contaminants, and iodine were determined.
Antioxidant activity was also analyzed through ABTS, DPPH, QTP and FRAP and the antimi-
crobial activity through the disk diffusion assay. Out of all these, protein, carbohydrate, lipid, and
moisture content showed seasonal fluctuations in both species and G. corneum also presented
seasonal differences in the antioxidant potential.

The biomass of G. corneum is abundant locally year-round, mostly in the summer, and
has very interesting nutritional properties. As to A. armata, although its low seasonal availability
that may hinder the harvest of the wild population year-round, it shows biotechnologically rele-
vant bioactivities.

The results confirm that these two species have biotechnological value that, if properly harvested

and applied, can increase their commercial value.
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Introducao

O ambiente marinho alberga alguns dos ecossistemas mais ricos e complexos com
organismos capazes de produzir moléculas que exibem uma vasta gama de bioatividades
(Rocha et al., 2011). Nos ecossistemas terrestres, as plantas sao os principais produtores
primarios e nos ecossistemas marinhos as algas microscopicas e macroscopicas apresen-
tam a mesma funcgdo. Até hoje ainda ndo se consegue estimar o numero de espécies de
algas existentes, mas em 2012 estimava-se que 0 seu numero fosse de 350 mil (Guiry,
2012). Estas estdo presentes em zonas costeiras fornecendo um habitat e/ou fonte de ali-
mentacdo para diversos organismos marinhos, desde zonas temperadas a tropicais até ao
Artico, podendo estar presentes desde a zona intertidal até aos 250 metros de profundi-
dade (Fulton et al. 2014, Pal et al. 2014, Pifieiro-Corbeira et al. 2018, Rao et al. 2019;
Wiencke, et al. 2014). As macroalgas classificam-se consoante 0 pigmento acessorio pre-
dominante em macroalgas verdes (Chlorophyta), macroalgas castanhas (Phaeophyceae)
e macroalgas vermelhas (Rhodophyta) (Ali & Gamal, 2010, Sasso et al. 2012), sendo 0s
pigmentos predominantes, respetivamente, clorofila b, fucoxantina e ficoeritrina. Nas zo-

nas temperadas as algas vermelhas sdo as predominantes.

As algas séo seres vivos com estruturas vegetativas e reprodutivas simples que
produzem a energia necessaria para 0 seu metabolismo através da fotossintese e armaze-
nam a energia quimica produzida na forma de compostos organicos. Muitos destes exi-
bem atividades bioldgicas particulares, sendo por isso denominados “compostos bioati-
vos” (Burjaetal 2001, Ariede et al. 2017). Existe uma vasta gama de compostos bioativos
em diferentes organismos marinhos, pelo que ja sdo utilizados em diversas industrias,
nomeadamente na cosmética, industria alimentar e farmacéutica, entre outras. Recente-
mente o foco centra-se na farmacéutica, visando o desenvolvimento de novos farmacos
benéficos para o tratamento de cancro, esquizofrenia e dores cronicas, entre outros (Kiuru
et al. 2014).

No que se refere ao seu perfil nutricional, as algas vermelhas sdo constituidas por
grandes quantidades de polissacarideos, sendo que muitos destes apresentam o compor-
tamento de fibras ndo soluveis, ou seja, sdo moléculas de cadeia longa néo digeriveis pelo
organismo humano, pelo que ndo exibem valor calérico. No entanto, em alguns casos,

como muitas outras macroalgas, apresentam um alto teor de fibras soltveis (10-75%),
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que promovem o transito intestinal e reduzem o risco de cancro do colon e a obesidade
(Pereira, 2011). Apresentam, como a maioria das macroalgas, valores relativamente mé-
dios a baixos de proteina, havendo excec6es onde o valor da mesma pode chegar até aos
47%, como na Porphyra sp./Pyropia sp. Embora nas algas as proteinas nao estejam pre-
sentes em grandes quantidades, apresentam uma qualidade superior as proteinas deriva-
das de fontes vegetais como o arroz, trigo e feijao (Kolanjinathan et al. 2014, Mendes et
al. 2007). A suplementacdo de algas na alimentagdo humana esta associada ao cresci-
mento e manutencdo de uma flora intestinal benéfica, uma reducéo do risco de cancro
colorretal e uma reducdo significativa de neoplastia mamaria devido a alta biodisponibi-
lidade de iodo dietético (Gupta & Abu-Ghannam, 2011).

As algas marinhas sdo, também, ricas em acidos gordos polinsaturados (PUFAS)
que s&o essenciais para a nutricdo humana e animal, mais especificamente os Omega-3
(n-3) e Omega-6 (n-6) (Khotimchenko, et al. 2002). Estes acidos gordos sdo considerados
essenciais, pois 0 corpo humano nao os consegue sintetizar naturalmente, sendo necesséa-
ria uma suplementacdo dos mesmos na dieta. Os n-3 apresentam atividades anti-inflama-
torias, estdo relacionados com a diminuicdo da severidade de asma e também influenciam
0 processo da coagulagdo sanguinea e o desenvolvimento e bom funcionamento do cére-
bro e da retina (Covington, 2004; Hodge, et al. 1998; Wiktorowska-Owczarek, et al.
2015). Os é&cidos laurico (C12:0), miristico (C14:0), miristoleico (C14:1), palmitico
(C16:0), palmitoleico (C16:1), estearico (C18:0), oleico (C18:1 n9 cis) e linoleico (C18:2)
sdo os acidos gordos comuns presentes nas algas vermelhas e estas sdo, também, carac-
terizadas por ter concentragfes elevadas dos acidos araquiddnico (C20:4 n-6) e eicosa-
pentanoico (C20:5 n-3) o qual tem um papel de biorregulacdo de diversos processos ce-

lulares (Gressler, et al. 2010; Jayasankar, 1999).

As algas sdo consideradas um alimento saudavel em diversas culturas, devido a
sua composicao nutricional a inexisténcia de toxinas enddgenas (L&hteenméki-Uutela, et
al. 2021). Estas tendem, no entanto, a acumular do seu meio ambiente metais pesados,
nomeadamente chumbo, caddmio e arsénio, entre outros minerais. Logo, a qualidade da
agua onde as algas estdo presentes € um fator relevante para a determinacédo da qualidade
da biomassa algal quando se tem em conta o seu potencial como alimento (Cardoso, et al.
2014).



Os fatores abidticos, e a sua varia¢do, como a disponibilidade de nutrientes, radi-
acao UV, temperatura e salinidade entre outros pode provocar stress ambiental que, con-
sequentemente, pode desencadear alteracBes metabolicas que modulam a producéo de
metabolitos primarios e secundarios (Mimouni, et al. 2012). As espécies reativas de oxi-
génio (ROS) podem ser produzidas durante estes processos bioguimicos. As ROS exibem
um ou mais eletrdes desemparelhados, sendo por isso altamente reativas com outras mo-
léculas. A acumulacdo destes compostos pode levar a um desequilibrio na capacidade do
organismo de contrariar os efeitos nocivos caudados por estes radicais livres (Finkel &
Holbrook, 2000). Estes danos sdo conhecidos como stress oxidativo e a sua influéncia
depende do equilibrio de ROS e a producdo de defesas antioxidantes. O mecanismo desta
defesa baseia-se na remocéo destes radicais livres e os seus percursores (Gilgun-Sherki,
et al. 2001). Até hoje, antioxidantes sintéticos estdo disponiveis comercialmente, mas o
seu uso e aplicagdes sdo limitadas devido a possiveis efeitos secundarios como problemas
gastrointestinais, sendo assim interessante a procura de novos antioxidantes de fontes na-
turais e sustentaveis (Cornish & Garbary, 2010; Guerrero-Romero, et al. 2020). Ao longo
dos anos foram elaborados diversos estudos relativamente a atividade antioxidante con-
sideravel de diversos compostos de macroalgas (Jiao, et al. 2011). Alguns exemplos des-
tes compostos com atividade antioxidante sdo os polissacarideos sulfatados, que exibem
uma forte capacidade de atividade de scavenging de espécies reativas de OHs e DPPH-
além de inibicdo de peroxidacao lipidica (Sun, et al. 2014), o bromofenol, que inibe a
producdo de a-Glucosidase, uma enzima que catalisa a hidrolise de hidratos e outros com-
postos de armazenamento de energia, que tenham monomeros de glucose, em agucares
simples que, por sua vez, aumentam o nivel de glucose no sangue, e os grupos funcionais
fenolicos e os aminoacidos tipo micoesporinas (MAAS) que exibem atividades antiproli-

ferativas, entre outros (Cornish & Garbary, 2010).

A crescente resisténcia a antibioticos por parte de bactérias patogénicas é uma
ameaca global, devido a crescente ineficacia dos antibioticos em tratamentos de micror-
ganismos multirresistentes. Estes podem adquirir esta resisténcia através de mutagdes ou
de elementos genéticos mdveis que possuem genes de resisténcia. A diversidade de com-
ponentes estruturais dos biofilmes, também conhecidos por substancias extracelulares po-
liméricas, contribuem para esta resisténcia e 0os microrganismos presentes nestes biofil-

mes apresentam uma grande resisténcia a antimicrobianos (Roca, et al. 2015, Ali, et al.



2018). Escherichia coli e Candida albicans sdo um exemplo de organismos oportunistas
formadores de biofilmes. E. coli € uma bactéria gram-negativa da microflora intestinal,
presente na camada mucosa do colon, e a causa de infe¢fes urinérias recorrentes (Gar-
mendia, et al. 2005). C. albicans é um patogeno fungico que causa infe¢des sistémicas,
usualmente orais e/ou vaginais no hospedeiro e pode ser isolada em 50 a 60% das cavi-
dades orais de adultos saudaveis (Thein, et al. 2006). Staphylococcus epidermidis é uma
bactéria gram-positiva e uma das razdes principais de infe¢cbes nosocomiais, ou hospita-
lares, devido a capacidade de criacdo de biofilmes em material hospitalar, como os cate-
teres (Vuong & Otto, 2002). Saccharomyces cerevisiae € uma levedura essencial na in-
dustria alimentar, que tem vindo a apresentar um aumento de infecGes em pacientes que
se encontram em estados criticos e saudaveis, podendo resultar em pneumonia e perito-
nite, entre outras doencas (Muller, et al. 2011). O aumento da resisténcia global de bac-
térias patogénicas aos antibiodticos tornou-se um problema de saide mundial, o que levou
a pesquisa de novos compostos antibacterianos eficientes de fontes naturais (Susilowati,
et al. 2015).

Gelidium corneum

Embora o género Gelidium ainda ndo seja reconhecido como um alimento na
Unido Europeia (Rahikainen & Yang, 2020) foi aceite para uso humano pela U.S. Food

and Drug Administration (FDA Substance Registration System, 2021).

Gelidium corneum (Hudson) J.V. Lamouroux 1813 é uma espécie marinha que se
encontra distribuida pelos oceanos Atlantico e indico, bem como na costa do Jap&o, da
China, da Coreia, da Indoneésia e de Myanmar. Esta espéecie apresentam um ciclo de vida,
caracteristico das Gelidiales, com trés fases distintas: A fase tetraesporofita (diploide), a
fase carpospordfita (diploide) e a fase gametéfita (haploide). Esta alga pode, também,
apresentar reproducdo vegetativa que consiste na emissdo de novos eixos eretos a partir

do sistema de eixos prostrados (Silva, 1998).

E uma alga vermelha, perene, pelo que pode sobreviver durante varios anos, sem-

pre fixa a um substrato rochoso. Os talos pseudoparenquimatosos sdo relativamente



grandes e robustos, de cor vermelho-escura e brilhante, apresentando uma consisténcia
rigida e cartilaginosa. Estes encontram-se fixos ao substrato através de um disco de fixa-
cao e elevam-se formando eixos compridos através de ramificacdes secundarias e tercia-
rias, habitualmente opostas. As ramificacGes sdo finas, achatadas e agudas, sendo esta
espécie caracteristica de zonas litorais, onde ocorre a pouca profundidade, em agua frias
e agitadas que garantem uma boa oxigenacéo e riqueza em nutrientes (Almeida, 2007;
Lamouroux, 1813). A utilizacéo tradicional deste tipo de macroalga em Portugal comecou
em meados do século XV por ordem de D. Dinis, sobretudo como fertilizante. A apanha
de algas foi importante até inicio do século XX. Nos anos 40 as algas eram colhidas na
praia, secas e exportadas sem processamento prévio. Contudo, esta exportacédo foi proi-
bida, procurando reforcar o desenvolvimento da industria portuguesa de producdo de
agar. A partir da década de 60 do século XX, o G. corneum era recolhido por mergulha-
dores tendo esta atividade sido regulamentada em 1967, o que limitou o nimero de co-
Iheitas, e por consequente o volume recolhido, e de barcos usados para a mesma, limi-
tando o impacto humano na espécie de alga (Cavaco et al., 2021). A escassez de agar nos
mercados internacionais resultou no desenvolvimento da industria em Portugal devido a
abundancia de duas espécies agarofitas, que sdo as principais algas recolhidas em Portu-
gal: G. corneum e Pterocladiella capillacea. A primeira produz um agar de alta qualidade
(Gaspar et al. 2019). O licenciamento para a operacdao das embarcacdes €, atualmente,
concedido pela Direcdo Geral dos Recursos Marinhos e existe uma associacdo de Apa-
nhadores de Algas, a APAASMP — Associacdo de Pesca e Apanha de Algas de Sdo Mar-
tinho do Porto.

Figura 1 - Gamet6fito de Gelidium corneum.




Propriedades do Agar

Certas algas da zona litoral portuguesa séo uma étima fonte de polissacarideos. Mais es-
pecificamente os ficocoldides, que sdo polissacarideos coloidais reversiveis. Nestes inse-
rem-se 0 agar, as carragenanas e o alginato. A aplica¢do de cada um destes compostos ira
depender do nimero de grupos sulfato por dissacarideos que apresenta uma relagéo direta
com a capacidade espessante dos compostos (Pereira, 2004, Leandro & Pereira, 2020). O
agar, € um hidrocoloide fortemente gelatinoso extraido de diversas espécies de algas ma-
rinhas vermelhas que consiste numa mistura heterogénea de agarose e de agaropectina. O
agar foi o primeiro ficocoldide a ser utilizado como aditivo alimentar no oriente ha mais
de 300 anos. O agar, o alginato e a carragenana, sdo purificados industrialmente, sendo
que ainda s&o usados agente gelificantes na forma de tiras e quadrados em, para confeci-
onar pratos tradicionais. O agar é constituido por dois componentes maioritéarios: a aga-
rose e a agaropectina. A agarose € a fracao gelificante do agar e é constituida por unidades
alternadas de ligacbes B-D-galactose e 3-6,anhydro-a-L-galactose com poucas variacdes
e um baixo conteudo de ésteres sulfatados. A agaropectina tem uma estrutura similar a
agarose, mas apresenta 5-10% ésteres sulfatados e outros residuos como grupos metoxilo
e acido piravico, além das cadeias de polissacarideos onde as unidades 3-6,anhydro-a-L-
galactose sdo parcialmente substituidas por unidades a-L-galactose 6-sulfato. A capaci-
dade gelificante do agar deve-se maioritariamente as ligac6es de hidrogénio formadas ao
longo das cadeias de galactano. E chamado de Kanten no Japdo que significa “céu con-
gelado”, sendo este nome uma referéncia ao primeiro processo de fabrico que se baseava
na congelacdo do agar extraido em campos abertos. Processo este que foi registado em
1658 por Tarazaemon Minoya que aproveitou a insolubilidade do agar, quando este é
arrefecido, para otimizar o procedimento. Este é apenas um dos métodos usados atual-
mente para a extracdo do agar que potenciou um aumento de quase 10 vezes na concen-
tracdo de agar dos extratos de algas obtidos. A agua eluida contém sais, organicos e inor-

ganicos, proteinas, como as ficoeritrinas que produzem o pigmento rosa caracteristico da



divisdo Rhodophyta e esta pode ser removida através de forca mecanica (Armisen & Gai-
atas, 2009, Dyrby et al. 2004).
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Figura 2 - Estrutura quimica das unidades do agar (agarose e agaropectina); adaptado de
AgarGel, 2003

Apesar do agar poder ser extraido de diferentes espécies, 0 mercado mundial de-
pende, quase exclusivamente, de espécies dos géneros Gelidium e a Gracilaria. O mer-
cado de agar proveniente de Gelidium tem diminuido por diversas razdes, mas, as causas
prendem-se sobretudo, com a diminuicdo dos stocks selvagens destes organismos deri-
vada da sua sobre-exploracao (Bixler & Porse, 2011, Cavaco et al., 2021). Pelo contrario,

0 género Gracilaria é amplamente cultivada, mas produz um agar de pior qualidade.

Outras propriedades e utilizacGes de Gelidium sp.

Este género de macroalgas ja foi usado para tratamento de Ulceras e problemas
estomacais, e 0s resultados positivos na microbiota intestinal foram reportados, nao s6
para Gelidium, como para outras espécies de macroalgas (Almeida, 2007; De Jesus Ra-
poso, et al. 2016). Os polissacarideos sollveis, tal como os extratos da alga, podem ser
usados como bio gel e apresentam atividades antioxidantes, antivirais, antiproliferativas

e anti-inflamatdrias, entre outras (Tabela 1).



Tabela 1 - Lista de bioatividades de Gelidium sp., adaptada de Cavaco, et al. 2021

Extratos etanol/agua
Extratos cloroférmio
Extratos aquosos de MAAs

Taxa Fracdo Bioatividade Referéncia

Gelidium corneum Biofilme comestivel Antimicrobiana Kanmani, et al. 2014
Extratos metandlicos Antifingica Boujaber, et al. 2016
Extratos diclorometano-metanol Sidi & Bem, 2014
Aerogel a base de agar Antioxidante De Oliveira, et al. 2019

Veja, et al. 2020
Metidji, et al. 2015
De la Coba, et al. 2009

Extratos etanolicos

Anti-inflamatoria

Matos, et al. 2020

tano

Anti incrustante

Extratos aquosos Antiproliferativa | Matos, et al. 2021

Extratos diclorometano-metanol Grozdanic, et al. 2012

Oligossacarideos Fitoestimulante Lebbar, 2018

Biomassa nao viva Biorremediagao Trioui, et al. 2017
Gelidium foliaceum | Polissacarideos Antioxidante Rengasamy, et al. 2015
Gelidium amansii Extratos etil-acetato, acetona e Antioxidante Yan, et al. 1998

metanolicos

Extratos metandlicos Antiproliferativa | Chen, et al. 2004
Gelidium latifolium Fragdes etandlicas e Diclorome- | Antimicrobiana Hellio, et al. 2001

Gelidium pulchellum

Gelidium spinulosum

Extratos aquosos

Antiviral

Rhimou, et al. 2010

Asparagopsis armata

Asparagopsis armata Harvey 1855 € uma espécie originaria do Sul da Australia e

Nova Zelandia, da familia Bonnemaisoniaceae, e é, atualmente, uma espécie invasora na
Europa, registada pela primeira vez em Italia (1880) e na Argélia (1923), que atualmente
estd amplamente distribuida por todo o Oceano Atlantico. A A. armata exibe um ciclo de
vida haplo-dipldide heteromérfico trifasico, como se pode observar pela Figura 3. Os ga-
metofitos ocorrem de junho/julho a agosto/setembro e sé@o conhecidos como erva-arpao
devido a semelhanca das suas ramificacGes inferiores em ramos espinhosos que se asse-
melham com um arpé@o ou um anzol vermelho arroxeado. Quando s&o removidos rapida-
mente degeneram apresentando uma cor laranja. Exibem um eixo cilindrico até 1mm de
grossura, podendo chegar aos 200mm de comprimento com 4 filas de ramifica¢Ges sim-
ples e curtas, alternando com ramificacdes mais longas. Os tetrasporofitos ocorrem assi-
duamente ao longo do ano, mas a sua presenca é mais acentuada nos meses de outubro e
marco. Apresentam uma cor vermelha acastanhada sob a forma de um tufo de algodao

até 15mm de diametro (Bonin & Hawkes, 1987, Harvey, 1855). Devido a razdo



superficie-volume dos tetrasporofitos esta alga apresenta uma grande capacidade de cap-

tacdo de nutrientes, em comparacdo com outras algas, e tem a capacidade de cobrir outras

espécies limitando, assim, a acessibilidade a fatores abiéticos como a luz solar e nutrien-
tes (Katsanevakis, et al. 2014).

LB .aﬂm ' ‘ >
Figura 3 - Asparagopsis armata nas diferentes fases do ciclo de vida, a) Tetraespordfito (fase Falkenber-
gia rufulanosa) e b) Gametdfito; Retirado de Asparagopsis armata (Falkenbergia) - Harpoon Weed (Red
seaweed images), 2020

Propriedades e utilizagdes de Asparagopsis armata

As espécies de macroalgas vermelhas da familia Bonnemaisoniaceae, como é o
caso de A. armata, s&o reconhecidas como fontes de compostos halogenados com ativi-
dades antibacterianas, antiviricas, antifingicas, antibidticas e anticancerigenas que po-
dem ser usados em diversas industrias (Pinteus, et al. 2015). Dado que a maioria destes
compostos sao toxicos para as proprias macroalgas, estas apresentam estruturas de arma-
zenamento glandulares especializadas (Paul, et al. 2006). Ensaios in vitro e in vivo de-
monstram a atividade citotoxica em linhas celulares cancerigenas humanas (Zubia, et al.
2009) sendo que os extratos metandlicos e de diclorometano apresentam a capacidade de
inibir a proliferacdo de linhas celulares HepG2 (células cancerigenas de figado), indi-
cando o potencial antitumoral dos compostos desta alga (Pinteus, et al. 2018). Recente-
mente tem sido investigada a capacidade de reducdo de emissdes de metano de gado bo-
vino quando usada na ragao para 0 mesmo (Vijn, et al., 2020). A alga exibe um forte odor
caracteristico que se deve a presenca de bromoformio e de outros compostos volateis
halogenados cuja atividade antimicrobiana contra diversas estirpes bacterianas, incluindo
Vibrio spp. marinhos, ja foi reportada por diversos autores (Paul & Pohnert, 2011, Pin-
teus, et al. 2020). Na Tabela 2 encontram-se diversas bioatividades reportadas previa-

mente 0 género Asparagopsis sp.



Tabela 2 - Lista de bioatividades de Asparagopsis sp., adaptada de Cavaco, et al. 2021

Fragdes do extrato bruto

Anti incrustante

Taxa Fracdo Bioatividade Referéncia

Asparagopsis armata Extratos etanolicos, metano- | Antimicrobiana | Salvador, et al. 2007
licos e brutos Pinteus, et al. 2020
Extratos aquosos Antiviral Rhimou, et al. 2010

Pinteus, et al. 2020

Extratos metandlicos
Biomassa

Anti incrustante
Metanogénese

Biomassa Metanogénese Vijn, et al. 2020
Roque, et al. 2019
Extratos diclorometano Antitumoral Pinteus, et al. 2017
Gutiérrez-Rodrigues, et
al. 2018
Asparagopsis taxiformis | Extratos metandlicos, cloro- | Antioxidante Neethu, et al. 2017
formio, petréleo, acetato. Antitumoral

Jha, et al. 2013
Roque & Duarte, 2020

Como foi mencionado previamente, as algas produzem naturalmente compostos

bioativos com potencial biotecnol6gico. No entanto, fatores abidticos como a caréncia de

nutrientes, radiacdo UV e oscilacbes de temperatura, entre outros, podem desencadear

alteracdes metabolicas. Estas alteracdes podem resultar em oscilacdes dos niveis de pro-

ducdo dos ditos compostos.

Objetivos

Gerais

Tendo em conta 0s aspetos mencionados, este estudo visa determinar o potencial

biotecnoldgico dos recursos enddgenos de Sdo Martinho do Porto, Portugal, nomeada-

mente as algas vermelhas Gelidium corneum e Asparagopsis armata consoante as varia-

cOes sazonais detetadas.

Especificos

. Caracterizagdo sazonal do perfil bioquimico das algas das algas G. corneum e A. armata.

Para esse fim, foram realizadas 4 amostragens em S&o Martinho do Porto, uma por cada

estacdo do ano, tendo esta biomassa sido analisada. Apenas foi possivel obter biomassa

de A. armata para as estacfes da Primavera e Verao.

10




Foi analisado o perfil bioquimico através de ensaios de determinacéo do conteudo
em humidade e cinza da alga seca, a extracdo e quantificacdo de agar, a quantificacdo de
matéria gorda total e a metilagdo direta de acidos gordos, a quantificacdo de hidratos de

carbono totais e a quantificacdo de proteina bruta.
Avaliagéo da capacidade antioxidante das macroalgas G. corneum e A. armata.

Foram efetuados extratos aquosos e etandlicos das duas macroalgas. Ambos os
solventes foram escolhidos por serem considerados solventes “verdes” e econ6micos.
Usando estes solventes pode-se garantir a extracdo de diversos compostos polares e apo-
lares. Sendo o objetivo do estudo a valorizacdo da biomassa algal foi do nosso interesse
extrair a maior variedade de compostos bioativos possiveis. A avaliacdo das atividades
antioxidantes nos extratos de algas foi possivel através de diversos ensaios que permiti-
ram uma melhor caracterizacdo da capacidade antioxidante destas macroalgas e registo
de possiveis diferencas ao longo do ano. Recorreu-se a ensaios de capacidade de reducéo
do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) e do radical acido 2,2’-azino-bis- (3-etil-
benzotiazolina-6-sulfonico (ABTS), determinacéo do poder redutor do Ferro (I11) (FRAP)
e QTP (quantificagdo total de polifendis) e os quais sdo métodos complementares, que
permitem melhor compreender os mecanismos antioxidantes caracteristicos de cada tipo

de extrato.
Avaliagéo da capacidade antimicrobiana das macroalgas G. corneum e A. armata.

A capacidade antimicrobiana dos extratos de G. corneum e A. armata foram ava-
liados contra as estirpes Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis. Foram realizados antibiogra-
mas e nos extratos que apresentaram inibicdo de crescimento bacteriano foi determinada

a concentracao minima inibitéria (MIC).
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Metodologia

Recolha e preparagdo da biomassa

As macroalgas G. corneum e A. armata foram recolhidas na costa rochosa de Séo
Martinho do Porto, 39°30'38,8"N - 9°08'36,2"W, Leiria, Portugal, nos dias 17 de junho,
29 de agosto e 27 de novembro de 2019 e 22 de fevereiro de 2020. Posteriormente a sua
identificacdo, a biomassa fresca foi transportada em caixas termicas para o edificio Cete-
mares, em Peniche. No laboratério, a biomassa recolhida, foi lavada em dgua salgada para
remocdo de epifitas, organismos invertebrados e outro material ndo desejado. Finda a
triagem, foi removido o excesso de agua superficial com papel absorvente e procedeu-se
a pesagem da biomassa recolhida. As macroalgas foram armazenadas em sacos de con-

gelacdo, previamente identificados, e congeladas a -20°C.

Processo de secagem da biomassa

Para realizacdo dos diversos ensaios de determinacdo do perfil bioquimico e pre-
paracdo dos extratos utilizou-se biomassa seca em pé a qual foi preparada da forma que
a sequir se descreve. Apos descongelacdo das algas a temperatura ambiente, estas foram
dispostas uniformemente em tabuleiros perfurados, visando o aumento da eficécia da des-
congelacdo. Seguidamente, as algas foram colocadas na estufa ventilada FD115 (Binder,
Tuttlingen, Alemanha) a 25°C e com viragem ao inicio da manha (=9h00) e ao fim da
tarde (=17h00). Quando a biomassa se encontrava seca e 0 seu peso estabilizado, foi tri-
turada, recorrendo a uma liquidificadora (Krups, Solingen, Alemanha) e um moinho de
café GVX 2 (Krups, Solingen, Alemanha), obtendo-se assim a biomassa seca na forma de
po que foi armazenada em sacos de congelacdo, previamente identificados, a -20°C até

posterior utilizag&o.
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ExtracOes de Gelidium corneum e Asparagopsis armata

EA-PQ: Extracdo Aquosa obtida pelo processo a quente

Para a extracao aquosa pelo processo a quente (EA-PQ) utilizou-se uma proporcao
alga:solvente de 1:50 (g/mL) no sistema Soxhlet durante 4 horas através do metodo de
percolacdo adaptado de Fatima, e colaboradores (2016). Para tal, a alga foi distribuida
uniformemente num papel absorvente (papel de laboratério) que foi dobrado ao meio e
enrolado sobre si. O papel foi humidificado com &gua destilada e colocado dentro do
corpo do Soxhlet. Adicionou-se ao baldo o respetivo volume de dgua destilada e esferas
de ebulicdo, que auxiliam o processo, mantendo o equilibrio entre a formacéo e o reben-
tamento das bolhas. Por fim, ligou-se a manta de aquecimento Fibroman-c (J.P Selecta
EN, Barcelona, Espanha) na temperatura maxima (400°C). Quando a &gua no interior do
baldo atingiu o ponto de ebulicdo reduziu-se a temperatura da manta para 0 minimo
(200°C).

Findo o tempo de extracdo, o sistema Soxhlet foi desligado e recolheu-se todo o
volume de extrato presente no baldo. De seguida, o extrato foi filtrado com papel de filtro
Whatman n°4 (Sigma Aldrich, Missouri, Estados Unidos da América). Por fim, o extrato
aquoso foi armazenado a -80°C, liofilizado e armazenado em tubo de pléastico, a tempe-

ratura ambiente até a sua utilizacao.

EE-PTA: Extracdo Etandlica a temperatura ambiente

Para a extracdo etanodlica a temperatura ambiente (EE-PTA) utilizou-se uma pro-
porcdo alga:solvente de 1:10 (g/mL). Pesou-se a alga seca e de seguida colocou-se num
gobelet juntamente com o respetivo volume de etanol absoluto, durante oito horas, em
agitacdo constante e protegido da luz. No fim deste periodo, o extrato foi filtrado com
papel de filtro Whatman n°4 e o volume do extrato foi reduzido por evaporagéo no rota-
vapor (Heidolph, Schwabach, Alemanha). De seguida, o volume (cerca de 25 mL) do
extrato foi evaporado até a secura no Speedvac (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,

Estados Unidos da America). Posteriormente, hidratou-se o extrato seco com agua Milli-
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Q e foi submetido ao processo de liofilizacdo. Por fim, o recipiente com o extrato seco

foi armazenado a temperatura ambiente até utilizagdo posterior.

Determinacdo do Perfil Bioquimico da biomassa seca

A determinacdo do perfil bioquimico, de ambas as espécies de algas, foi feita para
cada uma das amostras recolhidas durante as estacdes do ano amostradas, procurando
definir o perfil sazonal de cada alga observando possiveis variagdes de acordo com as
condigdes de cada estagdo, como a temperatura, a disponibilidade de nutrientes, de oxi-

génio e de luz, entre outros.

Determinacdo da percentagem da Humidade, Peso Seco e Cinza

Para obtencdo de biomassa seca comecou-se pela identificacdo, utilizando apenas

grafite, e pesagem de cadinhos de porcelana, incluindo 3 réplicas por amostra.

Se a biomassa estiver congelada, procede-se ao descongelamento das amostras e
secagem, com o auxilio de papel absorvente. O cadinho também foi seco, com 0 mesmo
papel, de modo a ndo haver humidade que interferisse com os valores do peso. Posterior-
mente pesou-se 0 cadinho com a amostra respetiva e ao peso obtido retirou-se o valor do
peso dos cadinhos vazios para determinar o peso da alga fresca. Posteriormente, os cadi-
nhos com as amostras foram colocados na estufa a 105°C durante até haver estabilizacao
do peso e secura total da biomassa. Findo o tempo de secagem as amostras foram coloca-
das num exsicador até atingirem a temperatura ambiente e peso constante. Procedeu-se a
multiplas pesagens das amostras nos cadinhos respetivos, e se ndo for obtido um peso

constante sera necessario repetir os passos de secagem em estufa até o mesmo ser obtido.

Para determinacdo do contetido de cinza os cadinhos, com a amostra previamente
seca e pesada, foram colocados na mufla (Nabertherm, Lilienthal, Alemanha) a 525°C. O
equipamento foi programado para uma rampa de aquecimento durante 4h, seguida de um
patamar a 525°C com duracédo de 5h. Posteriormente, as amostras foram colocadas a ar-
refecer num exsicador até atingirem a temperatura ambiente e, consequentemente, peso

constante. Por fim, as amostras foram pesadas, nos cadinhos respetivos, pelo menos
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quatro vezes. O calculo da percentagem de humidade, peso seco e cinza foi feito de acordo

com as seguintes equacgdes (AOAC, 2016).

Peso seco
% Peso Seco = W x 100

% Humidade = 100 — % Peso seco

] Peso incinerado
% Cinza em Peso Seco = x 100
Peso seco

Quantificacdo de Proteina Bruta pelo método de Kjeldahl

A quantificacdo de proteina bruta das duas algas em estudo foi feita atraves da
quantificacdo de azoto pelo método de Kjeldahl (AOAC, 2016). Este ensaio consiste na
mineralizacdo da matéria organica pelo &cido sulfarico na presenca do catalisador for-
mado por pastilhas KjelTabs (VWR CHEMICALS, Pensilvania, Estados Unidos da Amé-
rica), seguido da libertagdo do amoniaco em meio alcalino, destilacéo, recolha do meio

acido e, por fim, titulacdo com &cido cloridrico.

Para a realizagdo deste ensaio foram preparadas as solug¢fes necessarias de forma
prévia. Nomeadamente a solugdo de hidroxido de sédio (VWR CHEMICALS, Pensilva-
nia, Estados Unidos da América) a 40% (m/v) a solucdo titulante de acido cloridrico
(VWR CHEMICALS, Pensilvania, Estados Unidos da América) a 0,1M e a solucdo re-
cetora. A solucdo recetora consiste numa solucdo de 1L de &cido bdrico (VWR CHEMI-
CALS, Pensilvania, Estados Unidos da América) a 4% (m/v) com 7mL de vermelho me-
tilo (VWR CHEMICALS, Pensilvania, América) e 10m de verde de bromocresol (Alfa

Aesar, Massachusetts, Estados Unidos da América) que foi ajustada a um pH de 4,8.

Ap0s identificacdo de cinco tubos de digestdo por amostra (3 réplicas e 2 brancos)
pesou-se 0,59, de biomassa seca, registando o peso de forma rigorosa. As amostras pesa-
das foram colocadas nos respetivos tubos de digestdo e em cada tubo, dentro da hotte,
foram adicionadas duas pastilhas de catalisador e 25mL de acido sulfurico. O digestor

(Foss, Hillergd, Dinamarca) foi colocado na hotte, e o tubo de arrefecimento do aparelho

15



foi preso a torneira de 4gua da hotte. Apos colocar os tubos dentro do digestor, a torneira
de arrefecimento foi ligada e o aparelho foi programado para 220°C. Apo6s ser atingida
esta temperatura aguardaram-se 30 minutos e findo este tempo o digestor foi programado
para 400°C e aguardaram-se mais 90 minutos. Findo o tempo de digestdo foi necessario
arrefecer as amostras, desligando o aparelho. Apds arrefecimento das amostras foram adi-
cionados 80mL de &gua destilada muito lentamente. Findo a transferéncia do volume de
agua destilada, passou-se para a etapa da destilagéo.

Foi realizada uma etapa de limpeza ao destilador, adicionando 80mL de agua des-
tilada a um tubo de digestéo vazio no suporte esquerdo e um Erlenmeyer de 250mL vazio
no suporte direito. Findo a limpeza foi possivel passar a destilacdo das amostras em meio
alcalino por adicdo de 100mL de NaOH a 40%, cujos ciclos duram 6 minutos. Em cada
um dos Erlenmeyers foram colocados 30mL da solugéo recetora e colocados no suporte

direito do destilador. Finda a destilagcdo passou-se a etapa da titulacéo.

A bureta de 20mL foi preenchida com a solucdo titulante. A amostra destilada
apresenta uma cor verde e foi titulada até se atingir o ponto de viragem que apresenta uma
cor acinzentada. Ao atingir-se este ponto foi registado o valor de solucdo titulante utili-

zada e através da seguinte formula foi possivel extrapolar a proteina em % de peso seco.

V,—V,)Xxnx5x0.014
Proteina total % = [(Va b) — ] x 100

Sendo que, Vacorresponde ao volume de solucéo titulante usado na amostra (mL), Va0
volume de solucéo titulante usado no branco (mL), n a concentracdo da solucdo titulante
(0,2M), 5 ao fator de conversdo das algas vermelhas (Angell, et al. 2016) e m a massa

inicial da amostra.
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Quantificacdo de Hidratos de Carbono Totais

A quantificacdo de hidratos de carbono presentes nas duas espécies de algas em
estudo foi realizada através do método de Dubois (1956), aplicando uma solucéo de fenol-
acido sulfarico. Para a realizacdo deste ensaio foram previamente preparadas as solugoes
de &cido sulfarico a 1M, fenol a 5% e glucose a 1 mg/mL previamente.

Inicialmente pesaram-se 15mg de biomassa seca para um tubo de vidro com tampa
de rosca, em triplicado, e adicionaram-se 8mL de &cido sulfirico a 1M. A mistura foi
homogeneizada com o auxilio do vortex durante 1 minuto e finda a homogeneizacéo os
tubos foram colocados em banho-maria (Selecta, Cham, Suica) a 90°C durante 60 minu-
tos. Posteriormente o sobrenadante foi filtrado usando uma pipeta de Pasteur com algo-
dao, com o intuito de funcionar como coluna de filtracdo, o sobrenadante foi recolhido
para um baldo volumétrico de 10mL e o volume foi completado usando &cido sulfarico a
1M. A curva padrao foi estabelecida com concentracdes de glucose a 0,02, 0,04, 0,08,
0,12, 0,16, 0,20 e 0,30 mg/mL em triplicados de volume final de 1mL e o branco foi de
agua. De cada amostra e padrdo foram pipetados 200uL, para um novo tubo de microcen-
trifuga tipo eppendorf, e adicionados 500uL de &cido sulflrico a 98%. Prosseguiu-se com
a incubacdo das amostras a 90°C durante 15 minutos. Findo o tempo de incubagdo foram
adicionados 100uL de fenol a 5% e, mantendo os tubos de microcentrifuga numa cuba
com gel, as amostras foram arrefecidas durante 30 minutos. Por fim, foram transferidos
200uL de cada amostra para os poc¢os da microplaca e a absorvancia foi lida a 490nm
com o auxilio do espectrofotémetro Epoch? (Biotek Instruments, Inc., Vermont, Estados
Unidos da América). Os resultados foram obtidos em percentagem de peso seco através

da seguinte equacao:

y=b vy
Hidratos de Carbono (% peso seco) = aT x 100

Sendo que y corresponde a absorvancia da amostra, b a ordenada na origem da
curva de calibracao, a ao declive da curva de calibracdo, m a massa de biomassa algal

usada (mg) e V ao volume de hidrolisado usado na reacao.
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Quantificacdo de Matéria Gorda Total

A quantificacdo de matéria gorda total, a partir de biomassa seca das algas em
estudo, foi realizada através do metodo de Folch (1957), aplicando uma solucéo de me-
tanol (Chemlab, Zedelgem, Bélgica) e cloroformio (Thermo Fisher Scientific, Massachu-
setts, Estados Unidos da América) na proporcdo 2:1 (v/v), denominada solugéo de Folch,

para a extracdo de lipidos. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

Inicialmente foi pesada 1g de amostra seca para um tubo de centrifuga previa-
mente identificado. De seguida a amostra foi hidratada com 0,8mL de &gua destilada,
adicionaram-se 5mL da solugdo de Folch e foram homogeneizadas com o auxilio de um
homogeneizador portétil, durante 1 minuto. Findo este tempo, o pildo foi enxaguado com
a solucdo de Folch para garantir que ndo se descartava/perdia amostra no equipamento
usado. As amostras foram homogeneizadas no vortex durante 5 minutos, foram adiciona-
dos 1,2mL de NaCl a 0,8% e as amostras foram homogeneizadas novamente no vortex
durante 1 minuto. Posteriormente, realizou-se uma centrifugacao a 46379 a 4°C, durante
10 minutos. Enquanto as amostras se encontravam na centrifuga foram feitas as colunas
onde o centrifugado foi filtrado. Em pontas de micropipeta P5000 foi colocada uma por-
cao de algoddo, com cerca de 1cm de altura, e 2-3 colheres de sulfato de sédio anidro.

Apds centrifugacdo, a fase inferior de cloroférmio foi extraida, cuidadosamente
com o auxilio de uma micropipeta P1000, para a coluna, que se encontra sobre um frasco
de vidro em forma de pera, previamente pesado. Apos a filtracdo da fase de cloroférmio
para o interior de peras de rotavapor, foram adicionados 2mL de cloroférmio a restante
mistura no tubo de centrifuga e repetiu-se a centrifugacéo, seguida da filtracéo, de forma
a aumentar o rendimento da extracéo. De seguida foi efetuada a evaporacdo em rotavapor
(Heidolph, Schwabach, Alemanha) a 45°C até o solvente estar completamente evaporado.
Findo a evaporacdo no rotavapor, as amostras foram envolvidas em aluminio e o solvente
restante foi evaporado na estufa. Por fim, foram colocadas a arrefecer no exsicador e fo-
ram realizadas varias pesagens até se atingir um peso constante. O contetdo lipidico foi

determinado gravimetricamente atraves da seguinte equacdo, segundo Folch (1957):
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m; — my

Gordura total (% peso seco) = x 100

Sendo que m; é a massa da pera com gordura, mo € a massa da pera vazia e mié a

massa inicial da alga.

Metilacdo direta dos Acidos Gordos

A quantificacdo dos acidos gordos foi realizada através do processo de metilacéo,
aplicando uma solucéo de &cido sulfdrico a 2% (m/v) nas amostras em estudo, seguido de
cromatografia gasosa (GC) no Trace GC Ultra (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
Estados Unidos da América) adaptado de Lepage & Roy (1986).

Comecou-se pela preparagdo da solucdo de acido sulfirico a 2% (m/v) em meta-
nol. Foram usados 50mg de amostra seca em triplicado por cada espécie de alga e a sua
respetiva recolha. Adicionaram-se 2mL de &cido sulfurico a 2% (m/v) a cada um dos
tubos e foram homogeneizados no vortex durante 30 segundos e, de seguida, foram colo-
cados no banho-maria (Selecta, Cham, Suiga) a 80°C durante 2 horas. Findo este tempo,
as amostram foram retiradas do banho-maria para arrefecer. Posteriormente, foi adicio-
nado 1mL de &gua Milli-Q e 2mL de n-hexano e, de seguida, foram homogeneizados no
vortex durante 1 minuto. Os tubos foram centrifugados a 129g, com o auxilio da centri-
fuga 5810 R (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) durante 1 minuto a 4°C. Deste modo,
recolheram-se os sobrenadantes e foram colocados em vials de GC, protegidos da luz com
papel de aluminio e cobertos com Parafilm®. As amostras foram conservadas a -20°C até

serem analisadas.

Os perfis dos acidos gordos das amostras foram obtidos por cromatografia gasosa
com o auxilio do cromatografo equipado com uma coluna capilar Thermo TR-FRAME
(60mm x 0,25mm ID, 0,25um), um autosampler AS 300 e um detetor de ionizagdo de
chama (FID). As temperaturas do injetor e do detetor, que trabalhavam em modo Splitless,

encontravam-se nos 280°C e 250°C, respetivamente. O gradiente de temperatura do forno
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foi de 100°C (1 min) com um incremento de 10°C/min até aos 150°C, um segundo incre-
mento de 4°C/min até aos 200°C e um terceiro a 2°C/min até atingir uma temperatura de
235°C. O gés de transporte usado foi o hélio com um fluxo de 1,2mL/min e o FID foi
suplementado com ar sintético e hidrogénio num fluxo de 350 e 35mL/min, respetiva-
mente. Os resultados de &cidos gordos foram expressos em percentagem de area total de

acidos gordos detetados.

Determinacdo dos indices de gualidade nutricional

A partir dos dados obtidos da metilacdo dos &cidos gordos os seguintes indices foram
calculados.
O indice aterogénico (Al) avalia o risco de aterosclerose a partir do ratio de acidos gordos
pro-aterogénicos e os acidos gordos insaturados de acordo com a seguinte equacéo (Ulbri-
cht, 1991):

o = Z(C12:0 + C14:0 + C16:0)
~ Y(n6+n3)+ Y MUFA

O indice de trombogénese (TI) é o indice mais usado para avaliar a influéncia de um
produto na salde cardiovascular e é calculado a partir da relacdo entre os acidos gordos
pro-trombogénicos (SFAs) e anti-trombogénicos (PUFAS), de acordo com a seguinte
equacéo (Ulbricht, 1991):

>(C14:0 + C16:0 + C18:0)

0.5xMUFA 4+ 0.5xn6 + 3xn3+ﬁ—2

TI =

O récio n-6/n-3 avalia o ratio de percursores eicosanoides anti-inflamatorios (n-3) e pro-

inflamatdrios (n-6) (Soares, et al. 2021).

O récio hipo- e hipercolesterolemico (h/H) foi desenvolvido como uma forma precisa de
medir o efeito dos acidos gordos no colesterol e foi calculado de acordo com a seguinte

equacéo (Soares, et al. 2021):
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h  C14:0 + C16:0

H  MUFA+ PUFA

Determinacdo de Metais Pesados e lodo

A determinacdo destes componentes foi efetuada pelo laboratério Tomaz, SA
(Leiria, Portugal) através de espectrometria de massa por plasma induzido. Os resultados

foram expressos em mg/kg de peso seco.

Extracdo de agar

A extracdo de agar foi efetuada através de um processo de congelacédo e descon-

gelacdo das amostras adaptado de Martinez-Sanz, et al. (2019).

Para este ensaio foram pesados 2g de amostra, a qual foi hidratada num gobelet
de 600mL, previamente identificado, com aproximadamente 1,5mL de dgua destilada tipo
I11. Posteriormente, por cada grama de amostra pesada, foram adicionados 150mL de 4gua
destilada tipo 111 e o gobelet foi colocado em banho-maria (Selecta, Cham, Suica) a 80°C
durante 4h. Findo este tempo, a 4gua e a biomassa foram filtradas com o auxilio de um
pano para frascos de 100mL e o filtrado foi congelado durante 8h. De seguida, as amostras
foram descongeladas a temperatura ambiente e 0 excesso de agua foi descartado. A cada
frasco foram adicionados 10mL de etanol a 96% e as amostras foram deixadas a repousar
durante 24h. Por fim, os agregados contendo agar foram, cuidadosamente, retirados para
placas de Petri, previamente pesadas e identificadas, e foram secos numa estufa (Binder,
Tuttlingen, Alemanha) a 60°C. A quantidade de agar foi expressa em percentagem de

peso Seco.
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Para amostras com menor biomassa disponivel, o método foi adaptado para 1g de

amostra inicial.

Avaliacédo da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante das algas corresponde a capacidade que alguns compos-
tos bioativos apresentam de captura de radicais livres de oxigénio. Assim, esta bioativi-
dade foi obtida através de ensaios complementares, que permitiram detetar a reducéo de
diversos radicais livres pelos extratos das mesmas. Apesar de ser comum usarem-se sol-
ventes organicos como o diclorometano ou n-hexano foram efetuadas apenas extracfes
ndo poluentes e as mais naturais possiveis, tendo, portanto, sido realizadas com agua des-

tilada e etanol absoluto.

Quantificacdo Total de Polifendis (QTP)

A quantificacdo Total de Polifendis (QTP) foi feita através do método de Folin-
Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965), usando, como padrao, o acido galico (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha). Para a realizacdo deste ensaio foi preparada uma solucdo de car-
bonato de sddio a 20% (m/v). Foram colocados 158uL de dgua Milli-Q, 2uL de amostra
(5 mg/mL), ou acido galico para realizar a curva padréo, e 10uL de reagente Folin-Cio-
calteu (AppliChem, Darmstadt, Alemanha) numa microplaca de 96 pocos (Corning, Nova
York, Estados Unidos da América). De seguida foram adicionados 30uL de carbonato de
sodio a 20%. A microplaca foi incubada no escuro a temperatura ambiente durante 1h.
Findo o tempo de reacéo foi lida a absorvancia a 755nm no espectrofotometro (Winooski,
Vermont, Estados Unidos da Ameérica)

A curva padrdo foi estabelecida com concentragdes de acido galico a 0,01; 0,05;
0,1; 0,5 e 1 mg/mL. Com os valores da curva padrdo os valores foram calculados como

mQgGAE (&cido gélico) por g de extrato usado.
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Capacidade de reducéo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

A avaliacdo da reducéo do radical DPPH foi adaptado da metodologia de Brand-
Williams, e colaboradores (1995). Para a realizagdo deste ensaio foi necessario preparar
previamente uma solucdo tampéo fosfato com pH 5,5. O ensaio foi realizado em triplica-
dos, em tubos de ensaio com rosca e a absorvancia medida com o auxilio do espetrofoto-

metro Evolution 201 UV Visible em cuvetes de 3mL.

Inicialmente os extratos a analisar foram dissolvidos em tampéo fosfato, prepa-
rado previamente, com a concentracdo de 0,6 mg/mL com o auxilio do equipamento de
ultrassons (USC-TH, Géttingen, Alemanha). Apds dissolucdo foram colocados, para as
amostras, 1000uL de amostra, 500uL de tampéo fosfato e 500uL de acetonitrilo. Para os
controlos foram colocados 1500uL de tampéo fosfato e 1500uL de acetonitrilo. Foi entdo
preparada a solucdo de DPPH (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos da América) a
0,1mg/mL com acetonitrilo e tendo a solugdo pronta foram, rapidamente, pipetados
1000puL da solugcdo DPPH para cada tubo, os quais foram tapados e homogeneizados du-
rante 2 segundos. Finalmente foram colocados durante 30 minutos no escuro e findo o
tempo de reacdo a absorvancia foi medida entre 400 e 700nm. Os resultados foram obti-
dos em percentagem de inibicdo através da seguinte equacao:

Abs517 — Abs517
Percentagem de inibicio (%) = CZ‘ZS"S“’N AMOStTa 100
Controlo

Capacidade de reducéo do radical 4cido 2.2’-azino-bis- (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico

(ABTS)

A avaliacdo da reducdo do radical ABTS foi adaptada do método de Nenadis e
colaboradores (2004). Para a realizacdo deste ensaio foi necessario preparar previamente
a solucéo de radical ABTS. Esta solucdo consiste em 0,188mg/mL de &cido 2,2’-azino-
bis (3- etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (C1sH16N4OsSs-(NHa4)2) (Alfa Aesar, Massachu-
setts, Estados Unidos da América) e 0,0512mg/mL de persulfato de potéssio (K2S20g)
(Alfa Aesar, Massachusetts, Estados Unidos da América) dissolvidos em agua destilada.

Apos dissolucdo dos dois compostos a solucdo foi colocada 12-16h no escuro. O ensaio
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foi realizado em triplicado, em tubos de ensaio e a absorvancia foi medida com o auxilio

do espetrofotometro Evolution 201 UV-Visible e cuvetes de quartzo de 3mL.

Inicialmente os extratos a analisar foram dissolvidos em agua destilada, com a
concentracdo de 0.6 mg/mL com o auxilio do equipamento de ultrassons. Apds dissolugédo
foram colocados 2000uL de reagente ABTS, 2000l de amostra e 2000pL de agua des-
tilada. Para os controlos foram colocados 2000pL de reagente ABTS e 4000pL de 4gua
destilada. Cada replicas foram preparadas individualmente pois a reacdo deu-se em 1 mi-
nuto e a absorvancia foi medida de 500nm a 850nm. Os resultados foram obtidos em

percentagem de inibicdo através da seguinte equacao:

Abs734 — Abs734
Percentagem de inibicio (%) = C(ZZ:% 7 Amostra 100
Controlo

Poder de reducio do Fe (111) (FRAP)

A avaliacio da reducéo do radical Fe®* foi executada através do ensaio FRAP
adaptado de Berker e colaboradores (2007). O ensaio foi realizado em triplicado, em tu-
bos de ensaio e a absorvancia foi medida com o auxilio do espetrofotometro Evolution

201 UV-Visible em cuvetes de quartzo de 3mL.

Inicialmente os extratos a analisar foram dissolvidos em &gua destilada com a
concentracéo de 0,8 mg/mL com o auxilio do equipamento de ultrassons. Apds dissolugéo
foram colocados 1000uL de amostra, 1500uL de agua destilada e 500uL de reagente
Phen, 1,10-fenantrolina monoidratada (C12HsN2*H20) (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados
Unidos da America). Para o controlo foram colocados 2500pL de agua destilada e 500uL
de reagente Phen. As amostras foram entéo colocadas no escuro e ap6s 30 minutos de
reacdo foram adicionados 6mL de agua destilada e mediu-se a absorvéncia entre 400 e
700nm.

A curva padrao foi estabelecida com concentrac6es de acido ascorbico a 0,00260,
0,00195, 0,0130, 0,00065 e 0 mg/mL de uma solu¢do mée a 0.292 mg/mL. Os resultados
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foram extrapolados em equivalentes de &cido ascorbico/mg extrato usado (Ehasc/mg)
com base na absorvancia a 510nm. Com os valores da curva padrdo os valores foram

calculados como mg AEE (acido ascorbico) por g de extrato usado.

Avaliacéo da Atividade Antimicrobiana

A capacidade antimicrobiana dos extratos das algas em estudo, foi avaliada pro-
curando identificar atividades contra fungos e bactérias. Para tal utilizou-se a metodologia
de difusdo em disco e a determinagdo da Concentragdo Minima Inibitoria (MIC) Foram
utilizadas as estirpes Candida albicans (DSM No.: 1386), Saccharomyces cerevisiae
(DSM No.: 1333), Staphylococcus epidermidis (DSM No.: 1798), Pseudomonas aerugi-
nosa (DSM No.: 288) e Bacillus subtilis (DSM No.: 10).

Inicialmente, as estirpes Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae e Staphylo-
coccus epidermidis foram submetidas ao processo de revitalizacdo, descrito pelo fabri-
cante. Estas estirpes foram todas obtidas através da empresa Leibniz Institute DSMZ

(Braunschweig, Alemanha) e as restantes ja se encontravam em stock no laboratorio.

Revitalizacdo de estirpes bacterianas

Todo o processo de revitalizagao foi efetuado como indicado pelo fornecedor. A
revitalizacdo foi feita pela adigdo de 500uL do meio adequado para cada estirpe (indicado
pela DSMZ), com 30 minutos de reidratagdo. Segundo as instrugdes do fabricante, S.
cerevisiae e C. albicans foram hidratas em Universal 25édium for Yeasts (meio 186,
DSMZ), S. epidermidis em Tripticase Soy Yeast extract 25édium (meio 92, DSMZ) e E.
coli, P. aeruginosa, B. subitilis e B. cereus em Nutrient Broth (meio 1, DSMZ).
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Findo o tempo de hidratagdo, as culturas foram incubadas a temperatura de cres-
cimento 6tima, durante 24h, com agitacao a 140rpm. Os stocks foram feitos adicionando
850uL de cultura a criotubos, com 150uL de glicerol 98% estéril. Os criotubos foram

armazenados a -80°C até posterior utilizacéo.

Método de Difusdo em Disco

As capacidades antimicrobianas dos extratos das macroalgas foram avaliadas atra-
vés de antibiogramas segundo as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012). Todo o material usado foi esterilizado previamente e todo o processo foi
efetuado na cAmara de fluxo laminar para garantir um ambiente asséptico. Para a realiza-

¢do deste ensaio foi preparado meio Mueller-Hinton Agar (Himedia, Mumbai, India).

Foram analisadas as capacidades antimicrobianas de dois extratos de cada reco-
Iha. As analises foram feitas em triplicado, tendo sido utilizado como controlo negativo
agua Milli-Q estéril e como controlos positivos, o Cloranfenicol (Clo,) e Fluconazol (Flu)
a uma concentracdo de 30 mg/mL e 25 mg/mL, respetivamente. O pré-inéculo foi diluido
até apresentar aproximadamente 108 CFU/mL em solucéo, correspondendo a 0,5 na es-
cala de McFarland, medido com o auxilio de um densitémetro, e espalhado com o auxilio
de uma zaragatoa estéril na placa de Petri com o meio apropriado. Caso o in6culo apre-
sentasse uma concentracao maior ou menor que 0,5 adicionava-se mais soro ou mais in6-
culo respetivamente. Foram colocados 20uL dos extrato e controlos nos discos de anti-
bidtico de 6mm respetivos (Sigma Aldrich, Missouri, Estados Unidos da América) e ap6s
secagem a temperatura ambiente os discos foram dispostos na placa de Petri, com o au-
xilio de pingas estéreis, e as placas foram incubadas na estufa (Binder, Tuttlingen, Ale-

manha), a temperatura apropriada para cada uma das estirpes em estudo, durante 24h.

Concentracdo Minima Inibitoria (MIC)
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A avaliacdo da MIC, dos extratos em estudo, foi adaptada do método descrito por
Lambert e Pearson (2000).

As culturas over-night foram diluidas em solucéo salina 0,85% para preparar um
inoculo de aproximadamente 108 CFU/mL, correspondendo a 0.5 da escala McFarland.
Os extratos foram diluidos a diversas concentrag¢Ges (100, 75, 50, 25, 10, 5 e 1 mg/mL)
com etanol absoluto. Em cada pogo, da microplaca de 96 pocos, foram pipetados 20puL
das diluicdes respetivas dos extratos a analisar e 10uL do pré-inoculo diluido a 0,5 na
escala McFarland e 170uL de Mueller-Hinton Broth (Himedia, Mumbai, India). As mi-
croplacas foram inoculadas a temperatura 6tima de cada estirpe por 18h e findo o tempo
de incubacdo tendo em conta o crescimento de cada poco, que foi analisado através da
comparacgdo da absorvancia, com o auxilio do leitor de microplacas Epoch, dos pocos das
amostras com 0s pog¢os dos controlos positivos, a concentracdo mais baixa que inibia o

crescimento foi considerada a MIC.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por testes ANOVA de um fator. Ap6s confirma-
cdo da homogeneidade de variancias através do teste de Levenne, as diferencas estatisti-
camente significativas foram determinadas através do teste paramétrico de comparagdes
maltiplas de Tukey. Quando os requisitos ndo eram cumpridos, realizou-se o teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste de compara¢cdes multiplas de Games-
Howell. Diferengas de p < 0.05 foram consideradas estatisticamente significativas. Toda

a analise estatistica foi feita com o auxilio do software IBM SPSS Statistics v.27.
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Resultados e discussao

Rendimentos de extracédo

A preparacdo de amostras é vista como uma necessidade tendo em conta a impos-
sibilidade de fazer anélises diretamente nas mesmas devido a incompatibilidades com os
instrumentos de analise, por exemplo. O processo de extracdo possibilita a passagem de
moléculas alvo de uma fase solida para uma fase liquida, sendo esta fase compativel com

diversas analises posteriores (De Castro & Priego-Capote, 2010).

Como foi mencionado previamente os solventes agua destilada e etanol absoluto
foram usados por serem solventes verdes de baixo custo com a capacidade de extrair uma
grande variedade de moléculas bioativas. No caso da dgua é possivel obter extratos ricos
em acuUcares, proteinas, pigmentos e minerais entre outros compostos sollveis em &gua e
em extratos etandlicos é possivel obter compostos menos polares como lipidos polares,
acidos gordos, alguns compostos fenolicos e carotenoides, entre outros (Cikos, et al.
2018; Trivedi, et al. 2016, Wahlstrom, et al. 2018).

Para G. corneum e A. armata o maior rendimento obtido das extracdes aquosas
foi de 26,70% e 17,90%, respetivamente, e o maior rendimento obtido das extracdes
etandlicas obtidas foram de 0,93% e 2,20%, respetivamente. Os valores obtidos nos ex-
tratos etanolicos foram, em ambas as algas, baixos quando comparados com os valores
obtidos para Crassiphycus changii de 13,06% (Chan, et al. 2015) e Agarophyton vermi-
culophyllum de 6,5%, Asparagopsis taxiformis de 18,10% (Mellouk, et al. 2017) entre
outras (Farvin & Jacobsen, 2013). Estes valores indicam que o procedimento executado

para a extracdo etandlica deve ser otimizada.

O rendimento obtido da extragdo aquosa de G. corneum foi semelhante ao obtido
por Rhimou e colaboradores (2010) para Gelidium spinulosum de 26,40% e superior ao
maior rendimento obtido de G. gracilis a 70°C (18,49 + 1,25%) (Afonso, et al. 2021). Das
6 espécies de Gelidium analisadas trés foram submetidas a extracdo aquosa. Destas espé-
cies, G. spinulosum apresentou o0 maior rendimento de extracdo quando usada &gua como

solvente de 26.40% (Rhimou, et al. 2010). O rendimento obtido da extracdo aquosa de A.
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armata foi préximo ao obtido por Mellouk e colaboradores (2017) para A. taxiformis de
24,00%, podendo esta extracdo ser otimizada tendo em conta diversos fatores como efi-
ciéncia de rutura membranar, o solvente a usar, o pH, a temperatura e o tempo de extracéo,

entre outros.

Composicado bioquimica

A biomassa de G. corneum e de A. armata foram analisadas tendo em conta a
estacdo do ano em que foram recolhidas, tendo sido averiguados os contetidos de cinza,
proteina, lipidos, hidratos de carbono, agar e a percentagem de humidade. Estes valores

encontram-se representados nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Composicao bioquimica de Gelidium corneum. Os dados sdo apresentados como média + des-
vio padréo (n=3). Diferencas significativas estdo indicadas pelas letras que representam a estacéo da
Primavera (a), Ver&o (b), Outono (c) e Inverno (d).

Primavera Verao Outono Inverno

Humidade (%) 52,53 +1,99° 62,69+1,21*° 63,19 + 0,432 45,61 + 8,22
Cinza (%) 12,68 +0,73  11,30+0,84Y  14,12+0,85 13,21 +0,45"
Proteina (%) 10,44 +£0,19°¢ 14,61 +0,71%¢ 16,25+0,33® 1547 +0,21%®
Lipidos (%) 2,75+0,28" 216 +0,10% 2,57 +0,04¢ 0,93 + 0,042b°
Agar (%) 5,99 + 0,88 6,33 + 2,43 6,01 + 1,90 8,70 £ 0,97
Hidratos de 39,50+3,29° 29,78 +1,609 24,84+506* 39,08 +2,71
carbono (%)

Tabela 4 - Composicao bioquimica de Asparagopsis armata. Os dados sdo apresentados como média +
desvio padrdo (n=3). Diferencas significativas estdo indicadas pelas letras que representam a estacdo da
Primavera (a) e Verdo (b).

Primavera Verdo
Humidade (%) 75,72 £0.58° 85,51 + 0.60%
Cinza (%) 30,99 +£0.65 38,70 + 0.60
Proteina (%) 11,44 £0.12° 15,68 +0.212
Lipidos (%) 533+0.24>  7,83+0.21°

Hidratos de carbono (%) 7,13 +1.96° 10,77 +2.65°

Foi obtido um valor médio para a percentagem de humidade de 56,01 + 2,96% e
80,62 £ 6,92% para G. corneum e A. armata, respetivamente. Estes valores de G. corneum
foram mais elevados no Outono, havendo diferencas estatisticamente significativas nas
estacdes do Verdo e Outono. A. armata apresentou um valor mais elevado no Verao, ha-

vendo diferencas estatisticamente significativas da biomassa da Primavera.
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A percentagem de humidade é um fator a considerar tendo em conta a qualidade
e tempo de prateleira de um novo produto a base de algas (Rasyid, et al. 2019). G. cor-
neum apresentou um méximo de 63,19 + 0,43% em comparagdo com os valores de outras
algas comestiveis e que sdo usadas na inddstria alimentar como os de Gelidiella acerosa
(8,71%) (Rasyid & Handayani, 2019) e Palmaria palmata (4%) (Wang, et al. 2010), é
substancialmente mais elevado, mas em comparacdo com Mastocarpus stellatus (74,1%)
(Barral-Martinez, et al. 2020), G. corneum exibe valores mais baixos. Os valores de A.

armata estdo proximos do esperado para macroalgas marinhas (90%).

Em G. corneum embora os valores da cinza fossem baixos em comparacdo com
outra espécie de Gelidium como Gelidium pusilum (21,2%), os mesmos permanecem den-
tro dos valores expectaveis para algas vermelhas (5,8 — 46,2%) (Gamero-Veja, et al.
2020). Os valores da percentagem de cinza foram méaximos no Outono com 14,12 +
0,85% de peso seco, indicando uma pobreza em minerais quando comparado com Aga-
rophyton vermiculophyllum e Gelidium pusillum (Afonso, et al. 2021; Gamero-Veja, et
al. 2020). A. armata produziu valores de cinza mais elevados, havendo um maximo no
Verdo de 38,70 + 0,60%, sendo este valor semelhante ao obtido por Asparagopsis taxi-
formis (44,4 = 0,1%) (Regal, et al. 2020). Isto indica uma elevada presenca de minerais

em A. armata, relativamente a G. corneum.

O maior rendimento da extracdo de agar foi obtido a partir da biomassa do In-
verno, ndo havendo diferencas estatisticamente significativas de rendimento de extracdo
de agar ao longo do ano. A comparacdo dos valores de rendimento de extracdo de agar
com os valores existentes na literatura € muito complexa, devido a grande variedade de
pardmetros de extracdo, como o tempo de extragdo, temperatura de extracdo e razdo de
alga-agua usada. Dentro dos parametros referidos na literatura, foram reportados o tempo
do banho-maria e a razdo agua-alga como sendo os fatores determinantes para o rendi-
mento de extracdo. Foi possivel obter rendimentos maximos com tempos de banho-maria
entre 2 a 4 horas e razdes de alga-agua de 1:150 (Arvizu-Higuera et al. 2007; Kumar &
Fotedar, 2009). Dentro da familia Gelideaceae o maior rendimento de ficocoldides des-
crito corresponde a extracdo nas algas Gelidium serrulatum (33%) e Gelidium floridanum
(31,7%) com tempos de extracdo de 3 horas (Lemus et al. 1991). Diferentes espécies de
algas também podem apresentar rendimentos variaveis dependentes do tempo de banho-

maria. Por exemplo, as espécies Gracilaria corticata e Gracilaria cliftonii com extra¢des

30



de 2 horas apresentaram um rendimento de 27% e 55%, respetivamente (Kumar & Fo-
tedar, 2009; Yousefi et al. 2013). Martinez-Sanz et al. (2019) descrevem extracOes de
ficocoldides usando o auxilio de um sonicador e um tratamento prévio de hidroxido de
sodio. O sonicador promove a extracdo de polissacarideos ndo sulfatados. Sendo que a
agarose se encontra nos polissacarideos sulfatados nao existe beneficio no uso de um
sonicador (Chew et al. 2018). O tratamento prévio de hidroxido de sodio, por outro lado,
é interessante pelo facto de converter as ligagdes L-galactose-6-sulfato, que concedem
uma pior qualidade ao agar, em liga¢c6es 3,6-anidro-L-galactose, que melhoram a capaci-
dade de formacdo de géis (Freile-Pelegrin & Robledo, 1997). Resumidamente, sera inte-
ressante a otimizacdo do processo de extracao de ficocoldides em laboratério através do
pré-tratamento com hidréxido de sédio.

As macroalgas sdo extensivamente estudadas devido ao seu contetdo em lipidos,
havendo um foco em algas castanhas e vermelhas (Chang, et al. 2008; Khotimchenko &
Vas kovsky, 2004). Os métodos baseados em sistemas de cloroférmio/metanol séo usa-
dos como padrao, estando o método de Folch incluido nos mesmos (Kumari, et al. 2011).
Foram obtidos niveis baixos de lipidos que estavam, no entanto, dentro do espectavel para
algas vermelhas (1-4%) (Kendel, et al. 2013) com um minimo de 0,93 + 0,04% no Inverno
e um maximo de 2,75 + 0,28% na Primavera, havendo diferencas estatisticamente signi-
ficativas na biomassa recolhida no Inverno e no Verdo, relativamente a biomassa de G.
corneum. A. armata apresentou valores de lipidos de 5,33 + 0,24% e 7,83 + 0,21%, na
Primavera e Verdo, respetivamente, havendo diferencas estatisticamente significativas

entre as estagdes analisadas.

Os lipidos polares sdo predominantes e estdo relacionados com a estrutura mem-
branar apresentando uma grande variedade de fungdes bioldgicas. Sdo, maioritariamente,
glicerofosfolipidos (Liang & Wen, 2014) e, em certas espécies, podem corresponder a
90% dos lipidos polares totais (Nelson, et al. 2002). Os valores obtidos para G. corneum
sdo similares aos valores descritos por outros autores relativamente a macroalgas verme-
Ihas, que como vimos rondam os 1% a 4%, tendo apresentado valores mais elevados que
Palmaria sp. (1,8 + 0,14%), Undaria pinnatifida (1,05 *+ 0,01%) e Hypnea elongata (0,97
+ 0,07%) (Sanchez-Machado, et al. 2004), que séo algas comestiveis. A. armata ultrapas-

sou os valores esperados no Verao (7,83 £ 0,21) (Kendel, et al. 2013; Nelson, et al. 2002).
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Existem, no entanto, diferencas nos picos de producdo de matéria gorda entre as
algas. Em Denis e colaboradores (2010) e Kendel e colaboradores (2013) Gracilaria turu-
turu demonstrou um pico na producdo de matéria gorda no Verdo, tal como A. armata,
sendo que ndo foi analisada biomassa das estacGes de Outono e Inverno. Em Nelson, et
al. (2002) e Kumar, et al. (2015) foi possivel verificar o pico de producéo lipidica de
Chondracanthus canaliculatus e Kappaphycus alvarezii no Inverno e G. corneum apre-
sentou o pico na Primavera. Esta producéo de lipidos reduzida no Inverno em G. corneum
pode estar relacionada com o uso das reservas lipidicas para o crescimento da alga. Este
crescimento nos finais de Inverno, comeco de Primavera foi observado por Ngan & Price
(1980).

Dentro dos varios constituintes das macroalgas, os hidratos de carbono sdo os mais
abundantes e devido as suas propriedades fisico-quimicas sdo usados para a producéo de
biocombustiveis e procurados pela industria da cosmética, entre outras (Cesério, et al.
2018, Kim, et al. 2018). Foi possivel observar na biomassa de G. corneum uma producéo
méaxima de hidratos de carbono na Primavera (39,50 £ 3,29%) e uma produ¢do minima
no Outono (24,84 + 5,06%), havendo diferencas estatisticamente significativas na bio-
massa do Outono e Inverno. Em A. armata foi possivel observar uma producéo de hidra-
tos de carbono superior no Veréo (10,77 £ 2,65%), havendo diferencas estatisticamente

significativas entre as duas estacBes analisadas.

G. corneum, apresentou valores de hidratos de carbono superiores a diversas algas
vermelhas, como Palmaria palmata (% < 25%) (Redde, et al. 2004) e Crassiphycus cor-
neus (% < 36%) (Robledo & Freile-Peregrin, 1997) e a alga verde Ulva rigida (% < 18)
(Foster & Hodgson, 1998), mas inferiores as algas castanhas Laminaria digitata, Lami-
naria hyperborea, Saccharina latissima e Alaria esculenta que apresentam valores entre
0S 65% e 72% (Schiener, et al. 2015). Os picos de producéo de hidratos de carbono em
algas castanhas, que sdo um grupo de foco para a producéo de biocombustiveis, sdo co-
muns no Outono, podendo assim haver acumulacdo de nutrientes que serdo usados no
Inverno para sintese de proteinas, reproducdo e crescimento (Kraan, 2013). Estes picos
variam com cada espécie devido aos diferentes ciclos de vida e as oscilagdes de fatores
abioticos (Santelices, 1991) e, segundo os valores obtidos, pode-se afirmar que G. cor-
neum tende a acumular hidratos de carbono no Inverno com intuito de reproducao e cres-

cimento nas estacdes seguintes, como é caracteristico de diversas espécies de Gelidium
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observadas por Santelices (1991). Os valores de A. armata foram similares aos valores
reportados por McDermid & Stuercke (2003) para A. taxiformis (9,2%) sendo valores
bastante baixos no contexto das macroalgas.

No que se refere a proteina, foi possivel observar, em G. corneum, diferencas es-
tatisticamente significativas ao longo das estacfes com uma producdo maxima da mesma
na biomassa do Outono (16,25 + 0,33%) e minima na biomassa da Primavera (10,44 +
0,19%). Em A. armata foi possivel observar um valor superior de proteina no Verdo
(15,68 £ 0,21%) havendo diferencas estatisticamente significativas entre as duas estacoes

analisadas.

Estes valores de G. corneum sdo superiores a proteina obtida na alga vermelha
Gelidium microdon (% < 15%) que é tradicionalmente usada na industria do agar (Paiva,
et al. 2017) e ambas as algas analisadas apresentam valores superiores as algas castanhas
Cytoseira abies-marina (% < 6,8%) e Fucus spiralis (% < 11%) que s&o usadas para
producdo de florotaninos (Cérantola, et al. 2006; Sanchez-Camargo, et al. 2016). Sdo, no
entanto, inferiores as algas vermelhas Osmundea pinnatifida (% ~ 20), Porphyra sp. (%
~ 25) e Pterocladiella capillacea (% = 20) que sdo usadas maioritariamente pela indUstria
alimentar (Patarra, et al. 2011, Patarra, et al. 2019, Silva & Pereira, 2020).

Esta variacdo de proteina com um maximo no Outono/Inverno e um minimo na
Primavera, em G. corneum, é similar aos valores reportados na alga vermelha Palmaria
palmata (Martinez & Rico, 2002). Os dados obtidos sdo concordantes com Martinez &
Rico (2002) que afirmam que a acumulacdo de proteina esta associada com o desenvol-
vimento e maturagdo de estruturas reprodutivas. Além disso, as diferencas do contetudo
de proteina no verdo podem ser explicadas devido a destruicdo de ficobiliproteinas no
Verdo e a menor disponibilidade de nutrientes (Galland-Irmouli, et al. 1999)

Acidos gordos

Como mencionado previamente, as algas ndo apresentam uma concentracédo ele-
vada de lipidos, estando a mesma abaixo dos 5%, com exce¢des como a alga Bellotia
eriophorum (Schmidt, et al. 2018) e, como verificado, a biomassa de verdo de A. armata
que exibe uma concentracao de 7,83 + 0,21%. De entre estes, 0 &cido palmitico, oleico e
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0s dmega-3, sdo os habitualmente mais abundantes, podendo variar entre 0s 34% e 74%
do conteudo total de &cidos gordos (Pasquale, 2009). Dado que tém vindo a ser reconhe-
cidos pelos seus efeitos benéficos na salde humana (Jung, et al. 2008; Palomer, et al.
2018) é relevante saber as oscilagdes na producéo destes acidos gordos nas algas em es-
tudo.

Os é&cidos gordos foram determinados através da comparagdo com o padrdo Su-
pelco 37 Component FAME Mix (Sigma-Aldrich, Montana, Estados Unidos da América)

Para G. corneum, os acidos gordos mais abundantes foram o miristico, palmitico
e oleico, araquidonico e eicosapentanoico (14:0, 16:0, 18:1 n9 cis, 20:4 e 20:5 respetiva-
mente). O &cido miristico apresentou uma producdo maxima de 8,49 + 0,16% no Inverno,
o0 palmitico de 63,33 £ 0,99% no Inverno, o oleico de 7,56 + 0,24% no Outono, o araqui-
dénico de 18,87 + 0,81% no Verdo e 0 eicosapentanoico de 22,68 + 0,51% no Verao.
Houve um méaximo de producdo de Omega-3 e Omega-6 no Veréo, apresentado valores
de 22,68 + 0,51% e 19,88 + 0,61 respetivamente (Tabela 5).

Tabela 5 - Quantificacdo de &cidos gordos maioritarios em Gelidium corneum (expresso em percentagem
tendo em conta os &cidos gordos detetados); Diferengas significativas estdo indicadas pelas letras que
representam a estacdo da Primavera (a), Veréo (b), Outono (c) e Inverno (d).

Primavera Verdo Outono Inverno
Acido trideciclico C13:0 0,55+0,18 0,60 +0,16 0,87 +0,28 0,67 +0,09
Acido miristico C14:0 5,86 £ 0,24bd 4,13 + 0,132 6,33 +0,14° 8,49 +0,173¢
Acido palmitico C16:0 4597 +0,53bd 42,79 +0,33%¢ 56,07 + 0,934 63,33 + 0,993
Acido estearico C18.0 2,26 £1,26 1,47 £1,00 1,46 £ 0,03 2,03+0,18
> SFA % 55,05 + 1,14bd 49,36 +0,70%4 64,46 + 0,902 7512 + 0,673
Acido miristoleico Cl4:1 0,37 +0,13 0,44 + 0,07 0,85+ 0,00 0,52 +0,03
Acido palmitolético C16:1 n-7 1,46 £0,01b 0,90 + 0,082d 1,08 +0,23° 1,42 +0,12°
Acido oleico CIBINY 72310850 547:006%  756£028° 748014
> MUFA % 11,03 £0,27° 8,08 + 0,34acd 11,06 £+1,17° 11,05+0,67°
Acido linoleico C18:2 n-6 0,94 £0,38 0,75 0,23 0,71 £0,07 0,52 £0,04
Acido araquidonico C20:4n-6 14,68+ 1,48bd 18387 +0,81%d 10,98 +£0,78%d 595 +(,18%¢
Acido eicosapentandico  C20:5n-3 17,64 +0,14b«d 22,68 +0,51%¢ 9,49 + 0,28 6,87 + 0,292¢
> PUFA % 33,92 +1,18bd 4256+ 1,042 2118 +1,072%4 13,83 +0,36%¢
indices Nutricionais
¥ n-3 17,91 £0,13>d 22,68 £0,513¢ 9,49 +0,28%d 7,08 + 0,2320¢
¥ n-6 16,01 £ 1,07><d 19,88 £0,613¢  11,9+0,79%¢ 6,74 +0,163¢
indice Al 1,15+0,02><d 093 +0,012¢ 194 +0,10%d 2 89 + 0,092
indice TI 0,82 + 0,02 0,60+ 0,01 1,64 £0,10 2,54 +0,05
Razéo n-6/n-3 0,89 +0,05¢ 0,88 +0,02c 1,23 + 0,052 0,95 +0,02°
Razédo h/H 0,87 +£0,01b«d 1,08 +0,012¢ 0,52 + 0,022 0,35+ 0,012¢
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Os indices de Tl e Al sdo usados regularmente para avaliar os efeitos de biomassa
algal em doencas coronérias. Relativamente ao indice Al, as algas apresentam valores
entre 0,03 e 3,58 (Chen & Liu, 2020) e as algas vermelhas apresentam os maiores valores
podendo estes ir desde 0,38 a 2,87 (Kumar, et al. 2011). Estes valores sdo consistentes
aos resultados obtidos para a biomassa de G. corneum. Foi reportado um valor de 1,61
para Gelidium sp. (Kumar, et al. 2011), sendo este similar ao valor obtido para a biomassa
do Outono (1.94), mas os resultados das estacdes das restantes estacdes variam conside-

ravelmente (1,15, 0,93 e 2,89 para a Primavera, Verdo e Inverno, respetivamente).

O mesmo padrao foi detetado para o indice T1. Kumar e colaboradores apresentam
valores de 1,83 para G. corneum, que é similar ao valor obtido no Outono (1,57), e, tal
como o indice de Al, no Verdo é inferior (0,58) e no Inverno superior (2,36). Quanto a
razdo n-6/n-3, que avalia os niveis de percursores pro-inflamatorios/anti-inflamatérios,
foram obtidos valores similares aos valores reportados por Kumar e colaboradores (1,02)
(Kumar, et al. 2015). Kumar e colaboradores apresentam valores de 1,83 para G. cor-
neum, que é similar ao valor obtido no Outono (1.57), e tal como o indice de Al este no
verdo é muito inferior (0,58) e um valor muito superior no inverno (2,36). Quanto a razéo
n-6/n-3, que avalia os niveis de percursores pro-inflamatdrios/anti-inflamatorios, foram
obtidos valores similares aos valores reportados por Kumar e colaboradores (1,02) (Ku-
mar, et al. 2015).

A Organizagdo Mundial de Saude recomenda uma dieta com uma razdo n-6/n-3
inferior a 10 para prevenir patologias inflamatdrias, cardiovasculares e neuronais. G. cor-
neum apresenta valores inferiores a este estipulado com variacdo sazonal evidente no ou-
tono e no inverno (0,88 a 1,23), estando esta razdo sempre proxima de 1 (Van Ginneken,
et al. 2011) O indice h/H mede os efeitos da composicao de acidos gordos no colesterol.
A biomassa correspondente ao Verdo apresenta o valor mais elevado (1,08). A sazonali-
dade é, novamente, um fator importante a ter em conta pois este indice apresenta valores
entre 0,35, no Inverno, a 1,08, no Verao. Estes valores sdo similares aos da alga Porphyra
sp. (1.1-1.3), Agarophyton vermiculophyllum (0,63 — 2,02), Gracilaria gracilis (2,1 —
2,6), e Chondrus crispus (8,4 — 9,2) (Soares, et al. 2021; Afonso, et al. 2021). Logo, as
condi¢des ambientais apresentam um impacto evidente na producao de diferentes acidos
gordos, sendo os PUFAs produzidos maioritariamente no Verdo e os SFAs no Inverno.
Esta variacdo sazonal ja foi reportada anteriormente (Soares, et al. 2021; Afonso, et al.
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2021; Francavilla, et al. 2013), mas com um aumento de PUFAS no verdo. As temperatu-
ras amenas registadas no centro de Portugal podem ter um menor impacto na producao
de PUFAs, juntamente com outras condi¢fes ambientais como disponibilidade de nutri-
entes, salinidade, o estado fisioldgico do talo ou até o estagio do ciclo de vida da propria
espécie podem influenciar a producédo destes metabolitos primarios (Finkel & Holbrook,
2000; Hafting, et al. 2015). Tendo em conta os parametros analisados, pode-se afirmar,
apenas tendo em conta a composicdo lipidica, que o Verdo € a estacdo mais saudavel para

se usar a biomassa de G. corneum para fins alimentares.

Os valores dos &cidos gordos obtidos de A. armata foram similares aos valores
descritos por Ragonese e colaboradores (2014) com valores ligeiramente superiores nos
acidos laurico, trideciclico e estearico (12:0, 13:0 e 18:0, respetivamente), n-3 e n-6. A
maior diferenca foi observada nos valores do acido palmitico (16:0) que foram 10% su-
periores e esta diferencga, juntamente com o mencionado previamente, resultaram numa
soma de &cidos gordos 30% superior ao mencionado por Rangonese e colaboradores
(2014). Sendo estes valores de acidos gordos saturados muito elevados néo seria benéfico
0 consumo desta biomassa tendo em conta os efeitos que esta teria na producao de coles-

terol no corpo humano (Siri-Tarino, et al. 2010).

Para A. armata, os &cidos gordos mais abundantes foram o miristico, palmitico e
elaidico (14:0, 16:0 e 18:1 n-9 cis respetivamente). O &cido miristico apresentou uma
producdo méaxima de 19,27 + 0,90% na Primavera, o palmitico de 57,55 + 1,55% na Pri-
mavera e o elaidico de 5,80 + 0,23% no Verdo. Houve um méaximo de producdo de
Omega-3 e Omega-6 no Verdo, apresentado valores de 1,83 + 1,53% e 1,96 + 0,55%
respetivamente (Tabela 6).

Como foi dito previamente as algas vermelhas apresentam os maiores valores do
indice Al como se pode averiguar com os valores de A. armata. Na Primavera foi possivel
observar um valor superior ao expectavel para as algas vermelhas (0,03 - 3,58%) de 3,96
+ 0,05% principalmente devido a abundancia de acidos gordos saturados. Ambos os va-
lores das estagdes analisadas sdo muito superiores aos obtidos para outras algas vermelhas
como a Gracilaria gracilis (0,6%), Palmaria palmata (0,8%) e Porphyra dioica (1,1%)
(Lopes, et al. 2020).

Das diversas macroalgas analisadas por Kumari e colaboradores (2013) apenas
Gracilaria salicornia apresentou um valor superior aos obtidos de A armata (11,9 +
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1,0%). Estes valores devem-se novamente a presenca de uma grande quantidade de acidos
gordos saturados em comparagdo com n-3 e n-6. Ambos os indices indicam que o con-

sumo desta alga iria aumentar o risco de doengas cardiovasculares (Lopes, et al. 2020).

Tabela 6 - Quantificacdo de acidos gordos maioritarios em Asparagopsis armata (expresso em percenta-
gem tendo em conta os acidos gordos detetados); N&o foram detetadas diferencas estatisticamente signi-
ficativas entre as estacGes analisadas.

Primavera Verdo

Acido decanéico C10:0 1,83+£0,23 1,92+0,10
Acido laurico C12:0 2,33+0,75 2,61 +0,47
Acido trideciclico C13:0 0,58+0,05 0,68+0,07
Acido miristico C14:0 19,27 +0,90 19,00 +0,58
Acido pentadecandico C15:.0 0,43+0,06 0,47 +0,03
Acido palmitico C16:0 57,55+ 155 5247 +3,47
Acido estearico C18.0 290+129 340+114
> SFA % 84,74 £0,16 80,55+ 4,35
Acido miristoleico Cl4:1 0,60+0,02 0,79+0,18
Acido cis-pentadecandico  C15:1 n-5 0,71+0,02 0,97 +0,24
Acido palmitoleico C16:1 n-7 1,70+0,11 3,79+1,95
Acido oleico Cl18:1n-9cis 3,15+0,14 2,16+0,75
Acido elaidico C18:1n-9 540+0,31 5,80+0,23
Acido vacénico C18:1 n-7 1,13+0,05 1,02+0,07
Acido oleico C22:1n-9 0,31+0,02 1,45+1,77
> MUFA % 13,00+0,08 15,65+ 3,36
Acido linoleico C18:2 n-6 0,54+0,31 1,05+0,36
Acido araquidénico C20:4 n-6 0,61+0,09 0,91+0,72
Acido eicosapentanoico C20:5n-3 1,11+0,18 1,83+1,53
> PUFA % 2,26+0,13 3,80+2,04
Indices Nutricionais

¥ n-3 1,11+£0,18 1,83+1,53

> n-6 1,15+0,25 1,96 +0,55

indice Al 3,96+0,05 2,63+0,06

indice TI 8,45+0,03 5,60+0,07

Razdo n-6/n-3 1,04+0,40 1.07+0.65

Razao h/H 5,03+0.07 3.67+0.06

A bibliografia existente a respeito do uso de A. armata como alimento é limitada
devido aos varios compostos halogenados que esta possui. Embora o uso de A. taxiformis
em ragOes seja usada para reduzir as emissdes de metano em gado bovino devido a pre-
senca de bromoformio, o proprio estudo de Muizelaar e colaboradores (2021) refere os

danos inflamatdrios da parede do rimen dos animais estudados.
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Metais pesados e lodo

As concentracdes de metais pesados e iodo estdo dispostas na Tabela 7 e 8. Estes
compostos estdo presentes em baixas concentracdes sendo o arsénico o metal pesado mais
abundante com 1,60 + 0,28 mg/kg e 1,65 = 0,78 mg/kg na biomassa do outono, sendo
estes valores inferiores ao nivel de arsénio inorgéanico estipulado para alimentos pelo Re-
gulamento da Comissdo (EU) 2015/1006. Os valores correspondentes ao cadmio e o
chumbo ndo foram significativamente elevados. Os dados ndo podem ser comparados
diretamente com as diretivas pois as unidades das mesmas encontram-se em mg/kg peso
fresco (12% humidade). Mercurio e estanho foram os dois contaminantes que foram de-
tetados em niveis minimos. Os valores de iodo foram sempre elevados. Foram detetadas
diferencas estatisticamente significativas entre as duas estacfes analisadas nas concentra-
¢des de chumbo e iodo em G. corneum. A. armata ndo apresentou diferencas estatistica-

mente significativas nas estagOes analisadas.

Tabela 7 - Concentracao de metais pesados e iodo em Gelidium corneum. Os dados sao apresentados
como média + desvio padrdo (n=2). Diferencas significativas estdo indicadas pelas letras que represen-
tam a estacdo da Primavera (a), e Outono (c).

lodo e contaminantes

(ma/kg dw) Primavera Outono
Chumbo 0,24 +0,12° 0,52 +0.162
Arsénio 1,50+0,1 1,60 +0.28
Cadmio 0,18 £ 0,02 0,12 £0.04
Mercurio <0,007 <0,007
Estanho <0,5 <0,5

lodo 236,67 £0,12° 150,00 £ 0,162

Tabela 8 - Concentracao de metais pesados e iodo em Asparagopsis armata. Os dados sao apresentados
como média + desvio padrdo (n=2). Diferencas significativas estdo indicadas pelas letras que represen-
tam a estacdo da Primavera (a), e Verdo (b).

lodo e contaminantes

(markg dw) Primavera Verdo
Chumbo 0,35+ 0,07 0,23 £ 0,06
Arsénio 1,35+0,21 1,65+0,78
Cadmio 0,04 + 0,02 0,05 0,02
Mercdrio <0,007 <0,007
Estanho <0,5 <0,5

lodo 155,00 + 0,06 140,00 £ 0,06
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Os metais pesados presentes no ambiente devem-se a origens antropogénicas e
naturais. A sua concentracdo no ambiente varia dependendo das caracteristicas da regido
e qualidade da &gua. Podem ser acumulados pelas algas e ndo existe nenhum mecanismo
conhecido de remogédo ou processamento de metais pesados no corpo humano, logo a
ingestdo desta biomassa algal pode provocar efeitos nocivos como doengas neuronais
e/ou oncoldgicas (Mahurpawar, 2015). Como mencionado previamente as concentragcoes
de chumbo, cadmio e mercurio ndo podem ser comparadas diretamente com os valores
estipulados pela Unido Europeia no entanto 0 maximo dos mesmos encontram-se no 3, 3
e 0,1 mg/kg peso fresco, respetivamente (EU, 2015). Relativamente ao estanho nédo existe
nenhum limite especificado para biomassa algal, mas o nivel méximo deste contaminante
para outros alimentos é de 50 a 200 mg/kg peso fresco, um valor, que embora ndo se
encontre nas mesmas unidades, aparenta ser muito superior ao detetado na biomassa ana-
lisada (EC, 2006). O arsénico é regulado pela diretiva 2002/32/EC, que estabelece o limite
maximo de arsénico inorganico a 2mg/kg 12% humidade (EU, 2002; Lahteenmaki-Uu-
tela, 2021). Este é o metal pesado predominante nas amostras analisadas. No entanto, este
parametro ndo é demonstrativo dos riscos de salde associados a acumulacdo de arsénico
pois a grande maioria do arsénico presente em macroalgas é assimilado a moléculas or-
ganicas, como 0s arseno-agucares, que s&0 menos nocivos em comparagao com as formas
inorganicas do arsénico (Lahteenmaki-Uutela, 2021). As algas sdo conhecidas como 0ti-
mas fontes de iodo, que € um composto necessario ao longo do desenvolvimento do ser
humano estando interligado com um desenvolvimento cognitivo saudavel nas criangas.
G. corneum apresenta uma concentracédo de iodo superior ao Nori (Porphyra sp./Pyropia
sp.), uma alga vermelha tradicionalmente comestivel. A biomassa de A. armata, junta-
mente com a biomassa de G. corneum no outono apresentam valores inferiores a outras
algas comestiveis como o Kombu (Laminaria sp.) e Wakame (Undaria pinnatifida) (Yeh,
et al. 2014). O limite estabelecido pela EU 2018/464 de iodo ingerido encontra-se nos
600ug/dia para adultos e 200ug/dia para criangas entre os 1 e 3 anos (EC, 2018). O con-
sumo de A. armata pode revelar-se perigoso tendo em conta a quantidade de compostos
halogenados que ela possui. A toxicidade destes compostos deve-se ao poder destes com-
postos de producdo de espécies reativas de oxigenio e do seu papel de agentes alquilantes,
que sdo compostos altamente reativos que unem certos grupos quimicos, podendo influ-
enciar alteracbes no DNA e RNA das células (Dring, 2005; Silva, et al. 2021).
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Para evitar o consumo de alimentos com aditivos quimicos, as algas apresentam-
se como uma fonte de alimentacdo natural e saudavel. Além disso, ja foram reportadas
digest@es in vitro mais elevada das proteinas de algas vermelhas, em compara¢do com
algas castanhas e verdes, sendo estes valores de digestdo in vitro (83%-87%) comparaveis
com os valores de digestao de leguminosas (72%-92%), fruta (72%-92%) e diversos ou-
tros vegetais (68%-80%) (Sappati, et al. 2019). O consumo de macroalgas como alimento,
concretamente de G. corneum, parece ser, pois, adequado do ponto de vista nutricional e

da sua digestibilidade.

Capacidade antioxidante

As espécies reativas de oxigénio sao produzidas naturalmente atraves do metabo-
lismo aerdbico e estes radicais livres sdo inativados ou removidos do organismo pelos
compostos com capacidade antioxidante (Benzie & Strain, 1996). Os testes que medem a
capacidade antioxidante permitem a compreensao do potencial antioxidante de um com-

posto, neste caso, dos extratos liofilizados das algas em estudo.

O ensaio de DPPH depende da capacidade de captacéo de radicais dos diversos
compostos antioxidantes cujos resultados foram determinados tendo em conta o decrés-
cimo da absorvancia induzido pelos compostos antioxidantes presentes nas amostras
(Hwang & Thi, 2014). O ensaio de ABTS parte do mesmo principio do ensaio de DPPH,
mas tem a capacidade de analisar a capacidade antioxidante de compostos tanto polares
como apolares presentes nas amostras (Nenadis, et al. 2004). O ensaio de FRAP baseia-
se na reducdo do ido Fe®* por compostos antioxidantes bioldgicos e redutores quimicos
(Griffin & Bhagooli, 2004). O conteudo total de polifendis (QTP) foi determinado através
do ensaio de Folin-Ciocalteu que se baseia na reacdo entre os agentes oxidantes e a tiro-
sina/triptofano cuja reagéo resulta na producdo da cor azul cuja intensidade é proporcional
a concentracédo de polifendis na amostra (Sdnchez-Rangel, et al. 2013). Os ensaios usados

sdo complementares.
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Os extratos aquosos liofilizados de G. corneum correspondentes a biomassa da
Primavera, Verdo, Outono e Inverno no ensaio de DPPH apresentaram taxas de inibi¢ao
de 7,61 + 2,46%, 10,89 + 1,46%, 5,57 + 0,62% e 9,92 = 0,72%, respetivamente (Figura
4). No ensaio de Folin-Ciocalteu apresentaram valores de 6,02 + 0,78 mgGAE/g, 6,82 +
0,26 mgGAE/g, 6,70 + 0,19 mgGAE/g e 4,59 * 0,37 mgGAE/g, respetivamente. No en-
saio de FRAP apresentaram valores de 0,91 + 0,22 mgAAE/g, 0,77 = 0,02 mgAAE/g,
0,78 = 0,05 mgAAE/g e 0,40 = 0,02 mgAAE/g, respetivamente. No ensaio de ABTS
apresentaram taxas de inibicdo de 10,93 + 1,26%, 13,90 £ 1,54%, 10,85 + 1,25% e 13,55

* 1,50%.
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Figura 4 - Variagéo da capacidade antioxidante do extrato liofilizado de Gelidium corneum, determi-
nada através dos ensaios | - FRAP; Il - QTP; Il - ABTS; IV - DPPH. Diferencas significativas estdo in-
dicadas pelas letras que representam a estacdo da Primavera (a), Verdo (b), Outono (c) e Inverno (d).

% inibicao

Os extratos liofilizados de G. corneum ndo apresentaram atividade antioxidante
significativa quando comparada com os valores de outras algas vermelhas como
Porphyra tenera, Scinaia okamurae, Gelidium amansii e Litophyllum okamurae, entre
outras, cuja taxa de inibi¢do do ensaio de DPPH estéo entre os 20% a 30%, sendo estes
valores o triplo da maior taxa de inibicdo obtida, que corresponde a biomassa do Verao
(10,8%) (Heo, et al. 2006). Contudo, apresentam valores superiores aos obtidos pelos
extratos aquosos das algas castanhas Cecropia poltata, Gelidiella acerosa, Padina
gymnospora e Sargassum wightii com taxas de inibicéo inferiores a 8% (Murugan & lyer,
2013). O conteldo total de polifendis é similar a diversas algas vermelhas registadas por
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Heo e colaboradores (2006), sendo estes valores inferiores a 10 mgGAE/g de extrato. Os
valores obtidos no ensaio de FRAP foram inferiores aos obtidos pelos extratos metandli-
cos das algas castanhas Turbinaria ornata, Hydroclathrus clathratus e Sargassum echi-
nocarpum, das algas verdes Gayralia oxysperma e Chaetomorpha antennina e das algas
vermelhas Polysiphonia howei, Ahnfeltiopsis concinna e Pterocladiella capillacea cujo
valor mais elevado foi registado pela alga castanha T. ornata (10,27 uM/ug) (Kelman, et
al. 2012).

Os extratos aquosos liofilizados de A. armata correspondentes a biomassa da Pri-
mavera e Verdo no ensaio de DPPH apresentaram taxas de inibi¢do de 2,28 + 0,80% e
1,40 + 0,52%, respetivamente. No ensaio de Folin-Ciocalteu apresentaram valores de 2,10
+ 0,09 GAE/g e 2,01 + 0,03 GAE/qg, respetivamente. No ensaio de FRAP apresentaram
valores de 0,47 + 0,03 AAE/g e 0,43 = 0,04 AAE/g respetivamente. No ensaio de ABTS
apresentaram taxas de inibicdo de 6,44 £ 0,38% e 5,95 + 1,05%, respetivamente (Figura

5). N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas em nenhum destes
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Pode-se afirmar, segundo os valores obtidos, que o0s extratos aquosos liofilizados
de A. armata ndo apresentam atividade antioxidante significativa quando comparado com
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os valores obtidos por Vinayak e colaboradores (2010) onde os valores de QTP e DPPH
de A. taxiformis foram de 8,52 £+ 0,28 GAE/g extrato, que é aproximadamente quatro
vezes superior ao valor mais elevado obtido, e aproximadamente 20% de inibig&o, que é
aproximadamente dez vezes superior ao valor mais elevado obtido, respetivamente. No
entanto, os valores previamente mencionados sdo provenientes de extratos metandlicos,
cujo solvente (metanol) é extensivamente usado para a extracao eficaz de fenois e outros
compostos bioativos de plantas (Hassim, et al. 2014; Truong, et al. 2019).

Pode-se afirmar que os extratos aquosos de G. corneum e A. armata ndo apresen-
tam uma atividade antioxidante muito elevada, no entanto, em G. corneum é possivel
observar diferencas significativas entre os extratos de estacdes diferentes. Esta variagéo
poderd ser justificada em parte pela producdo de aminoécidos tipo micoesporinas
(MAASs) que sdo produzidos por cianobactérias e algas vermelhas, sintetizados para pro-
teger o DNA de danos por radiagdo UV com atividade antioxidante. A sua concentracao
pode variar com a sazonalidade e 0 meio ambiente onde se encontram 0S organismos
(Nishida, et al. 2020; Rastogi, et al. 2014). A identificacdo futura destes compostos podera

corroborar esta hipotese.

Capacidade antibacteriana

Os resultados dos antibiogramas estdo expostos nas Tabelas 9 e 10 e referem-se
aos etandlicos de G. corneum e A. armata, respetivamente. Os extratos aquosos de ambas
as macroalgas analisadas ndo apresentaram atividade antibacteriana para as estirpes ana-
lisadas. Ndo foi possivel observar diferencas estatisticamente significativas entre os ex-
tratos das diferentes estacdes analisadas. Os extratos de G. corneum apresentaram ativi-
dade antibacteriana apenas para a estirpe Gram-positiva B. subtilis e os extratos de A.
armata apresentaram atividade antibacteriana contra a bactéria Gram-negativa E. coli e,
as Gram-positivas B. subtilis. P. aeruginosa e S. epidermidis e o fungo C. albicans.

As atividades antibacterianas registadas de G. corneum e A. armata sdo concor-
dantes com a literatura (Manilal, et al. 2010; Parsaeimehr & Chen, 2013; Salvador, et al.
2007).

No estudo de Salvador e colaboradores (2007) com Gelidium spinosum, um hol6-
tipo de G. corneum, ndo registou nenhuma atividade antibacteriana contra nenhuma das

estirpes usadas, mencionadas previamente. Esta atividade de G. corneum podera ser
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justificada pela presenca de &cidos gordos como o C18 e C18:1n-9, que também foram

reportados em fragOes com bioatividades de A. armata (Manilal, et al. 2015).

Tabela 9 - Diametro de halos de inibicdo (mm) resultantes dos extratos etanolico de Gelidium corneum.
Os valores sao apresentados na forma de média + desvio padrdo (n=3)

Extrato Bacillus subtilis
Primavera 14,67 + 1,15
Verdo 14,67 + 0,58
Outono 14,33 £ 0,58
Inverno 14,33 £ 1,15

Os extratos etandlico de G. corneum apresentaram MICs de 75mg/mL contra B.
subtilis. A literatura que incida sobre a atividade antibacteriana de extratos de G. corneum
ndo é abundante, contudo o estudo de Oztiirk e colaboradores (2019) reportou MICs de
0,51pg/mL e 0,26pg/mL contra C. albicans e E. coli, respetivamente, de nanoparticulas
de prata sintetizadas com extrato de G. corneum. Sendo a prata um agente antibacteriano
ja reconhecido (Jung, et al. 2008; Ouay & Stellacci, 2015; Yin, et al. 2020) ndo se pode

afirmar que esta atividade € proveniente, diretamente, do extrato de G. corneum.

As atividades antibacterianas registadas de G. corneum e A. armata sdo concor-
dantes com a literatura (Manilal, et al. 2010; Parsaeimehr & Chen, 2013; Salvador, et al.
2007). Esta atividade antibacteriana deve-se, no caso de A. armata, aos inimeros meta-
bolitos halogenados que possuem uma grande variabilidade de volatilidade e solubilidade
cuja toxicidade deve-se, maioritariamente, a capacidade alquilante dos compostos ou a
sua capacidade de producdo de espécies reativas de oxigénio. Um exemplo de compostos
com atividades alquilantes sdo as haloacetonas, encontradas em A. armata, que sdo inibi-
dores enzimaticos (McConnel & Fenical, 1997). Nao foi possivel observar nenhuma va-
riacdo significativa sazonal de atividade antibacteriana. Esta auséncia de varia¢do sazonal
foi, também, reportada por Salvador e colaboradores (2007). A atividade antibacteriana
de A. armata além de ja ser considerada para aplica¢des antibacterianas na farmacéutica
também é possivel associar esta atividade a uma atividade antifouling contra microrga-
nismos e microalgas habitualmente presentes em biofilmes e pdlipos de medusas que se
encontrem na fase bentonica. Estas solu¢des antifouling apresentam uma capacidade de
inibicdo de aderéncia por parte destes organismos sem apresentar uma taxa de mortali-
dade elevada (Pinteus, et al. 2020; Pinteus, et al. 2021).
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Tabela 10 - Diametro de halos de inibicdo (mm) resultantes dos extratos etanélico de Asparagopsis ar-
mata. Os valores sdo apresentados na forma de média + desvio padrao (n=3)

Primavera Veréo
E. coli 6,67 £ 0,58 6,5%+0,5
C. albicans 8,67 +£1,55 8,83+1,04
S. epidermidis 13,33 +£1,55 13,67 £ 0,58
P. aeruginosa 7,66 +1,15 7,66 0,58
B. subtilis 14,00 £ 2,00 13,67 + 0,58

Os extratos etanolico liofilizados de A. armata apresentaram MICs de 50 mg/mL
contra E. coli, P. aeruginosa e C. albicans e 5 mg/mL contra S. epidermidis, C. albicans
e B. subtilis. No estudo de Manilal e colaboradores (2010) os extratos metandlicos de A.
taxiformis resultaram em MICs com valores inferiores aos obtidos, sendo que contra S.
epidermidis e P. aeruginosa foi possivel observar valores de 1,250 mg/mL e contra B.
subtilis valores de 0,5 mg/mL. Além das estirpes analisadas, ja foi reportada a atividade
inibitoria dos extratos de A. taxiformis em diversas estirpes patogénicas de aquacultura
como Vibrio vulnificus, Vibrio alginolyticus e Aeromonas salmonicida spp. salmonicida
(Parsaeimehr & Chen, 2013).
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Conclusao

Os resultados obtidos do presente estudo comprovam a variacdo sazonal de pro-
teina, hidratos de carbono e lipidos em G. corneum. Isto indica que a biomassa da mesma,
especialmente no verdo, apresenta potencial para aplicagdo na industria alimentar, visto
ser uma fonte de diversos compostos nutricionais. Esta consideracdo é também suportada
tendo em conta que as baixas concentracdes de metais pesados e medianas de iodo pre-
sentes na biomassa, cujos valores maximos néo ultrapassam os estipulados para produtos
alimentares. Seria interessante, futuramente, efetuar uma analise nutricional mais deta-
Ihada, bem como efetuar anélises de digestibilidade para comprovar o potencial alimentar
desta macroalga. Além disso tendo me conta os resultados obtidos da atividade antioxi-
dante dos extratos liofilizados da mesma, a otimizacdo do procedimento de extracéo é
pertinente pois poderdo ser detetadas atividades significativas futuramente. A analise das
propriedades téxteis e formacdo de compositos da biomassa algal de G. corneum podera
também apresentar potencial para aplicacao industrial.

A andlise a A. armata néo é suficiente para afirmar que existe varia¢do sazonal ao
longo do ano dos diversos parametros analisados. No entanto, é possivel verificar uma
variacdo entre as duas estacOes analisadas na producéo de lipidos, hidratos de carbono e
proteina. Logo, os resultados desta macroalga podem ser considerados preliminares para
futuras analises a biomassa do Outono e Inverno, se esta vier a estar disponivel. Neste
estudo também foi averiguada a ja reconhecida capacidade antimicrobiana desta alga,
sendo que foi possivel observar inibicdo de crescimento em todas as estirpes analisadas
em ambas as estacdes em que a biomassa foi recolhida, confirmando-se assim resultados
de autores anteriores.

Tendo em conta o presente estudo a biomassa algal de S&o Martinho do Porto néo
estéd a ser bem aproveitada. Como foi mencionado ao longo deste trabalho existem diver-
sas industrias que poderiam usufruir da biomassa e dos componentes presentes em ambas
macroalgas analisadas, uma vez que atualmente apenas o G. corneum € usado na industria
de agar. Considerando o carater invasor da A. armata o aproveitamento e recolha desta
espeécie seria vantajoso nao soO para a indudstria na procura de novas formas de aplicacéo,
mas também para 0 ambiente marinho pois estar-se-ia a reduzir uma espécie invasora do

mesmo.
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Quanto a utilizacdo do G. corneum para outras aplicacdes, deve ter-se em conta a dispo-
nibilidade e sustentabilidade do recurso, uma vez que esta € uma espécie ndo cultivada,

cuja biomassa é colhida diretamente da natureza.
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