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Resumo

Nos dias de hoje, as macroalgas tém vindo a ser cada vez mais apreciadas pelos
consumidores, devido a uma maior procura por alimentos inovadores e saudaveis. As
macroalgas sdo um recurso marinho que apresenta propriedades de relevo, como a elevada

capacidade antioxidante, antibacteriana, anticancerosa, entre outras.

Neste sentido, a procura por 6leos essenciais tem vindo a crescer ao longo dos ultimos

anos, tanto na industria alimentar e cosmética como na area medicinal.

No presente estudo, avaliou-se o impacto da metodologia de hidrodestilagdo em duas
macroalgas comumente encontradas na Costa Portuguesa, Fucus vesiculosus e Gracilaria
gracilis, avaliando também o0s respetivos componentes extraidos no 6leo essencial, 4gua de
decocc¢édo e hidrolato. Estes foram avaliados relativamente ao seu teor de fendlicos totais
(TPC), e o seu potencial antioxidante expresso pela absorcéo do radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) e capacidade de reducéo do ido férrico (FRAP). Foi efetuada também a
analise dos compostos volateis presentes nos 06leos essenciais de ambas as algas por

cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (CG-MS).

Relativamente ao teor de fendlicos totais, entre as duas macroalgas observaram-se
diferencas (P< 0.05, teste Tukey) relativamente ao extrato da agua de decoccao onde a Fucus
vesiculosus obteve 1.57 £ 0.05 mg EAG e a Gracilaria gracilis 1.31+ 0.04 mg EAG por grama

de extrato.

A capacidade antioxidante expressa pelo método de DPPH, verificou-se em ambas as
macroalgas valores similares (P > 0.05, teste Tukey), no extrato de 6leo essencial. Por outro
lado, o extrato da &gua de decoccao e o hidrolato da macroalga Fucus vesiculosus revelaram
uma capacidade antioxidante superior e significativamente diferente (P < 0.05, teste Tukey)
quando comparado com os valores obtidos na Gracilaria gracilis, 82.14%, 53.74% e 60.04%,

50.61%, respetivamente.

No que diz respeito a capacidade antioxidante expressa pelo método FRAP, o 6leo
essencial foi o componente que se demarcou de forma significativa, sendo que a Fucus
vesiculosus registou o valor médio de 15.43 pM FeSO.4/g e a Gracilaria gracilis 32.19 uM
FeSO.4/q.

Na analise dos compostos volateis presentes nos 0leos essenciais de ambas as
macroalgas, foi notéria a presenga em maior propor¢do do acido palmitico na Gracilaria

gracilis (84.4%) e o 4cido miristico na macroalga Fucus vesiculosus (82.4%).



Em termos globais, foi possivel evidenciar a capacidade antioxidante e a presenca de
acidos gordos naturais apés a hidrodestilacdo da macroalga Fucus vesiculosus e Gracilaria
gracilis, perspetivando-se no futuro uma utilizacao eficiente nas diversas industrias de modo

a proporcionar beneficios ao consumidor.

Palavras-Chave: Clevenger; Fucus vesiculosus; Gracilaria gracilis; 6leos essenciais;
compostos volateis, capacidade antioxidante.
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Abstract

Nowadays, macroalgae are becoming increasingly popular with consumers, due to a
greater demand for innovative and healthy foods. Macroalgae are a marine resource with

important properties such as high antioxidant, antibacterial, anticancer and other properties.

In this sense, the demand for essential oils has been growing in recent years, both in

the food industry and in the cosmetics and medicinal fields.

This study assessed the impact of the hydrodistillation method on two macroalgae
commonly found on the Portuguese coast, Fucus vesiculosus and Gracilaria gracilis, and
evaluated the respective extracted components such as essential oil, decoction water and
hydrolate. These were evaluated according to their total phenolic content (TPC), as well as
their antioxidant potential expressed by the absorption of the free radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) and ferric reducing antioxidant potential (FRAP). The volatile
compounds present in the essential oils of both algae were also analyzed.

Regarding the total phenolic content, differences were observed between the two
macroalgae (P< 0.05, Tukey test) about the decoction water extract, where Fucus vesiculosus
obtained 1.57 = 0.05 mg EAG and Gracilaria gracilis 1.31 = 0.04 mg EAG per gram of extract.

The antioxidant capacity expressed by the DPPH method showed similar values in both
macroalgae (P > 0.05, Tukey test) in the essential oil extract. On the other hand, the decoction
water extract and the hydrolate from the macroalgae Fucus vesiculosus revealed a superior
and significantly different antioxidant capacity (P < 0.05, Tukey test) when compared to the
values obtained from Gracilaria gracilis, 82.14%, 53.74% and 60.04 %, 50.61%, respectively.

Concerning the antioxidant capacity expressed by the FRAP method, the essential oil
was the component that stood out significantly, with Fucus vesiculosus recording an average
value of 15.43 yM FeS04/g and Gracilaria gracilis 32.19 uM FeSO4/g.

By analysis of the volatile compounds present in the essential oils of both macroalgae,
the presence of a greater proportion of palmitic acid in Gracilaria gracilis (84.4%) and myristic

acid in the macroalgae Fucus vesiculosus (82.4%) was notable.

Overall, it was possible to show the presence of antioxidant ability and natural fatty
acids after hydrodistillation of the macroalgae Fucus vesiculosus and Gracilaria gracilis, with

the prospect of their efficient use in various industries in the future to help the consumer.

Keywords: Clevenger; Fucus vesiculosus; Gracilaria gracilis; essential oils; volatile

compounds, antioxidant ability.
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1. Introducao

Nos ultimos anos, os consumidores tém demonstrado uma preocupacao crescente em
ter uma vida saudavel associada a praticas de atividade fisica que proporcionem um aumento
do bem-estar. Neste sentido a industria tem desenvolvido novos produtos/ingredientes que
para além do seu valor nutricional, possam proporcionar um caracter funcional e assim

oferecerem uma mais-valia (Bhowmik et al., 2022; Neto et al., 2018).

As reacfes de oxidacao sdo das principais causas de perda de qualidade e possivel
aumento da toxicidade dos alimentos. Assim, tem existido um maior interesse na utilizacdo de
antioxidantes naturais de origem vegetal (frutas, ervas aroméaticas e algas) que, para além da
sua acao antioxidante, os seus compostos bioativos tém sido associados & prevencdo de
certas doencgas tais como, diabetes, distarbios metabdlicos, doencas cardiovasculares, tendo
estas Ultimas como perspetiva afetar 23.6 milhdes de pessoas até 2030 (Agregan et al., 2019;
Neto et al., 2018).

O meio marinho tem suscitado cada vez mais interesse por parte dos investigadores
por conter uma vasta gama de organismos com propriedades bioldgicas Unicas, motivando a
investigacdo na area do desenvolvimento de estudos dos organismos que pertencem a esse
meio. Dentro destes organismos, as algas marinhas estdo bem fundamentadas na literatura
como fonte de compostos bioativos, que podem ser utilizados na preparacdo e

desenvolvimento de alimentos funcionais e nutracéuticos (Sapatinha et al., 2022).

1.1. Macroalgas

As algas pertencem ao grupo dos organismos autotréficos, capazes de produzir os
seus préprios alimentos através do um processo de anabolismo. Nestes existe uma grande
diversidade, no que diz respeito & sua morfologia, ao grau de complexidade da estrutura
morfologica, e ao tamanho. Por causa destas variantes, as algas sdo geralmente divididas em

microalgas (Figura 1.1a) e macroalgas (Figura 1.1b). As algas marinhas tém um vasto grupo



de filos, sendo que até a data, estdo registadas cerca de 72.500 espécies (Pereira, 2021a;
Shao & Duan, 2022).

Figura 1.1: Imagem representativa de microalgas (Scenedesmus, Chlorophyta) (a) e das
macroalgas (Porphyra umbilicalis, Rhodophyta) (b). Adaptado de Pereira, (2021).

As macroalgas ou algas marinhas sé@o seres multicelulares com 6rgéos diferenciados,
gue podem ser encontradas fixadas no fundo das &guas costeiras ou até mesmo pouco
profundas e terem milimetros de comprimento e um aspeto fragil, como podem atingir metros
de comprimento, sendo que algumas algas podem atingir 60 metros de comprimento, se ndo
sofrerem um excesso de consumo por parte de herbivoros (Oliveira, 2015; Pal et al., 2014;
Pereira, 2009, 2021a).

Podem ter um ciclo de vida anual ou de varios anos (perene), sendo que a maioria se
encontra fixa as rochas através de um 6rgao de fixagéo discreto na forma de um disco ou tufo
incolor, designado de rizéides ou de hapteros, estruturas com aparéncia de raiz, mas que s6

se apresenta em macroalgas de maiores dimensdes, como se pode observar pela Figura 1.2.

Estipr
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Figura 1.2: Hapteros de uma alga com talo. Adaptado de Pereira,
(2009).



Nao tém verdadeiras raizes, ramos ou folhas e sao consideradas as formas ancestrais da

evolucédo de todas as plantas terrestres.

As macroalgas séo produtores primarios, encontram-se na base da cadeia alimentar
marinha suportando varias comunidades de animais herbivoros (invertebrados, tais como
alguns ouricos e/ou gastropodes do mar, e vertebrados, tais como peixes herbivoros) onde
podem encontrar abrigo dos seus predadores, os carnivoros (Pereira, 2009, 2021a). Para
controlar o seu consumo por parte dos herbivoros, tém vindo a melhorar as estratégias de
defesa, como a calcificagdo (comum nas algas vermelhas), produzindo também metabolitos
secundarios (terpenos, substancias arométicas, polifendis, etc.) que atuam como
desmotivadores da sua ingestdo. Contudo, apesar de serem mais simples de as plantas,
apresentam uma diversidade notavel. A incrivel variabilidade de estruturas, cores e formas
das algas é concorrida pelo nimero de usos e aplicacdes que encontramos para elas ou de

materiais que delas extraimos (Franco, Lemos & Neto 2022).

As macroalgas, conhecidas também pelo nome de algas marinhas e vegetais
marinhos, ao longo dos anos tém sido extremamente exploradas, estando ja enraizadas na
tradicdo e historia de inimeras culturas espalhas por todo o mundo, sendo a Asia um dos
locais onde estas ja se encontravam com funcdo de alimento por séculos de historia.
A sua importancia e interesse por parte da populacdo tem vindo a aumentar devido ao
crescimento da populagdo mundial e a seguranga alimentar, tornando-se uma questao
emergente (Freitas et al., 2023; Li et al., 2023; Ummat et al., 2021).

Neste momento, as macroalgas sdo consideradas como alimento ndo-animal do
futuro, devido a sua habilidade de crescerem em zonas em que nao é necessario terra aravel
ou recursos de agua doce, nao competindo assim com as culturas tradicionais (Neto et al.,
2018). Gracas ao desenvolvimento dos métodos de recolha e cultivo durante o ultimo século,
tém vindo a aumentar a importancia do seu consumo, preferencialmente na Europa (Ferraces-
Casais et al., 2013). As mesmas também sdo conhecidas por terem um rico equilibro de
nutrientes e de fitoquimicos bioativos cujo consumo regular tem sido correlacionado com a

prevencgdo de varias doencas (Neto et al., 2018).



Durante as ultimas décadas, todos os grupos de macroalgas estdo a ser relevantes na
comunidade cientifica, devido aos compostos bioativos complexos e metabolitos primarios e
secundarios que produzem. Varios produtos de macroalgas tém propriedades Unicas, sendo
usadas em variadas aplicacdes, tais como cosméticos, industrias (biomedicina e
agroalimentar), e farmacéuticas (Biris-Dorhoi et al., 2020; Cotas et al., 2020a; Nadeeshani et
al., 2022). Estas podem ser consumidas como legumes do mar, sendo 25% a 75% do seu
peso seco fibra alimentar que consiste principalmente em carragenina e agar (algas
vermelhas), alginatos e fuicodanos (algas castanhas) e ulvanos (algas verdes) (Neto et al.,
2018; Shao & Duan, 2022). Quanto as fibras alimentares em geral, apresentam varios
beneficios para a salde, principalmente devido as suas capacidades de retencao de 6leo e
agua (Neto et al., 2018).

Além de serem consumidas na sua forma natural, também sdo encontradas em
alimentos transformados e produtos dietéticos, crescendo assim o0 interesse para 0 seu
consumo por serem uma fonte rica de compostos bioativos incluindo carotenoides, proteinas,
peptideos, vitaminas, minerais, oxilipinas, florotaninas, esteroides, minerais, acidos gordos
essenciais, fibras alimentares, polissacéaridos e polissacaridos sulfatados. Podem também ser
usados como alimento funcional e ervas medicinais, particularmente nos paises asiaticos
(Ummat et al., 2021).

As algas séo diferenciadas pela cor do seu pigmento dominante, podendo ser divididas
em trés grupos; as verdes — Chlorophyceae, as castanhas - Phaeophyceae e as vermelhas -
Rhodophyceae. Os 3 grupos de macroalgas contém clorofila, pigmento de cor verde e
realizam a fotossintese. No entanto a cor verde é camuflada nas duas Ultimas por pigmentos
adicionais de cor castanha e vermelha. As algas, como organismos fotossintéticos que sao,
podem ser encontradas em diferentes profundidades ou zonas determinadas pela luz
disponivel (Figura 1.3). De um modo geral, as verdes estdo mais préximas da costa, desta

forma numa maior elevagéo, as castanhas na zona intermareal e submareal, e as vermelhas



mais distantes da costa a maior profundidade, existindo, claro, alguma sobreposicéo (Biris-
Dorhoi et al., 2020; Franco et al., 2022).

SUPRA.\IARI:L—\L[
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Figura 1.3: Representacao das trés zonas onde os trés grupos de alga podem ser encontrados.
Adaptado de Franco et al., (2022).

1.2. Algas verdes

As algas verdes (Chlorophyta) podem chegar no maximo até 1m de altura e neste
momento sdo conhecidas cerca de 2200 espécies de algas verdes, sendo o0 grupo mais
diversificado dos trés tipos de algas (Morais et al., 2020). Na sua constituicdo tém pigmentos
como, B- caroteno, xantofilas, clorofilas a e b, que proporcionam a cor verde, por ter clorofila.
Diversos autores referem que estes tipos de algas podem estar na origem das plantas (Delaux
et al., 2015; Leliaert et al., 2012; Lewis & McCourt, 2004; Qiu, 2008). A cor da mesma pode
alterar consoante o balanco entre os pigmentos mencionados anteriormente (Leandro et al.,
2020; Morais et al., 2020).

Estas algas sdo comumente encontradas em é&reas de luz abundante, em aguas
pouco profundas ou até mesmo em piscinas naturais. Dentro destas as comuns séo a Ulva,
Codium, Chaetomorpha e Cladophora, sendo a Ulva o género mais comum (Morais et al.,
2020).

Figura 1.4: Exemplo de uma alga verde, Ulva linza. Adaptado de Cotas et al., (2020b).



As algas verdes também s&o conhecidas por terem compostos fendlicos, como
bromofenol e flavonol, conhecidos por proporcionarem elevada capacidade antioxidante, em
gue os bromofendis, mostraram ter capacidade antimicrobiana, antibacteriana e outros

efeitos. Ja o flavonol demostrou possuir capacidade antidiabética (Cotas et al., 2020b).

Ao longo das ultimas décadas, apesar de terem valores baixos de cultivo, as algas
verdes tém aumentado em termos de produtividade e diversificacdo comercial, uma vez que
estas algas tém inimeras vantagens de serem cultivadas, tais como: i) terem uma diversidade
Unica; ii) elevada tolerancia a condigbes abidticas extremas; iii) enorme potencial de
biofiltrac&o; iv) compostos bioativos exclusivos e v) um valor elevado no mercado (Moreira et
al., 2021).

Estas algas tém aplicacdes tanto na parte de biorrefinaria, como em sistemas de
aquicultura multitréfica integrada de base terrestre (IMTA) e produtos alimentares de elevado

valor na cozinha moderna (Moreira et al., 2021).

1.3. Algas castanhas

As algas castanhas possuem pigmentos como as clorofilas a e ¢ e carotendides,
predominando a fucoxantina, responsavel pela sua cor acastanhada (Pereira, 2021a). As
algas castanhas biosintetizam compostos fendlicos que tém atraido muito interesse, devido
aos beneficios que possuem, tanto para a saude como para aplicacdo farmacoldgica.
Também sdo ricas em alginatos, um polissacarideo complexo encontrado nos géneros
Laminaria, Fucus, e Ascophyllum (Catarino et al., 2020; Pereira, 2021a). Por outro lado, estes
produtos naturais podem variar com a estacéo e espécies de algas. As macroalgas castanhas
podem conter entre 10 e 50% de alginatos alcalinos, que podem ser usados como
espessantes, material de moldes dentarios, revestimentos para papel, tecidos,

medicamentos, entre outros (Kuda et al., 2021).

Podem também conter na sua composicéo cerca de 15% de florotaninos na matéria seca.
Varias capacidades biologicas tém sido atribuidas a estes compostos como a elevada

atividade antioxidante e inibicdo de enzimas (André et al., 2020; Pedro et al.,, 2021). Os



fucoidanos séo polissacarideos sulfatados muito abundantes nas algas castanhas
protegendo-a do stress ambiental, por possuirem propriedade antimicrobiana e antitumoral
(Cabral et al., 2021; Milinovic et al., 2021).

Para além destas propriedades, as algas castanhas tém demonstrado capacidade de
reducao dos niveis de colesterol nos humanos com hipercolesterolemia (André et al ., 2020;
Pedro et al ., 2021).

1.3.1.Fucus vesiculosus

A macroalga Fucus vesiculosus, Linnaeus (1753), representada na Figura 1.5,
pertencente a familia Fucaceae também é conhecida por “bladderwrack” (bodelha), com cor
variavel entre o verde azeitona, verde acastanhado e o castanho avermelhado, com odor a
mar e com sabor encorpado e suave e que relembra o sabor a marisco (Catarino et al., 2019;
Heavisides et al., 2018; Rodrigues, 2015).

E ..‘ - N
Figura 1.5: Macroalga Fucus vesiculosus (bladdwrack). Adapatdo de AlgaeBase — M.D.
Guiry.



Cresce em aguas temperadas a frias, e esta distribuida pela zona litoral (litoral norte,
em Portugal), ecossistemas costeiros rochosos, no Norte da Europa e na costa Atlantica da
América do Norte, principalmente em praias abrigadas, como se pode ver na distribuicao
geografica, representada pela Figura 1.6. O seu comprimento pode variar entre os 40
centimetros e os 1.5 e 2 metros. Para aumentar a sua capacidade de fotossintese, tém uma
posicédo vertical nas fixagbes rochosas e, para as manterem a flutuar, possuem pequenas
vesiculas esféricas cheias de ar (bexigas), que as mantem nesta posicao vertical quando
submersas (Catarino et al., 2019; Heavisides et al., 2018; Nicolucci et al., 2021; Rodrigues,
2015).

Figura 1.6: Distribuicdo geografica da macroalga Fucus vesiculosus. Adaptado de WoRMS (World
Register of Marine Species).

Nesta macroalga podem ser encontradas na sua composi¢cdo, compostos bioativos
como florotaninos, fucoxantina, fucoidanos, compostos fendlicos, iodo sob a forma de sais e
ligado a proteinas e lipidos, potassio, minerais, varias vitaminas, polissacarideos néo
digeriveis, entre outros, que apresentam um variado espetro de bioatividades (Catarino et al.,
2020; Pereira, 2011). Estes compostos podem depender da época de recolha a sua recolha,
localizag&o geografica e fatores ambientais como a firmeza do substrato, exposicdo ao gelo
e as ondas, salinidade, forca das ondas, luz, ou competicdo entre macroalgas, e do modo de
secagem da alga (André et al., 2020; Rodrigues, 2015), sendo a cor castanha a predominante
por ter a presencga de alguns compostos mencionados anteriormente, como florotaninos e
fucoxantina. Ambos tém bastantes vantagens de serem compostos presentes nesta

macroalga, contudo, ndo obstante, a complexidade desta macroalga esta a aumentar
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exponencialmente o seu interesse ha zona da Europa, principalmente devido ao seu efeito na
reducdo do impacto ambiental da agricultura intensiva e da aquicultura e eutrofizacéo (Costa
et al., 2019; Heavisides et al., 2018).

De acordo com a EU Directive (EC 258/97) esta alga € considerada segura para ser
consumida, sendo utilizada como alimentacdo humana e animal na Europa desde o século
XVII, ndo s6 como também era e é utilizada como fonte combustivel, fertilizante agricola e
racdo (André et al., 2020; Costa et al., 2019). Esta macroalga é usada e conhecida como
"legume do mar”, onde se pode dar uso para fazer cha ou pratos de cozinha, tais como sopas,
especiarias ou “crodton” em saladas. Uma vez que é conhecida por ser uma elevada fonte de
iodo, dai ter um forte sabor, que a torna também muito salgada. Desta forma, consegue trazer
uma enorme diversidade de aplicagbes em produtos alimentares, acabando por ser um
ingrediente funcional, que promove a saude e a qualidade dos alimentos (André et al., 2020;
Costa et al., 2019; Pereira, 2011; Ribeiro et al., 2021).

Como mencionado anteriormente, na sua composi¢cao entram diversos compostos e
cada um destes tem uma aplicacdo. Por exemplo, os florotaninos tém potencial antioxidante,
anticancerigeno e antimicrobiano. Por outro lado, a fucoxantina, além de apresentar as duas
primeiras mencionadas, tem atividade antidiabética, antimalarica e antioxidante. Os &cidos
gordos polinsaturados essenciais (PUFA) também presentes sédo considerados importantes,
sendo que tém a capacidade de prevenir varias doencas, tais como doencgas cardiovasculares
e cancro. Tém também um potencial anti-inflamatorio e anticelulitico (Heavisides et al., 2018;
Pereira, 2011).

Além das aplicagbes mencionadas, de um modo mais geral, as aplicacdes podem ser
encontradas em produtos tais como, suplementos alimentares e de iodo (regular bdcio e
tiroide), disglicemia, artrite, artrose, para emagrecimento (peso, equilibrio do peso corporal,
estimula metabolismo de lipidos e de hidratos de carbono), aditivo e aromatizante em
alimentos, todos estes para desenvolvimentos de novos produtos alimentares, farmacéuticos

e cosmeéticos (André et al., 2020; Catarino et al., 2020; Nicolucci et al., 2021; Rodrigues, 2015).



1.4. Algas vermelhas

As algas vermelhas, conhecidas também como Rhodophytas, sdo um grupo com
bastante potencial. Consideradas como sendo um dos principais para a obtencdo de
compostos naturais com um potencial elevado para varias industrias. Todas as algas contém
varios pigmentos que afetam o seu especto colorido com propriedades funcionais. A sua cor
vermelha deriva da presenca de a e 3 caroteno, luteina e zeaxantina (Aziz et al., 2021; Cotas
et al., 2020; Milinovic et al., 2021).

As mesmas tém uma composi¢ao quimica que revela um elevado teor em proteinas e
diversos compostos bioativos com grande potencial farmacéutico e biomédico. Na sua
constituicao revela também um elevado teor em vitamina C, aminoacidos, péptidos, acidos
gordos bmega-3, e proteinas (Hoseinifar et al ., 2018). O seu elevado teor de proteinas, cerca
de 35% a 47%, € mais elevado em compara¢cdo com 0s recursos vegetais terrestres (Cotas
et al., 2020a).

Na sua constituicdo sao encontrados terpernoides, uma elevada diversidade de acidos
gordos essenciais (EFAS), particularmente as espécies que pertencem as ordens Gigartinales,
Corallinales e Gracilariales, biopolimeros (polissacéaridos) e fitocoloides. A obtencéo dos
constituintes mencionados anteriormente pode ser realizada través de métodos de cultivo,
nao s6 na industria dos fitocolbides, que ja acontece atualmente, mas também na indUstria
dos pigmentos e outras industrias, como na substituicdo da gelatina de origem animal por

polimeros de algas, ou a industria téxtil por pigmentos naturais (Cotas et al., 2020a).
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1.4.1.Gracilaria gracilis

Dentro das algas vermelhas, a Gracilaria gracilis (Stackhouse) Steentof, L.M. Irvine &
Farnham,1995 (Figura 1.7) revela ser uma das mais importantes pertencente a Rhodophyta,
Florideae, Gigartinales, Gracilariaceae, apresentando como caracteristicas organoléticas, cor

vermelha, odor a mar e sabor encorpado, suave que relembra o sabor a marisco.

A Gracilaria gracilis pode ser encontrada nas zonas tropicais do Atlantico com maior
localizagéo além deste, como se pode verificar na Figura 1.8. A mesma € conhecida por ser
uma fonte de muitos produtos, por ter elevadas taxas de crescimento que atingem altos
rendimentos no seu cultivo, tornando-a desta forma um dos géneros mais atrativos entre as

algas (Hoseinifar et al., 2018; Kazir et al., 2019; Passos et al., 2021a).

Figura 1.8: Distribuicdo geogréafica da macroalga Gracilaria gracilis. Adaptada de WoRMS
(World Register of Marine Species).

Na Gracilaria gracilis, ha uma abundéancia de componentes interessantes, tais como
proteinas lipidicas, hidratos de carbono, ficobiliproteinas, fendis e fitoquimicos biologicamente
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ativos, em que o composto encontrado em maior abundéancia séo as ficobiliproteinas (PBPSs),
proteinas ndo toxicas sollveis em agua (Passos et al., 2021b; Pereira et al., 2020). Esta
macroalga tem um elevado teor proteico, e nos seus periodos de crescimento sazonal, que
cobrem guase todo o ano, permitem a producédo de proteinas de alto rendimento ao longo de
todo o ano (Kazir et al., 2019).

Esta macroalga é um recurso valioso para aplicacBes industriais e biotecnolégicas,
sendo as ficobilinas, mais precisamente, a ficoeritrina (PE) tem sido amplamente utilizadas
nas industrias alimentar, cosmética, farmacéutica e biomédica, devido as suas fortes
propriedades de absor¢cdo e fluorescéncia, bem como capacidades antioxidantes e de

neutralizagdo de radicais livres (Pereira et al., 2020).

Atualmente, é principalmente utilizada como fonte de agar comercial e de
polissacéaridos sulfatados que séo utilizados em industrias farmacéuticas e biotecnoldgicas.
Vérios estudos cientificos mostram que as espécies pertencentes a este género, detém um
grande potencial econémico no diagnéstico médico, nos mercados de corantes naturais para
alimentos e cosmeéticos bem como, proteinas para alimentos e ragfes (Kazir et al., 2019;
Passos et al., 2021b).

O &gar apresenta também um vasto potencial para a alimentagdo animal como
substituto da farinha de peixe, devido ao seu teor relativamente elevado de proteinas (Passos
et al., 2021a).

Ja estabelecida como sendo uma macroalga importante fonte de &gar, estudos
recentes tém utilizado Gracilaria spp. como uma nova fonte de compostos bioativos com
potenciais aplica¢des nas industrias alimentares, de racdes e farmacéuticas. Verificou-se que
os extratos de Gracilaria gracilis obtidos com solventes organicos ou agua podem exibir
atividade antioxidante, embora as atividades globais tenham sido relatadas como estando

sujeitas a sazonalidade (Reboleira et al., 2020).
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1.5. Oleos essenciais

Os 0Oleos essenciais, também conhecidos por “6leos volateis”, sdo substancias
complexas e multifuncionais, de compostos volateis com origem vegetal, resultando de todas
as partes de algumas plantas, proporcionando a efetiva economia circular do produto. S&o
responsaveis pelas caracteristicas apresentadas pelas plantas arométicas, devido a presenca
de um aroma forte, e sdo deste modo “essenciais” por conseguirem conter a esséncia das
véarias fragancias diferentes propriedades que caracterizam a planta usada (Blowman et al.,
2018; Irshad et al., 2020; Valdivieso-Ugarte et al., 2019). Estas substancias sao utilizadas ha
milhares de anos pelo seu papel na prevencdo e tratamento de varias doencas. Tem-se
conhecimento de pelo menos 3000 Oleos essenciais (OEs), dos quais 300 séao
comercialmente considerados relevantes. Nos 6leos o rendimento e a composi¢cado dependem
tanto de fatores intrinsecos (hereditariedade) quanto extrinsecos (chuva, seca) (Blowman et
al., 2018; Gomes, 2003; Hou et al., 2022).

Os compostos quimicos que os Oleos essenciais apresentam sdo produtos do
metabolismo secundério de plantas. Os mesmos desempenham um papel na atragéo de
polinizadores, na defesa contra os herbivoros, na resisténcia das plantas aos insetos, e na
reducdo da perda de agua. Em geral, os 0leos essenciais séo volateis e soltveis em lipidos e
solventes organicos. Podem estar presentes em todos os 6rgdos vegetais, incluindo botdes,
flores, folhas, sementes, caules, flores, frutos, raizes, madeira ou casca (Blowman et al., 2018;
Burt, 2004; Mith et al., 2014; Silveira et al., 2022; Valdivieso-Ugarte et al., 2019). Perceber
como a sazonalidade interfere na formagcdo dos 6leos essenciais pode contribuir para
processos mais eficientes de producao, cultivo e conhecimento das caracteristicas ecoldgicas
das espécies. Uma grande parte dos estudos sugere que a sazonalidade interfere com a
composicao quimica dos 6leos essenciais (Silveira et al., 2022; Valdivieso-Ugarte et al., 2019).
Para a obtencdo destes 6leos, esta pode ser realizada a partir de destilacdo a vapor ou
hidrodestilacdo, extracé@o por fluidos supercriticos e por muitos mais métodos de extragdo. O
sucesso no processo de extracdo dos 6leos pode variar consoante o tipo de solvente,
temperatura, tempo e pressdo (Azmir et al., 2013; Bassolé & Juliani, 2012; Mith et al., 2014;
Valdivieso-Ugarte et al., 2019).
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Os 6leos tém se tornado relevantes devido a se ter encontrado nas suas composicoes
varios compostos antimicrobianos com vastas aplicacbes comerciais usadas no nosso dia a
dia, como detergentes, perfumes, cosméticos, e outros produtos, como se pode verificar pela
Figura 1.9 (Hou et al., 2022).

Cosmeéticos
e Saude

Inflamatorias essenciais
(Aplicagéges)

Figura 1.9: As varias aplicacfes dos 0leos essenciais. Adaptado de Hou et al., (2022).

Os compostos presentes nos 6leos podem ser divididos em dois grupos: terpenos,
especialmente monoterpenos e sesquiterpenos, 0 outro grupo que contem compostos nao-
terpénicos como compostos fendlicos tais como eugenol, cinamaldeido e safrol. Entre eles,
os terpendides sdo 0s compostos bioativos que tém um papel mais importante na resisténcia
aos agentes patogénicos. Especificamente, os monoterpendides afetam a multiplicacdo e
desenvolvimento de microrganismos, interferindo com o0s seus processos fisiolégicos e
bioguimicos durante o seu desenvolvimento (Bassolé & Juliani 2012; Irshad et al., 2020;
Kryshen, 2016; Valdivieso-Ugarte et al., 2019).

Os potenciais compostos antimicrobianos encontrados nos 6leos sédo apontados como
tendo um largo espetro de atividade antibacteriana e antifingica. Possuem também
propriedades antioxidantes, antiviral, anticancerigena, antiparasitarios, inseticidas,
imunomoduladoras, e conservantes de alimentos. Os 0leos essenciais podem ser utilizados
também em aromaterapia como fonte alternativa de cura de feridas devido aos compostos

aromaticos que estao presentes nos 0leos essenciais. Tém uma capacidade de relaxamento,
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mas esta evidéncia ndo esté a ser comprovada (Bassolé & Juliani, 2012; Burt, 2004; Irshad et
al., 2020; Kryshen, 2016; Valdivieso-Ugarte et al., 2019).

1.6. Cromatografia — 0leos essenciais

A cromatografia gasosa (CG) é considerada uma técnica analitica importante para a
andlise da composicdo dos volateis que estd dependente de fatores como: métodos de
extracao, tipo de solvente, temperatura, tempo de extracdo, parte da planta que é utilizada

como amostra e a pressao (Azmir et al., 2013; Makgwane, 2006).

A cromatografia, principalmente a gasosa (CG), tem sido uma das mais aplicadas em
estudos, devido a haver uma procura de métodos sofisticados para a analise dos
componentes complexos dos 6leos essenciais e das variagdes na sua composi¢ao (Chamorro
et al ., 2012; Makgwane, 2006). Além de serem simples, rapidos e eficientes, estes tém a

elevada capacidade de sorcdo das armadilhas (Chamorro et al., 2012; Sargazi et al., 2016).

A cromatografia gasosa (GC), executada no equipamento esquematizado na Figura
1.10, tem como funcado separar 0s componentes quimicos de uma mistura de compostos e
depois deteta-los continuando a presenca ou auséncia e/ou a quantidade presente na amostra

de 6leo essencial (Salahaddin, 2021).

—_—
GAS l
PARA O
DETETOR
AMOSTRA —_— >

COLUNA GC OU GC/MS

Figura 1.10: Esquema de um equipamento de cromatografia gasosa.
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Sem a cromatografia, a andlise quimica como a conhecemos hoje nédo existiria,
sendo que esta domina os esfor¢cos analiticos em dominios tdo diversos, utilizada na maioria
das industrias: i) alimentacao; ii) controlo de qualidade no fabrico de variados produtos, desde
automoveis a produtos quimicos e farmacéuticos; iii) aromas e fragrancias; iv) petroquimica,
v) para fins de investigacdo, desde a analise de meteoritos a produtos naturais; vi) seguranca,

desde o ambiente a investigacao forense (Makgwane, 2006; Salahaddin, 2021).

1.7. Métodos de Extracao

Para uma extracdo de Oleo a partir de matéria vegetal, existe uma variedade de
métodos para a mesma ocorrer (Figura 1.11). A maioria destas técnicas baseia-se no poder
de extracdo com recurso a diferentes solventes e a aplicacdo de calor e/ou mistura de
solventes (Azmir et al., 2013; Mahanta et al., 2021). Os métodos estao divididos em: método

convencional e ndo-convencional (Azmir et al., 2013; Ummat et al., 2021).

Segundo Hou et al., (2022), nas técnicas convencionais para a extragdo do 0leo
essencial incluem-se, a hidrodestilacdo, destilacdo a vapor, extracdo de solventes e
maceracgao, Estes sdo métodos comummente utilizados e que, por norma, na sua extragdo
sao incolores, podendo envolver mistura alcool/agua ou solvente n&o-polar (Ummat et al.,
2021).
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Bead milling

Forcas de | |Homogeneizacao
cisalhamento a alta pressao

Cavitagéo
hidrodinamica

Liquefagao
hidrotérmica
| | Exploséo de
vapor
Rutura celular | | Liquido
ressurizado
;
Fluido sub e
supercritico
_I Corrente Campo elétrico

de pulso |

-I Biologica |—| Enziméatico
Figura 1.11: Métodos de rutura celular aplicados na extracéo de algas marinhas. Adaptado de Ummat
etal., (2021).

Os principais desafios da extragdo convencional sédo: i) o tempo para a realizagéo da
extracao; ii) nem sempre se consegue uma extragao eficiente; iii) possivel perda de alguns
compostos volateis; iv) degradacdo de compostos insaturados; v) exigéncia de um solvente
caro e de alta pureza; vi) ocorre a evaporacdo de uma enorme quantidade de solvente; vii)
baixa seletividade de extrac&o e viii) pode ocorrer a decomposi¢do térmica dos compostos
termolabeis. Dentro dos métodos de extracdo convencionais, a maceragdo € um dos mais
utilizados, devido ao seu baixo impacto econémico, tempo de extragdo curto, e facil instalacao.
Para ultrapassar todas as desvantagens que as técnicas de extracdo convencional,
comecgaram a ser desenvolvidas as técnicas ndo-convencionas (Azmir et al., 2013; Beattie et
al., 2020; Hou et al., 2022).

Atualmente, tendem a ser utilizados métodos mais amigos do ambiente, “green
extraction concept”. Com este conceito podem ser encontrados uma variedade de métodos
nao-convencionais, tais como: extracdo assistida por micro-ondas (MAE - Microwave assisted
extraction), extracdo assistida por ultrassons (UAE - Ultrasound-assisted extraction), extracdo
assistida enzimatica (EAE - Enzyme-assisted extraction), extracdo por fluidos supercriticos
(SFE - Supercritical fluid extraction) e extracéo por liquidos pressurizados (PLE - Pressurized
liquid extraction), que sao consideradas “técnicas verdes”, uma vez que cumprem as normas
estabelecidas pela Agéncia de Protecdo Ambiental, EUA (EPA, 2009) (Azmir et al., 2013).
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Sendo uma metodologia de extragcdo ndo convencional considerada uma "tecnologia
verde” a extracdo assistida por ultrassons apresenta uma reducdo significativa no tempo de
extracdo, com maiores rendimentos de extracdo a temperaturas mais baixas, sendo adequada
para compostos termolabeis. Outra alternativa moderna, ndo convencional, é a extracado
assistida por alta pressio. E um método de extracdo rapido e altamente eficiente, facilmente
operado e altamente mecanizado, exigindo baixas quantidades de solvente. Além disso, pode
ser operado a temperatura ambiente, protegendo a bioatividade de compostos com baixa
estabilidade térmica, o que é til na extracdo de cromoproteinas sensiveis ao calor (Pereira

et al., 2020).

1.7.1. Hidrodestilac&o

De acordo com Azmir et al., (2013) existem trés tipos de hidrodestilagédo: destilacdo
utilizando &agua, destilagdo de agua e vapor e destilacdo direta a vapor. No método de
hidrodestilacdo, os materiais vegetais sdo embalados num compartimento de alambique,
posteriormente, acrescenta-se dgua em quantidade suficiente e aquece-se até a ebulicdo. Em
alternativa, o vapor direto é injetado na amostra da planta. Apés o arrefecimento indireto por
adgua existe a condensacdo da mistura de vapor de agua e Oleo, sendo que a mistura
condensada flui do condensador para um separador, onde o 6leo e os compostos bioativos
se separam automaticamente da agua (Silva et al., 2005). A hidrodestilagdo envolve trés
processos fisico-quimicos principais; hidrodifusdo, hidrélise e decomposi¢éo por calor. A uma
temperatura de extracdo elevada, pode haver a perda de alguns componentes volateis (Azmir
et al., 2013).
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A hidrodestilagdo, presente nos métodos convencionais, € um dos processos mais
antigos para obtencdo de 6leos essenciais. E uma técnica comummente utilizada para
extracdo sem solventes organicos, de 6leos essenciais devido a sua facilidade de operacéo,
reprodutibilidade e viabilidade econémica. No método de hidrodestilacdo podem encontrar-se
diferentes variantes, podendo ser realizado hum sistema de Clevenger, apresentado na Figura
1.12. Com este sistema 0 é realizado uma extracdo através da destilacdo da agua, do seu

vapor ou de uma combinac¢éo das duas (Gomes 2003; Mahanta et al., 2021).

3)

| W
()
=7

Figura 1.12: Esquema do processo de extracdo por hidrodestilagdo utilizando o sistema

Clevenger: (1) baldo volumétrico; (2) manta de aquecimento e (3) condensador. Adaptado
de Gomes, (2003).

No sistema de Clevenger, o material é inserido no interior de um balédo volumétrico (1)
com agua suficiente para cobrir a matéria pretendida, onde é mantido em manta de
aquecimento, algumas com agitacao outras sem (2) e este esta acoplado ao Clevenger. Com
0 aguecimento, a Agua evapora, arrastando 0s compostos volateis presentes na amostra. De
seguida, no condensador (3) do préprio aparelho, a matéria comeca a condensar-se na forma
de 6leo. Dependendo do tipo de planta e de que parte da planta é extraida, a hidrodestilacéo
pode proporcionar um rendimento de 1 a 2% de 6leo essencial (Azmir et al ., 2013; Gomes,
2003). Com a extracdo dois extratos sdo obtidos em paralelo, sendo que condensam em
conjunto, o hidrolato e o 6leo essencial, presentes num sistema de duas fases, sendo o
hidrolato ou hidrossol, que ao ser a parte mais densa, fica na parte inferior ao éleo, sendo o

6leo o sobrenadante neste processo. Ja a agua de decoccao € a juncdo da agua com a
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macroalga em que, com o0 aquecimento desta mistura, se forma um extrato que tem que sofrer

uma filtragéo (Figueiredo, Pedro & Barroso, 2017).

1.8. Avaliacdo da capacidade antioxidante

As reacOes de oxidacdo representam uma das principais causas de degradacdo na
indastria alimentar. Por outro lado, tem existido uma maior consciencializagcdo por parte dos
consumidores em obter produtos que lhe garantam uma alimentagdo saudavel e
consequentemente, o bem-estar. No passado recente a industria tem recorrido a utilizacao de
antioxidantes sintéticos para preservacao dos alimentos, tais como o hidroxitolueno butilado
(BHT), o hidroxianisol butilado (BHA) e o galato de propila. No entanto, recentes estudos tém
associado a estes antioxidantes problemas de toxicidade, gerando preocupacédo para a
populacéo (Oliveira et al., 2009; Shao & Duan, 2022; Tierney et al., 2013) De forma a se
resolverem os problemas que advém dos antioxidantes sintéticos, e também seguindo as
tendéncias atuais da populagdo, a procura por antioxidantes naturais de origem vegetal,
nomeadamente algas marinhas, tornou-se relevante, sendo que estes tém a mesma, ou até
mesmo melhor capacidade antioxidante, estabilizando a cor e textura dos alimentos.
Ganharam também um crescente interesse entre os clinicos, uma vez que tém a capacidade
de poder ajudar na protecdo do corpo humano contra os danos causados pelas espécies
reativas de oxigénio (ROS)(Keyrouz et al., 2011; Shao & Duan, 2022; Tierney et al., 2013).

Existem diferentes metodologias para a avaliagdo da capacidade antioxidante, no
entanto estudos anteriores revelam que para avaliar produtos de matriz vegetal sao utilizados

preferencialmente a determinacéo do teor total de fendlicos (TPC), a capacidade de absorgéo

do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) e da reducéo do ido Fe®*" (FRAP).

O método de determinacdo do TPC, é considerado ser um dos mais importantes,
devido a sua associacdo com as varias atividades bioativas das macroalgas e os seus
produtos. Os compostos fendlicos estao divididos em classes sendo os florotaninos ja usados
em produtos comerciais (Cotas et al., 2020b; Neto et al., 2018). Os compostos fendlicos, além
de aparecerem em algas marinhas, também podem ser encontrados em frutas, vegetais e

oleaginosas (Keyrouz et al., 2011).
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Os compostos fendlicos, homeadamente os bromofendis e flavondides podem ser
encontrados em maior quantidade nas algas verdes e vermelhas. Ja os florotaninos séo
encontrados principalmente em algas castanhas, em algas vermelhas (1.8-3.2%) e ainda
menor percentagem nas verdes (Besednova et al., 2020). As estruturas dos fendlicos
diversificam-se de compostos simples a compostos complexos com maior peso molecular

(Kalasariya & Pereira, 2022).

A partir da metodologia da capacidade antioxidante de absor¢édo do radical livre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), avalia-se a capacidade de reducdo de radicais livres dos
extratos obtidos da hidrodestilagdo (6leo essencial, dgua de decoccdo, hidrolato). Este
método tem uma abordagem popular, rapida e acessivel, para conseguir medir as
propriedades antioxidantes, associada a neutraliza¢éo do radical DPPH, que seria um radical
livre estabilizado. Este radical recebe um atomo de hidrogénio dos antioxidantes, produzindo
uma forte absorvancia a 517nm. registada ap6s um periodo definido (Baliyan et al., 2022;
Kedare & Singh, 2011, Garcia et al ., 2012). Este é considerado o método mais simples, em
gue 0 composto ou extrato é misturado com uma solugdo de DPPH, sendo que proporciona
uma forma facil e rapida de avaliar os antioxidantes por espetrofotometria, pelo que é
vantajoso para avaliar varios produtos de uma so vez (Garcia et al., 2012; Kedare & Singh,
2011).

O poder de capacidade antioxidante deste método é usufruido com o objetivo de
avaliar a sua capacidade de preservar os alimentos e, caso seja possivel, a extensao do

tempo de prateleira (Hou et al., 2022).

Este ensaio mede o potencial redutor dos antioxidantes que reagem em contacto com
um complexo de tripiridiltriazina férrica (Fe**-TPTZ) e produz uma tripiridiltriazina ferrosa
colorida (Fe?* -TPTZ), esta quebra da cadeia de radicais livres acontece através da doagédo
de um atomo de hidrogénio. Com um pH baixo, de cerca de 3,6, da-se a reducdo do complexo
Fes*-TPTZ a Fe," -TPTZ, que entdo origina a cor azul ferrosa, cuja absorvancia € lida a 593
nm (Rajurkar & Hande, 2011).

O FRAP foi desenvolvido como uma alternativa para determinar a reducéo do radical

livre em fluidos biolégicos e solucbes aquosas de compostos puros. O método pode ser
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aplicado néo s6 para o estudo da atividade antioxidante em extratos de alimentos e bebidas,
mas também para o estudo da eficiéncia antioxidante de substancias puras, com resultados

comparaveis aos obtidos com outros métodos mais complexos (Borges et al., 2019).

22



2. Objetivos

A utlizagdo das macroalgas tem suscitado o interesse crescente nos diferentes
sectores industriais. Dentro das macroalgas, as algas castanhas e as algas vermelhas sdo as

mais conhecidas por terem uma maior aplicagcdo em varias indastrias.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a potencialidade de utilizacdo das
macroalgas castanhas, Fucus vesiculosus, e vermelhas, Gracilaria gracilis, apos sujeitas a
metodologia de extrac&o por hidrodestilacdo. Foram avaliadas as capacidades antioxidantes
para além dos 6leos essenciais, do hidrolato e da agua de decoccao através da determinacéo
do conteudo fendlico total e da capacidade da captura dos radicais livres DPPH e da

capacidade de reducéo do ido férrico.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Macroalgas

No presente trabalho utilizaram-se as macroalgas Fucus vesiculosus e Gracilaria
gracilis (Figura 3.1). Estas foram adquiridas pela Escola Superior de Turismo e Techologia do

Mar (ESTM-Politécnico de Leiria) & empresa portuguesa Algaplus localizada em ilhavo.

Figura 3.1: Macroalgas Fucus vesiculosus (a) e Gracilaria gracilis (b). Adaptadas de
WOoRMS (Worl Register of Marine Species) e AlgaeBase.

Ambas as macroalgas se apresentavam desidratadas em floco, com um tamanho de
particula entre 1.0 - 10.0 mm tendo sido armazenadas a temperatura ambiente até ao

momento da hidrodestilacéo.

3.2. Reagentes

Na avaliacdo da capacidade antioxidante dos constituintes obtidos por hidrodestilacdo
das macroalgas foram utilizados reagentes de grau de pureza adequado as diferentes
determinagdes: i) metanol (CHsOH, VWR-international - Fontenay-Sous-Bois, Franga); ii)
Folin-Ciocalteau(FC, Merck KGaA, Alemanha); iii) acido galico (C;He¢Os, Merck KGaA,
Alemanha); iv) carbonato de s6dio(Na,CO3, BIOCHEM Chemopharma de ZA Cosne sur Loire,
Franca); v) 2,4,6 -Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ, Sigma-Aldrich da Suig¢a); vi) &cido cloridrico
(HCI, Analar Normapur, Franca); vii) cloreto férrico (FeCL3.6H20, Carlo Erba, Franca); viii)
acetato de sodio (C2HsNaO2, Panreac Applichem, Alemanha); ix) acido acético (C.H4O2, VWR
da Fra\nca); x) sulfato ferroso (FeSO., Panreac Applichem, Alemanha); xi) 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH, TCI de Téquio, Japéao).
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3.3. Processo de hidrodestilacédo para a obtencéo dos oleos

essenciais, hidrolato e agua de decoccéo

Para a extragdo dos compostos bioativos das macroalgas em estudo recorreu-se a técnica
por hidrodestilagdo no aparelho Clevenger, de acordo com a Farmacopeia Portuguesa
(Figueiredo et al ., 2017). Em suma, a hidrodestilagdo realizou-se com a mistura da macroalga:
agua, na propor¢do de 1:14 (m:v; g: mL) e 1:32 (m:v; g: mL), na Fucus vesiculosus e Gracilaria
gracilis, respetivamente, durante 3 horas. Durante a extracéo foram retiradas trés extracdes
em trés fases diferentes, e por isso mesmo, dando a estes nomes diferentes, o 6leo essencial
(Fig. 3.3 (a)), o hidrolato (Fig.:3.3 (b)) e a agua de decoccdo (Fig.3.3 (c)), sendo

by

posteriormente acondicionados e armazenados a temperatura de -20°C para posterior

Figura 3.2: Sistema de hidrodestilagdo Clevenger, com identificacdo do 6leo essencial (a), hidrolato (b)
e agua de decoccdo (c). (Fonte: proprio autor).

analise.

25



3.4. Avaliacdo da composicdo quimica dos 6leos essenciais,

hidrolato e agua de decoccao

3.4.1. Determinacao do teor de compostos fendlicos totais (TPC)

O conteudo total fendlico presente na agua de decoccdo. hidrolato e 6leo essencial,
obtidos apds a extracdo por hidrodestilacdo das macroalgas castanha e vermelha, foi
determinado de acordo com a reacdo colorimétrica promovida pelo reagente de Folin-

Ciocalteau (Singleton et al., 1965) adaptada para microplaca (Pinheiro et al., 2023).

Inicialmente procedeu-se a mistura de 20 uL de amostra/padrao, 100 uL do reagente
Folin—Ciocalteau (1/10, v/v) e ap6s 4 min adicionam-se 80 uL de Na,COs (7,5%, (m/v)). ApGs
2 h & temperatura ambiente, o produto da reacao foi medido a uma absorvancia de 750 nm
com recurso ao leitor de microplacas (Synergy H1 Multi-Mode Micro-plate Reader, BioTek®
Instruments, Winooski, VT, EUA). O acido gdlico foi utilizado como solu¢do padrdo para
elaboracdo da reta de calibragdo (0.05 a 0.25 mg/mL). O valor de TPC foi expresso em
miligramas de equivalentes de acido galico por grama de macroalga desidratada (mg EAG /

0), sendo os valores correspondes a média de 16 determinacdes por amostra/extrato.

3.4.2.Determinacgédo da capacidade de absor¢do do radical livre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

A capacidade antioxidante dos componentes obtidos pela técnica de hidrodestilacéo
foi determinada recorrendo a metodologia da absor¢cdo do radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) descrita por Brand-Williams et al (1995) e adaptada para microplaca de
96 pocos (Pinheiro et al .,2023). Inicialmente realizaram-se ensaios preliminares para a
otimizacao da propor¢éo de extrato e solugdo DPPH, da qual resultou a propor¢éo 6tima, ou
seja, 50 pL de amostra/padréo e 150 pL de solu¢do de DPPH (150 pmol/L). Ap6s 30 min, a
temperatura ambiente e protegido da luz, a absorvancia do produto da reacdo foi medida a
517 nm no leitor de microplacas (Synergy H1 Multi-Mode Microplate Reader, BioTek®
Instruments, Winooski, VT, EUA).

A atividade antioxidante foi calculada de acordo com a equacao seguinte:
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DPPH (%) = [(Absi-Abs,) / Absj] x 100 (Equacéo 1)

Sendo que:
Abs; — Absorvéncia da solucdo de DPPH a 517 nm
Abs,- Absorvancia da amostra/extrato com a solucdo DPPH a 517nm

Os resultados apresentados correspondem a média de 16 determinacbes por
amostra/extrato, sendo representado como a capacidade de reducao do radical livre expressa

em %.

3.4.3. Determinacao da capacidade de reducéo do ido férrico (FRAP)

A capacidade antioxidante dos extratos obtidos pela hidrodestilacéo foi determinada
através da reducdo do complexo amarelo Fe** ao complexo azul Fe?*, por meio dos
antioxidantes, em meio acido a 593 nm sendo a metodologia adaptada para microplaca de 96
pocos de acordo com Pinheiro et al ., (2021). Sucintamente, foram previamente preparadas
as seguintes solucdes: TPTZ 10 mM dissolvido em HCL 40 mM (A), cloreto férrico
(FeCL3.6H,0) 20 mM (B) e 300 mmol de tampéo acetato pH 3,6 (C). Posteriormente o
reagente FRAP foi preparado com 2,5 mL de A+ 2,5 mL de B e 25 mL de C. A reagao ocorreu
com a solugéo FRAP (2,7 mL), 270 uL de agua ultrapura com as amostras do extrato (90 uL)
tendo sido depois, aquecidas a temperatura de 37°C durante 30 min. Em seguida, a

absorvancia do produto final (complexo ferroso tripiridiltriazina) foi lido a 593 nm.

A capacidade antioxidante expressa pela reducdo do complexo férrico foi obtida
através da equacao da reta da curva de calibragéo utilizando o sulfato ferroso como padréo a
diferentes concentragbes (0.075 a 1.5 mg/mL). Os resultados foram expressos em pM

FeS0./g, sendo os valores relativos a 16 determinagdes.

3.5. Analise da componente volatil por cromatografia gasosa

Os compostos volateis presentes nas macroalgas Fucus vesiculosus e Gracilaria
gracilis apés a hidrodestilacdo, com a passagem de pentano pela amostra, foram

determinados de acordo com a metodologia descrita em Venda, Figueiredo & Godinho (2022).
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Para tal, utilizou-se um cromatégrafo de gas acoplado a um espetrémetro de massas, Clarus
600T Mass Spectrometer equipado com uma coluna de silica fundida DB-1 (100%
polidimetilsiloxano, 30 m x 0,25mm d.i., espessura de filme 0,25 um; J & W Scientific Inc.)
ligado a um Perkin-Elmer Turbomass (versdo programa 4.1). A temperatura do forno foi
programada de 45 a 175 °C, com incrementos de 3 °C/min, e subsequentemente a 15 °C/min
até 300 °C. Atingidos os 300 °C, a temperatura foi mantida constante durante 10 min;
temperatura do injetor, 250 °C; temperatura da linha de transferéncia, 280 °C; temperatura da
camara de ionizacao, 220 °C; gas de arrastamento: hélio, ajustado para uma velocidade linear
de 30 cm/s; relacdo de reparticdo de fluxo, 1:20; energia de ionizacdo, 70 eV, corrente de

ionizacao, 60 pA; gama de massas, 40-300 u; tempo de varrimento, 1 s.

A identificacdo dos compostos foi determinada por comparagéo dos seus indices de
retencdo em relacdo aos dos n-alcanos e espetros de massa, padrdes sintetizados no
laborat6rio, padrées comerciais e compostos de referéncia presentes em 6leos essenciais
existentes no laboratério e também por comparagdo com uma biblioteca de espectros de
massa também desenvolvida no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Faculdade de
Ciéncias da Universidade de Lisboa, do centro de investigacdo: Centro de Estudos do
Ambiente e do Mar (CESAM Lisboa).

@

3.6. Analise estatistica

Os resultados obtidos da capacidade antioxidante e do teor de fendlicos totais foram
tratados através da analise de variancia (ANOVA) com recurso. software Statistica™v.8.0 da
Statsoft (StatSoft Inc. STATISTICA, 2007). As diferencas foram consideradas estatisticamente
diferentes ao nivel da significancia de 0.05 (P-value < 0.05) de acordo com o teste Tukey HSD

(Honestly Significant Difference).
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4. Apresentacao e Discusséo dos Resultados

4.1. Avaliacao da atividade antioxidante presente nos constituintes

da hidrodestilagdo das macroalgas

4.1.1.Teor de compostos fendlicos totais (TPC)

A atividade antioxidante expressa pelo contetdo de fendlicos totais presentes nos 3
constituintes obtidos apés hidrodestilacdo, das macroalgas em estudo, pode ser observada
na Figura 4.1. Apés 3 horas de fervura da mistura de macroalga: dgua, destaca-se de forma
significativa (P < 0.05, teste de Tukey) o contetdo elevado de fendlicos totais da 4gua de
decoccdo tanto na macroalga vermelha como na castanha, 1.31+ 0.04 mg de EAG /g e 1.57
+ 0.05 mg de EAG /g, respetivamente. Seguindo-se o teor de fendlicos encontrado nos 6leos
essenciais e, por fim, o hidrolato. Neste ultimo intervalo do teor de fendlicos totais observado
foi similar entre as macroalgas em estudo, 0.13 + 0.01 mg de EAG /g e 0.11+ 0.004 mg de

EAG /g, nas macroalgas vermelha e castanha, respetivamente.

Gracilaria gracilis ~ ® Fucus vesiculosus

0 oo

— d

aabbaed

Hidrolato I 3
o

000 020 040 060 080 1,00 1,20 140 1,60 1,80
TPC (mg EAG /g)

Figura 4.1: Atividade antioxidante expressa através do contetudo fendlico total (TPC mg
EAG/g) dos extratos da agua de decoccdo, hidrolato e 6leo essencial obtidos apos
hidrodestilagdo das macroalgas Fucus vesiculosus e Gracilaria gracilis. As linhas
horizontais representam o desvio padrdo e as letras diferentes indicam as diferencas
significativas a P < 0.05 (Teste de Tukey).

De acordo com o estudo publicado por Heffernan et al., (2015) e Passos et al., (2021b),

a macroalga Gracilaria gracilis quando sujeita ao método de extracdo com trés filtracdes num
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periodo de 24 h, com a mistura de solventes de etanol: 4gua (EW 80:20), obteve um teor de

fendlicos totais inferior (0.00476 mg EAG/g), comparativamente ao obtido no presente estudo.

No mesmo estudo, Heffernan et al., (2015), além da extracdo por EW, realizou ainda
0 método por hot water (HW 60 °C). Na macroalga Gracilaria gracilis, com o método HW,
mostrou que o conteldo total de fendlicos é inferior em comparagcéo com o obtido no presente
trabalho, tendo um valor de 0.00349 mg de EAG /g.

Por outro lado, no estudo desenvolvido por Sapatinha et al., (2022) ao avaliar
diferentes metodologias de extracdo, como hot water (HW) temperatura a 30°C por 6 minutos,
bead mills (BM),e por extragdo assistida por enzimas (alcalase (EAA), celulase (EAC) e
viscozyme (EAV)) da macroalga Gracilaria gracilis, resultou numa maior eficacia de extracao
de compostos fendlicos tendo-se registado teores ha ordem de grandeza de 50.73 mg EAG/g,
com a metodologia de HW, significativamente superiores aos valores obtidos no presente

estudo.

A extracao assistida por ultrassons (UAE) realizada a 11 espécies de algas castanhas,
foi reportada por Ummat et al., (2020), sendo a Fucus vesiculosus uma delas. Os resultados
obtidos por estes autores com esta espécie, revelou um teor superior de fendlicos

comparativamente as restantes espécies avaliadas, ca. de 572.3 mg EAG /g.

Apéds andlise da escassa literatura cientifica encontrada sobre a tematica da
hidrodestilagcdo de macroalgas, optou-se por comparar o efeito da hidrodestilacdo das
macroalgas com outras metodologias de extracdo como hot water (HW) e etanol: agua (EW)
e extracdo assistida por ultrassons (UAE) , em estudos desenvolvidos por (Heffernan et al.,
2015; Passos et al., 2021b) e (Ummat et al., 2020), respetivamente.

No que concerne a estudos referenciados de macroalgas, a Gracilaria gracilis foi a
macroalga mais investigada. No entanto, no presente trabalho, dos trés extratos analisados
(6leos essenciais, 4gua de decoccdo e hidrolato) foi a macroalga Fucus vesiculosus que
apresentou o valor mais elevado de TPC (P< 0.05), no extrato de agua de decoc¢ado com um
valor de 1.57 =+ 0.05 mg de EAG/g, sendo que nos outros dois extratos ndo se observaram

esta predominancia.
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4.1.2. Capacidade de absorcédo do radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH)

Na Figura 4.2, observa-se o comportamento relativo & absor¢éo do radical livre DPPH

pelos constituintes obtidos da hidrodestilagcdo nas macroalgas em estudo.

Gracilaria gracilis ® Fucus vesiculosus

Oleo essencial

Agua de decocgéo

Hidrolato

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
DPPH (%)

Figura 4.2: Atividade antioxidante expressa pela capacidade de absorcdo do radical livre
DPPH (%) dos extratos da 4gua de decoccéo, hidrolato e 6leo essencial obtidos apés
hidrodestilagdo das macroalgas Fucus vesiculosus e Gracilaria gracilis. As linhas
horizontais representam o desvio padrdo e as letras diferentes indicam as diferencas
significativas a P < 0.05 (Teste de Tukey).

O extrato da agua de decocc¢do foi 0 que se destacou comparativamente aos 6leos
essenciais e hidrolato devido a capacidade de absorcao do radical livre, sendo de registado
ca 60 e 80%, na Gracilaria gracilis e Fucus vesiculosus, respetivamente. Também nesta
analise se observaram diferencas significativas (P< 0.05) na agua de decoccédo e entre as
macroalgas. Ao contrario do observado no teor de fendlicos totais, o hidrolato registou uma
capacidade antioxidante expressa pela % de DPPH, superior ao dos 6leos essenciais (6.86%
e 8.22%, Gracilaria gracilis e Fucus vesiculosus, respetivamente). No que diz respeito ao 6leo
essencial, tanto na Gracilaria gracilis como na Fucus vesiculosus, os valores registados foram

sensivelmente préximos de 50%, ndo apresentando diferencas significativas.

No estudo desenvolvido por Ajisaka et al. (2016) foram realizadas analises para avaliar

a capacidade antioxidante de 5 macroalgas castanhas (Fucus vesiculosus, Cladosiphon
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okamuranus, Sargassum horneri, Kjellmaniella crassifolia e Saccharine sculpera) sendo que
o fucoidano isolado da macroalga Fucus vesiculosus, apresentou um valor de ICso entre 15%

e 20%, indo ao encontro do obtido nos trés extratos (= 50%) no presente trabalho.

No estudo de Heffernan et al., (2015) foi determinada a atividade antioxidante pelo
método de DPPH em 4 espécies (Fucus serratus, Gracilaria gracilis, Codium fragile e
Laminaria digitata) de extratos obtidos com o método de extracdo hot water (HW 60°C).
Mesmo ndo sendo o mesmo método praticado no presente trabalho, sdo métodos proximos
e usados para comparacéo de dados. A macroalga Fucus serratus, obteve um ICso de 12.46%,
mostrando-se superior ao encontrado nas restantes macroalgas em estudo. Em relagdo a
macroalga Gracilaria gracilis, obteve-se um valor de ICs, de 0.22%. Comparando com o
resultado obtido no presente estudo pode verificar que na capacidade de absor¢éo do radical

livre DPPH a Fucus tem maior capacidade do que a macroalga Gracilaria gracilis.

No estudo realizado por Sapatinha et al., (2022) ,utilizando também o método do DPPH
em 4 macroalgas, a Gracilaria gracilis apresentou valores inferiores comparativamente ao
registado nas restantes. Os valores apresentados pelo trabalho anterior sdo evidenciados em
cinco metodologias diferentes de extragdo (dgua quente (HW), moinhos de esferas (BM) e
extracao assistida por enzimas utilizando alcalase (EAA), celulase (EAC) e Viscozyme (EAV)),
sendo que os valores de eficacia estdo entre os 7% e 14.4%, em que o HW apresentou 0
valor mais elevado de 14.4%. No entanto, estes resultados diferem dos obtidos no presente
estudo, tendo-se obtido valores na hidrodestilagédo de 60.04% e 82.14%, na Gracilaria gracilis
e Fucus vesiculosus, respetivamente. Nas macroalgas castanhas analisadas por estes
investigadores, houve uma evidente diferenca de atividades, na extracdo HW, entre estas e a
Gracilaria gracilis. As algas castanhas evidenciam melhor a atividade (20% a 40%),
confirmando-se assim que as algas castanhas tém uma maior capacidade de absorcdo do
radical DPPH comparativamente com a macroalga vermelha, Gracilaria gracilis, a que esta

em concordancia com 0s nossos valores.

4.1.3.Determinacéo da capacidade redutora do iao férrico (FRAP)

O impacto da hidrodestilacdo nas duas macroalgas em estudo, Fucus vesiculosus e

Gracilaria gracilis, expresso na capacidade de reduzir o ido Fe®*" apresenta-se na Figura 4.3.
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Figura 4.3: Atividade antioxidante expressa através da reducdo do ido férrico (FRAP, uM
de FeS04/g de extrato) dos extratos da agua de decoccao, hidrolato e 6leo essencial obtido
apo6s hidrodestilagdo das macroalgas Fucus vesiculosus e Gracilaria gracilis. As linhas
horizontais representam o desvio padrédo e as letras diferentes indicam as diferencas
significativas a P < 0.05, Teste de Tukey).

Através da Figura 4.3, verifica-se uma diferenca significativa (P < 0.05) no extrato de
6leo essencial da Gracilaria gracilis, comparativamente com a Fucus vesiculosus. Por outro
lado, comparando os valores encontrados na agua de decocc¢do das duas macroalgas em
estudo, é notdério o impacto significativo na Fucus vesiculosus, com o teor de 17.79 uM de

FeSO./g, comparativamente ao encontrado na Gracilaria gracilis, ca. de 14.53 uM de FeSo.
/9.

BN

E ainda possivel observar capacidade antioxidante similar & obtida no extrato de
decocc¢éo da Gracilaria gracilis e do 6leo essencial da Fucus vesiculosus,14.53 uM de FeSO,

/g e 15.43 uM de FeSO. /g, respetivamente

De um modo geral, das duas macroalgas, a Gracilaria gracilis foi a que registou valores
superiores na capacidade antioxidante expressa pelo método de FRAP, em todas as amostras
com excec¢do da 4gua de decocgéo, ca. de 14.53 uM de FeSO4/g de extrato comparado com

17.79 uM de FeSO,/g, respetivamente.

No estudo desenvolvido por Agregan et al. (2019) o extrato da macroalga Fucus

vesiculosus apresentou um valor de cerca de 37.5 pM TE/g. Este, em comparacdo com o
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presente estudo é bastante similar ao valor do extrato de 6leo essencial, da Gracilaria gracilis,

com um valor de 32.19 pM de FeSO./g de extrato.

Noutro estudo (Jiménez-Escrig et al . 2001) a atividade antioxidante do extrato de
Fucus vesiculosus foi de 66.13 uM TE/g, sendo este valor superior ao obtido pelos trés

extratos analisados neste estudo.

4.2. Analise de compostos volateis por Cromatografia Gasosa (CG)

Os compostos volateis (COV) destacam-se dos compostos bioativos produzidos por
macroalgas, 0s que tém uma atividade bioldgica significativa (Cebeci, 2023). Existe uma
variedade e um teor elevado de metabolitos volateis, nas macroalgas como por exemplo, 0s
hidrocarbonetos, cetonas, aldeidos, alcoois, acidos -carboxilicos, ésteres, compostos
halogenados, compostos sulfurados, furanos, pirazinas, piridinas, aminas etc.(Vilar et al.,
2020).

A presenca de compostos volateis torna-se essencial na alimentagdo uma vez que sao
responsaveis pelos atributos de sabor e qualidade geral dos alimentos. Acresce ainda a
responsabilidade pelas ligagbes quimicas que, quando libertados para o ecossistema
marinho, agem como feromonas sexuais que se envolvem no processo de acasalamento,
ajudando como dissuasores ou defesa quimica para herbivoros e inibidores de bactérias e

fungos (Ferraces-Casais et al., 2013; Lépez-Pérez et al., 2017).

No presente trabalho, e apesar da quantidade reduzida de 6leo essencial obtida apds
a hidrodestilagdo das duas macroalgas, foi possivel realizar a identificacdo dos compostos

volateis, tal como se pode observar na Tabela I.

34



Tabela | - Composicéo percentual dos compostos volateis extraidos por hidrodestilacdo de Fucus
vesiculosus (Fv_11 22) e de Gracilaria gracilis (Gg_11_22).

Componente IR Fv_11 22 Gg_11 22
1-Octen-3-ol 961 0.2 v
2-Pentil furano 973 Y \Y
trans-2-Octenal 1017 \Y; v
n-Octanol 1045 0.1

n-Nonanal 1073 0.1
2-trans-Nonenal 1124 \Y;
2-trans-Decenal 1236 \Y;

NI 2 1250 0.2 v
Epoxido de B-ionona 1452 v v
trans-B-lonona 1456 0.2 v
1-Pentadeceno 1493 1.5
n-Pentadecano 1500 1.7 v
n-Heptadecano 1700 2.9
Acido tetradecandico (= acido miristico) 1723 82.4
Hexahidrofarnesil acetona 1803 2.0 7.9
Acido hexadecanoico (= acido palmitico) 1908 8.5 84.4
% identificacdo 96.9 95.2

RI: indice de Retencéo relativo a uma série de n-alcanos Ce-Coo. V: vestigial (<0,05%);

Relativamente a Fucus vesiculosus os dois componentes dominantes sdo os acidos
gordos miristico e palmitico, representando cerca de 82.4 % e 8.5 %, respetivamente do total
de compostos identificados. Os restantes compostos apresentaram uma percentagem

bastante reduzida, na maioria dos casos, vestigial.

Comparativamente ao encontrado na macroalga Gracilaria gracilis, foi notéria uma
menor expressdo em termos de compostos volateis com exce¢do da predominancia do acido

gordo, o acido hexadecandico ou acido palmitico, com cerca de 84.4%.

Na Fucus vesiculosus foram encontrados para além do acido miristico em quantidade
consideravel, como referido anteriormente, também os compostos 1-Pentadeceno, trans-3-
lonona, 1-octen-3-ol, respetivamente por ordem de maior para menor concentracdo. Os
compostos encontrados nestas amostras também séo visiveis nos hidrolatos extraidos nas

analises cromatograficas.
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Nos estudos desenvolvidos por Lépez-Pérez et al.,, (2017) e Vilar et al., (2020),
destacou-se a variacdo do teor de compostos volateis das macroalgas de acordo com a sua
composicdo, da espécie da macroalga, da regido geografica e até mesmo do método de
extracdo aplicado. Tendo em conta as condicionantes para a identificacdo e a quantificacdo

dos compostos volateis ser na maioria vestigial, foi possivel identificar e quantifica-los.

No estudo realizado por Ferraces-Casais et al. (2013) em duas macroalgas castanhas,
Wakame (Undaria pinnatifida) e Kombu (Laminaria spp.), foi detetada uma percentagem do
alcool 1-octen-3-ol de 0.49% e 0.51%, respetivamente. Noutro estudo, elaborado por Lopez-
Pérez et al., (2017), o 1-octen-3-ol foi identificado em 7 macroalgas distintas e, representativas
das trés classes de macroalgas. Neste estudo, a macroalga castanha Himanthalia elongata
apresentou uma maior abundancia deste composto, ao contrario da macroalga vermelha
Palmaria palmata com uma diferenca de valores que variou entre 528.3 de indice de retencdo
para um total de 1445.8 e 83.7 de indice de retencdo para um total de 1435.8, de IR total de
alcoois, respetivamente. De acordo com o estudo de Su et al., (2022), este composto €
indicativo de um aroma caracteristico de cogumelos confirmado pelo estudo de Wurzenberger
& Grosh (1983) em que se observaram diferencas no teor deste compostos em duas
variedades de cogumelos, sendo que a variedade castanha comparando com os cogumelos

de variedade branca, apresentaram teores mais elevados.

Miladi et al. (2013) refere que o alcool 1-octen-3-ol encontrado no 6leo essencial de
tomilho (0.39%) e alecrim (0.12%). apresentou um indice de retencao de 981. Outros autores,
lli¢ et al., (2022) referem para a menta, balsamo de limao e manjericao doce, que o indice de
retencaéo (974) foi superior ao do presente estudo (961). De acordo com estudos anteriores,
este composto volatil ao ser aplicado na planta Arabidopsis, mostrou induzir genes de defesa
na planta, principalmente no aumento da resisténcia contra o fungo Botrytis cinerea, um
agente patogénico que causa perda de folhas, murcha flores e causa o apodrecimento de
vegetais, criando uma camada cinzenta, normalmente em condi¢ces de humidade (Kishimoto
et al., 2007; Shi et al., 2023).

De acordo com 0s compostos volateis que mostram uma maior presenca nas
macroalgas, além do composto volatii mencionado anteriormente, temos a presenca do
composto o trans-B-ionona, conhecido também por 3-buten-2-one ou 4-(2,6,6-trimethyl-1-

cyclohexen-1-yl).
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Num estudo realizado por Venda, Figueiredo & Godinho, (2022) em framboesas foi
possivel identificar o composto terpendide trans-B-ionona, como um dos mais presentes na
sua composi¢cdo, sendo um dos compostos responsaveis pelo aroma. Noutro estudo
reportado por Vilar et al. (2020) a presenca deste terpendide foi encontrado em seis
macroalgas (Himanthalia elongata, Laminaria spp., Laminaria ochroleuca, Undaria pinnatifida,
Palmaria palmata e Porphyra umbilicalis), juntamente com a macroalga castanha Saccharina
latissima de acordo com o estudo de Lopez-Pérez et al., (2017). Comparando o teor nas varias
macroalgas, h4 uma notoria diferenca de concentragédo entre estas, sendo o0 composto que se
apresenta mais abundante na alga vermelha Porphyra umbilicalis (83.9%) e com menor

abundéncia na macroalga castanha Laminaria ochroleuca (4.2%).

Outro composto de interesse e presente ha macroalga Fucus vesiculosus foi o 1-
pentadeceno, composto volatil pertencente ao grupo dos hidrocarbonetos, tendo sido
encontrado em 5 macroalgas estando em maior proporcao na alga Chondrus crispus (Lopez-
Pérez et al., 2021). Num estudo de Mohy EI-Din & El-Ahwany (2016), a alga Corollina
mediterranea, que atualmente tem o0 nome de Ellisolandia elongata, segundo o World Register
of Marine Species (WORMS), o composto 1-pentadeceno apresentou um valor de tempo de

retencdo de cerca de 32.75.

Relativamente aos acidos gordos com maior expressao (acido tetradecandico e acido
hexadecandico) na alga Fucus vesiculosus (tabela ), verifica-se que o acido tetradecanéico
se apresenta em maiores guantidades do que o hexadecandico. De acordo com Petry et al.,
(2021), o &cido gordo com maior presenca na Fucus vesiculosus foi o acido linoleico, que nédo
foi detetado no presente estudo. Ao contrario, estes autores referem que o acido
tetradecandico se encontra em menor quantidade comparativamente com o0 acido
hexadecandico, 0.06% e 8.73%, respetivamente. Estes dados podem resultar da n&o extragcédo
do 6leo, mas sim da aquisicdo de um composto comercial, e 0 método cromatogréafico ser
diferente do aplicado no presente estudo. Tal como no estudo mencionado anteriormente,
Lorenzo et al., (2017) apresenta dados que contrariam os apresentados no presente trabalho,
ou seja, na macroalga Fucus vesiculosus, verificou-se uma  proporcao de acido
tetradecandico (miristico) inferior a de acido hexadecandico (palmitico), com valores de
11.38% e 14.66%, respetivamente. Esta diferenca podera ser devida aos métodos de

extracdo, a metodologia de identificagéo utilizada e a proveniéncia do 6leo.
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No que diz respeito a macroalga Gracilaria gracilis, na literatura foram encontrados
varios estudos que confirmam a elevada quantidade do acido palmitico presente neste tipo de
macroalga. No trabalho de Capillo et al., (2018), verificou-se a presenca de cerca de 31.62%
e 41.71% de acido palmitico, nos extratos de cloroférmio e de éter dietilico, respetivamente,
em que, mais uma vez, foi utilizada como método cromatografico o GC-FID de forma a analisar
0s compostos volateis. Este estudo também retém a presenca de acido miristico o que
contraria o apresentado no presente trabalho, apesar dos valores diminutos de 4.76% e 5.96%
nos extratos de cloroformio e de éter dietilico, respetivamente. Francavilla et al., (2013),

concentracdo mais elevada dos acidos palmitico e de miristico, confirmando o estudo anterior.

Num ensaio de Neto et al., (2018), foi efetuada a comparacédo das mesmas espécies
mostrando que o &cido palmitico era o acido gordo saturado maioritario. No presente estudo
o acido palmitico foi detetado como maioritario na Gracilaria gracilis, enquanto o acido

miristico foi o dominante na Fucus vesiculosus.
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5. Concluséao e Perspetivas Futuras

Considerando a matriz das macroalgas estudadas, a metodologia da hidrodestilacdo
devera ser otimizada no futuro pois, a Gracilaria gracilis revelou alguma instabilidade durante

0 processo, apresentando comportamentos diferentes durante a ebulicdo.

A avaliacdo da capacidade antioxidante dos trés extratos (6leo essencial, 4gua de
decoccédo e hidrolato) obtidos apds a hidrodestilacdo das macroalgas Gracilaria gracilis e
Fucus vesiculosus, foi realizada através da determinacdo do teor de compostos fendlicos
totais (TPC), da capacidade de absorgéo do radical livre DPPH e pela capacidade de reduzir
o0 ido Fe** (FRAP).

Dependendo do tipo de extrato (6leo essencial, agua de decocgéo e hidrolato) o TPC
foi variavel, evidenciado diferentes eficacias/afinidades com o processo de extracdo. No
extrato da agua de decoccdo, a Fucus vesiculosus evidenciou um TPC elevado, enquanto

gue no extrato do 6leo essencial foi a Gracilaria gracilis que se superiorizou.

Relativamente a avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH, a Fucus
vesiculosus mostrou uma maior atividade antioxidante, enquanto na avaliagdo pela
metodologia FRAP foi a Gracilaria gracilis que apresentou um potencial antioxidante superior.
Estas diferencas poder&o ser devido a metodologia aplicada, ou seja, no método DPPH, existe
a transferéncia de eletrbes do composto antioxidante para o radical livre DPPH, enquanto que
no método FRAP na presenca de um antioxidante, ocorre a redu¢cdo em meio-acido do
complexo férrico, Fe (Ill)-TPTZ , ao complexo ferroso (Fe (I)-TPTZ), Assim, as macroalgas
Fucus vesiculosus e Gracilaria gracilis presentam na sua composicdo compostos com
caracteristicas distintas e complementares que contribuem para a sua capacidade

antioxidante.

Os compostos volateis j& conhecidos na &rea alimentar, por serem essenciais para a
determinacgéo da qualidade de um produto, foram identificados no presente estudo a partir do
extrato do 6leo essencial recolhido das duas macroalgas em estudo (Gracilaria gracilis e
Fucus vesiculosus). De todos 0s compostos volateis, o acido palmitico foi detetado com uma

percentagem relevante na macroalga Gracilaria gracilis, sendo a Fucus vesiculosus a que
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teve um maior nimero de compostos volateis identificados, sendo o &cido miristico o
composto maioritério.

Apesar das dificuldades sentidas ao longo do trabalho, os objetivos inicialmente definidos
foram atingidos, contribuindo para o0 conhecimento do potencial antioxidante, apds

hidrodestilacdo, das macroalgas Fucus vesiculosus e Gracilaria gracilis.
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Anexos

Tabela A | - Controlo microbiolégico realizado a macroalga Fucus vesiculosus produzida pela empresa
portuguesa Algaplus.

Parametros Valores de referéncia

Contagem total viavel (30 °C) (1) | £10° ufc/g (1)

Bactérias redutoras de sulfato | <102 ufc/g (1)

Staphylococcus aureus | <102 ufc/g (2)

Coliformes fecais | <10* ufc/g (1)

Clostridium perfringens | <102 ufc/g (1)
Bolores | <102 ufc/g (1)
Leveduras | <10° ufc/g (1)

Salmonella spp. | Absent in 25¢g

Listeria monocytogenes | Absent in 25 g

(1) Valores Guia para avaliacdo da qualidade microbioldgica de alimentos INSA_Grupo 3,
(2) Regulamento francés — CEVA 2019

Tabela A Il - Composicéo nutricional da macroalga castanha, Fucus vesiculosus.

Parametros Valores de referéncia

Energia (kcal) | 209
(ki) | 865
Acidos gordos totais (g) | 2.4

Acidos gordos saturados (g) | 0.46

Acidos gordos polinsaturados (g) | 0.38
Hidratos de carbono (g) | 10.8
Agucar (g) | 0.2
Proteina (g) | 14.5
Fibra dietética (g) | 43.1
Potéssio (mg) | 3272
Célcio (mg) | 1167
Magnésio (mg) | 885
Ferro (mg) | 14.7
Zinco (mg) | 8.2
Cobre (mg) | 0.4
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Manganés (mg)

8.3

Selénio (ug)

88.4

lodo (ug)

40000

Sal (9)

7.6

Humidade (%)

12

*Vitaminas e minerais presentes em quantidades significativas de acordo com o Regulamento

(EU)No. 1169/2011.

Tabela A 1lI - Identificac&o e informacao para conhecimento do consumidor, relativamente a macroalga

Fucus vesiculosus.

Parametros

Valores de referéncia

Macronutrientes

Nome do produto

Fucus vesiculosus totalmente seca

Fucus vesiculosus semi-seca (flocos)

Fucus vesiculosus semi-seca (farinha)

Produtor

Algaplus - Producéo e comercializagéo de
algas e seus derivados, Lda

Quantidade liquida

Depende do formato da embalagem

Ingredientes

100% Fucus vesiculosus seca

Declaragéo nutricional

Energia, Hidratos de carbono, Ac¢ucar,
Gordura total, Acidos gordos saturados,
Proteinas, Fibra dietética, Sal; Vitaminas e
Minerais (presentes em quantidades
significativas =15% do DDI)

Alergénicos

Produto néo alergénico;
Dada a sua origem natural, pode conter
vestigios de:

o Peixe,

e Crustaceos,

e Moluscos;

Sem glaten

Informacé&o adicional

Livre de OGM

Sem corantes nem conservantes

independente SATIVA PT-BIO-O3.

Cultura e a transformacéao tém certificagao bioldgica pela entidade competente e
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Data minima de validade

Até 2 anos depois de seca e embalada

Na falha de seguir as condi¢des ideias de
preservacdo pode diminuir a qualidade do
produto e diminuir a durabilidade do

mesmo

Tabela A IV - Especificacdo do transporte e armazenamento, relativamente a macroalga Fucus

vesiculosus.

Transporte

Transporte realizados por veiculos
fechados

Armazenamento

Manter a embalagem fechada,
resguardada de qualquer fonte direta de
luz e calor.

Armazenada num local fresco e seco a
temperatura ambiente.

Tabela A V - Parametros de avaliagao toxicolégica, de metais pesados e outros elementos e os valores
de referéncia para cada um, relativamente a macroalga Fucus vesiculosus.

Parametros

Valores de referéncia

Arsénio inorganico

3 mg/kg (peso seco) (1)

Estanho

5 mg/kg (peso seco) (1)

Cadmio

0,5 mg/kg (peso seco) (1) || 3 mg/kg (peso
molhado) (2)

Chumbo

5 mg/kg (peso seco) (1)

Mercurio

0,1 mg/kg (peso seco) (1)

lodo

<103 ufc/g (1) kg (peso seco) (1)

Regulamento francés — CEVA 2014 (2) Regulamentacdes CE n°® 629/2008; 420/2011; 488/2014
para suplementos alimentares constituidos exclusiva ou principalmente por algas secas, produtos
derivados de algas marinhas ou moluscos bivalves.

Tabela A VI - Controlo microbiolégico realizado a macroalga Gracilaria gracilis pela empresa

portuguesa Algaplus.

Parametros

Valores de referéncia

Contagem total viavel (30 °C) (1)

<108 ufc/g (1)

Bactérias redutoras de sulfato

<10° ufc/g (1)

Staphylococcus aureus

<107 ufc/g (2)

Coliformes fecais

<10 ufc/g (1)
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Clostridium perfringens | <102 ufc/g (1)

Bolores | <102 ufc/g (1)

Leveduras | <10° ufc/g (1)

Salmonella spp. | Absent in 25¢g

Tabela A VII - Composicéo nutricional da macroalga vermelha, Gracilaria gracilis.

Parametros Valores de referéncia

Macronutrientes

Energia (kcal) | 210
(kj) | 873

Acidos gordos totais (g) | 1.4

Acidos gordos saturados (g) | 0.42

Acidos gordos polinsaturados (g) | 0.16

Hidratos de carbono (g) | 8.4

Acgucar (g) | 0.2

Proteina (g) | 21.9

Fibra dietética (g) | 5.9

Potassio (mg) | 5853

Célcio (mg) | 1292

Fosforo (mg) | 177

Magnésio (mg) | 412

Ferro (mg) | 19.7

Zinco (mg) | 3.3

Cobre (mg) | 0.4

Manganés (mg) | 103.5.

lodo (ug) | 494300

Sal (g) | 5.9

Humidade (%) | 12

*Vitaminas e minerais presentes em quantidades significativas de acordo com a Regulamento
(EU)No. 1169/2011.
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Tabela A VIII- Identificacdo e informacdo para conhecimento do consumidor, relativamente
macroalga Gracilaria gracilis.

Parametros

Valores de referéncia

Macronutrientes

Nome do produto

Ogonori Gracilaria gracilis totalmente seca

Ogonori Gracilaria gracilis semi-seca

(flocos)

Ogonori Gracilaria gracilis semi-seca

(farinha)

Produtor

Algaplus - Producéo e comercializagéo de
algas e seus derivados, Lda

Quantidade liquida

Depende do formato da embalagem

Ingredientes

100% Gracilaria gracilis seca

Declarag&o nutricional

Energia, Hidratos de carbono, Ac¢ucar,
Gordura total, Acidos gordos saturados,
Proteinas, Fibra dietética, Sal; Vitaminas e
Minerais (presentes em quantidades
significativas =15% do DDI)

Alergénicos

Produto nao alergénico;
Dada a sua origem natural, pode conter
vestigios de:

o Peixe,

e Crustaceos,

¢ Moluscos;

Sem glaten

Informacéo adicional

Livre de OGM

Sem corantes nem conservantes

Cultura e a transformacéo tém certificacéo bioldgica pela entidade competente

e independente SATIVA PT-BIO-03.

Data minima de validade

Até 2 anos depois de seca e embalada

Na falha de seguir as condi¢des ideias de
preservacdo pode diminuir a qualidade do
produto e diminuir a durabilidade do

mesmo
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Tabela A IX - Especificacdo do transporte e armazenamento, relativamente a macroalga Gracilaria

gracilis.

Transporte

Transporte realizados por veiculos
fechados

Armazenamento

Manter a embalagem fechada,
resguardada de qualquer fonte direta de
luz e calor.

Armazenada num local fresco e seco a

temperatura ambiente.

Tabela A X - Parametros de avaliag&o toxicoldgica, de metais pesados e outros elementos e os valores
de referéncia para cada um, relativamente & macroalga Gracilaria gracilis.

Parametros

Valores de referéncia

Arsénio inorganico

3 mg/kg (peso seco) (1)

Estanho

5 mg/kg (peso seco) (1)

Cadmio

0,5 mg/kg (peso seco) (1) || 3 mg/kg (peso
molhado) (2)

Chumbo

5 mg/kg (peso seco) (1)

Mercurio

0,1 mg/kg (peso seco) (1)

lodo

<103 ufc/g (1) kg (peso seco) (1)

Regulamento francés — CEVA 2014 (2) Regulamenta¢des CE n°® 629/2008; 420/2011; 488/2014
para suplementos alimentares que consistem exclusiva ou principalmente em algas secas,
produtos derivados de algas marinhas, ou de moluscos bivalves secos.
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