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Resumo

O meio marinho é um espaco repleto de diversidadé& em organismos como
em potenciais recursos naturais. Por isso tem sidodos focos na investigacao
cientifica. Nesta area de conhecimento as alggsas#@mente, um dos temas em voga.
Apesar de ja serem utilizadas por varios paisetespos remotos, na Europa comecam
a dar agora passos fundamentais.

De varios estudos realizados as algas evidencianurea fonte de varios
compostos e metabolitos secundérios, com posshisacdes e reveladores de
atividades biolégica. As primeiras investigacOesultaram de aplicacdes no sector
alimentar, desde o seu consumo direto até aov@slitiaturais. Posteriormente a sua
exploracdo resultou na descoberta de compostos aplinacbes farmacéutica e
cosmética. De forma complementar revelaram-se ureaamhenta para a
biorremediacdo, que juntamente com a aquacultuginaram-se sistemas de IMTA
(Aquacultura Multi-Troéfica Integrada). Verifica-s&ssim que a biotecnologia das algas
assegura um futuro promissor.

O nosso pais, rodeado de uma extensa zona coafmieaenta uma variada flora
algal. Tal facto permite a aplicacdo biotecnolog&ea enaltecimento de recursos
naturais. No entanto ainda precisa de ser explorado

Neste trabalho foi avaliado o potencial de culévbiotecnoldgico d8ifurcaria
bifurcata presente na costa portuguesa. Os seus compostis/és foram extraidos
com recurso a solventes organicos e agua. Degmsas0s extratos metandlicos e os
aquosos foram utilizados em todos 0s ensaios ewpetais.

A atividade antioxidante foi determinada através qimntificacdo total de
polifendis pelo método de&olin-Ciocalteu e através da avaliagdo da capacidade de
reducdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil®@PPH). A capacidade antifingica foi
avaliada através do meétodo de macrodiluicdo emocalohtra sete estirpes de
dermatofitos patogeénicos. Por fim, tentou-se qtiaatie identificar alguns compostos
que compdem cada extrato, atravées da aplicac&cdieas de cromatografia liquida de
alta resolucéo (HPLC) e cromatografia de camada (irLC). Os resultados obtidos
foram sobretudo de caracter comparativo entre aasoselvagens e de aquacultura

Com base nos resultados, podemos concluiBgumfurcataé uma alga passivel
de cultivo em sistemas de aquacultura multi-troficeegrada (IMTA), apesar de

requerer alguns cuidados particulares. A niveldoiodldgico, demonstrou possuir alto

Xi



conteudo de compostos fendlicos, resultado connted@om a sua capacidade
antioxidante. Na atividade antifungica, esta egpéctapaz de inibir grande parte dos
dermatofitos testados. Por fim, relativamente assltados em HPLC verificou-se que
cada extrato possui uma composicdo, no entanto sedwerificaram diferencas

qualitativas entre as amostras. Quanto a aplicdgad®LC as amostras, confirmou a

presenca de compostos fendlicos, entre os quaiddtunos.

Palavras-chaves: Bifurcaria bifurcatg IMTA, Antioxidantes, Antifungicos,
Cromatografia
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Abstract

The marine environment is a space full of diversgigher in organisms as in
potential natural resources. Therefore, it has l@eeanter of attention in the scientific
investigation. In this area of knowledge, algaeare of the themes currently in vogue.
Despite already been used by various countrieaaieat times, in Europe they now
begin to take fundamental steps.

From various studies performed, algae demonstmatgeta source of several
compounds and secondary metabolites with poteafiglications and revelators of
biological activity. The first investigations inisharea resulted from applications in the
food sector, from its direct consumption to theunat additives. Thereafter its
exploration resulted in the discovery of compounath pharmaceutical and cosmetic
applications. Complementarily they proved to bed tor bioremediation that, together
with aquaculture originated the IMTA systems (Iméggd Multi-Trophic Aquaculture).
Thus, it appears that algae biotechnology ensupesraising future.

Our country, surrounded by an extensive coasta, ggeesents a varied algal
flora. This allows the biotechnological applicatiand enhancement of natural
resources. Nevertheless, it still needs to be eggdlo

In this present study, the cultivation and biotestbgical potentials of
Bifurcaria bifurcata present in the Portuguese coast were evaluatedbidictive
compounds were extracted using organic solvents watkr. Of these, only the
methanol and aqueous extracts were used in alliexgetal assays.

The antioxidant activity was determined through tb&al quantification of
polyphenols using the method of Folin-Ciocalteu d@nbugh the evaluation of the
capacity of reduction of the 2, 2-diphenyl-1-picyghazyl radical (DPPH). The
antifungal capacity was evaluated through the brotcrodilution methods against
seven strains of pathogenic dermatophytes. Findlére was an attempt to quantify and
identify some compounds that constitute each exttAmugh the application of
techniques of high-performance liquid chromatogyapfHPLC) and thin-layer
chromatography (TLC). Results are mainly of comfpaeanature between wild and
from aquaculture samples.

Based in the results, we can conclude Batbifurcatais seaweed liable of
cultivation in integrated multi-trophic aquacultisgstems (IMTA), although it requires
some particular care. At a biotechnological leitelemonstrated to have a high content

of phenolic compounds, which is a concordant rewith its antioxidant capacity. In

xiii



the antifungal activity, this species is capable iohibit most of the tested
dermatophytes. Finally, regarding the HPLC resutitsas been found that each extract
have one composition however there were no quaktatifferences between samples.

In relation to the application of the TLC to thargaes, it confirmed the presence of

phenolic compounds, including phlorotannins.

Keywords: Bifurcaria bifurcata IMTA, antioxidants, antifungals, chromatography
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1. Introducado




Introducdo
1. Introducao

Quando é pronunciada a palavra azul, rapidamestEiasnos ao céu e ao mar.
Ao retornar alguns anos atras, lembramo-nos datatag8o que o planeta onde
vivemos apresenta uma coloracdo predominantementd. &ais observacoes
juntamente com imagens obtidas do espaco confirmagata preponderante cor,
levando a classificacdo de “Planeta Azul”. Estiraayge a Terra seja rodeada por 70%
de oceanos com 3800 metros de profundidade médiaac€ano € um espaco
tridimensional, constituido de uma enorme divedgdanarinha desde pequenos
organismos microscopicos, até grandes animaises@ig plantas. Local onde surgiu a
vida, ha cerca de 3,8 milhbes de anos atrds, &8tesd nos proporciona uma
contemplagdo como local de lazer, como também uraadg variedade de bens e
servicos essenciais a nossa vida. Por outro lagte, tem constituido uma fonte e
incentivo para estudos por parte da comunidadetitoan com o objetivo de
compreender o inicio da vida neste planeta e sachversidade (Saa, 2002).

Durante muitos anos, devido a dificuldades econé@snicas pessoas que
habitavam nas costas europeias utilizaram o marocomeio de subsisténcia e de
comércio. Mudaram assim a visdo em relacdo ao umarrecurso que poderia vir a
complementar os recursos terrestres (Campbell &dllis; 1994).

A observacgéo do meio marinho, biodiversidade edgaa, levou os cientistas a
iniciar o estudo da vida marinha. Primeiro comeaga®m 0s animais, e agora mais
recentemente com microrganismos (alguns delesmiessem ambientes improprios a
vida humana — os estremofilos), e as plantas (glgasre outros. Devido a grande
diversidade marinha, houve a necessidade de @r@ysvramos desta ciéncia. Aquela
que se dedica ao estudo das algas é designadadticébu Algologia). Esta palavra
deriva do gregphycos que significa “algas(Lee, 2008).

O termo alga é muito amplo. De forma geral, assadg@ organismos eucariotas,
autotroficos, providos de clorofila, ndo possuem tecidos e 6rgdos especializados
(corpo um talo), podendo ser encontrados na aguanoulocais humidos. Estas sdo
produtoras primarias, produzindo alimento paraestantes seres vivos. Através de
varios compostos (luz solar, dioxido de carbonbstincias inorganicas) num processo
de fotossintese, produzem oxigénio e compostosimags Por isso, desempenham um
papel ecolégico fundamental ndo s6 nas cadeia®mtiares de todos os ecossistemas

aquaticos, como também representam uma proporgéaibicativa da biodiversidade do
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mundo. As algas sao habitualmente divididas em caigas e macroalgas. Esta
segregacao artificial, sem valor taxonomico, feilo seu estudo (Pereira, 2010;
Wijesinghe & Jeon, 2011).

As macroalgas sdo, maioritariamente, aguelas gseendontramos no meio
marinho, apesar de haver algumas espécies de agea 8do algas macroscopicas
(visiveis a olho nu), encontradas durante a ma&bau a deriva no mar quando
ocorrem fendmenos de grande agitacdo marinha. §fanismos eucaridticos que
exibem uma grande diversidade de cores, formasnantaos. Estas sdo comumente
classificadas em trés grupos principais com bassiagigmentacao: filo Chlorophyta
(algas verdes), filo Hetrokontophyta ou Ochroph{ttasse Phaeophyceae — algas
castanhas) e filo Rhodophyta (algas vermelhas)e(f@er2009; O’Sullivan, 2010;
Kiling, 2013).

A utilizacdo das algas é relativamente recentecoasunidades europeias, no
entanto, em paises asiaticos o seu consumo comerdd ja remonta a tempos antigos.
Hoje em dia, estas sdo utilizadas como matériagpem muitos produtos alimentares
ou farmacéuticos, por intermédio da inclusdo ddosecompostos bioativofelo
menos 145 espécies de macroalgas sdo usados nm nmiedo como alimento,
sobretudo no Japao e paises ocideiRntat & Ozogul, 2013; Fleurenes al, 2012).

Portugal continental € um pais pequeno, localizadeudoeste da Peninsula
Ibérica, de forma quase quadrilatera. Verifica-segrande contacto com 0s oceanos,
permitindo assim a aplicacdo dos diversos ramoBidigia Marinha no estudo da
diversidade deste ecossistema. Apresenta um litoralcerca de 845 km de extenséo,
composto por areais e costas rochosas. De estedtizados em espécies algais
marinhas (Ardré - 1970; 1971) foram identificadosdescritas 246 espécies de
Rhodophyta, 98 Phaeophyceae e 60 ChloropBtaemos assim dizer que a costa
portuguesa possui uma grande diversidade de mgasjaimas em quantidades
reduzidas comparadas com outros paises (Pereia, 2008).

O desenvolvimento de tal diversidade de espécgmsak possivel devido ao
clima peculiar do territério portugués, como tambéa diversa influéncia das
diferentes massas de agua que banham a costayssaudg\ zona Norte é influenciada
sobretudo por correntes do oceano Atlantico, tesodwetudo uma flora algal tipica de
climas frios. Ja o Sul, influenciado por correniesoceano Mediterranico, comporta
algas tipicas de climas mais quentes. A zona Cegndrosofrer influéncia de ambas as

zonas, possui uma grande diversidade de algasvéstide observacdes e estudos, tem
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sido descrito um gradiente de algas ao longo da costa portuguesa: a medida que nos
deslocamos para Norte ocorre um incremento de espécies de algas castanhas e um
decréscimo de espécies de algas vermelh@a®ntanto, devido as alteracdes climaticas

e consequente aquecimento das aguas, estes limites de algas tem-se alterado. Espécies
caracteristicas de aguas quentes tém-se deslocado para Norte. Se ao longo dos anos este
fendmeno continuar, possivelmente na costa portuguesa as espécies de algas tipicas de
climas frios irdo desaparecer (Pereira, 2005, 2008)

As macroalgas sédo sobretudo observaveis na costa rochosa, por construir um
substrato apropriado para a sua fixagdo. Como se torna dificil de descrever toda a
diversidade das espécies ao longo da costa, optou-se por dividi-la em trés zonas: zona
infralitoral, mediolitoral e supralitoral (figura 1).

pand

e
el *

Supralittoral fringe
(littoral fringe)

Midlittoral zone
(eulittoral zone)

Infralittoral fringe
(sublittoral fringe)

Figura 1 - Esquema universal do padrdo de zonacdo estabelecido por
Stephenson & Stephenson (1949) (segundo Raffaelli & Hawkins, 1996).

A zona supralitoral localiza-se na parte superior mais perto do areal, sendo
representada pela sua exposicdo durante as marés-baixa. E caracterizada por organismos
que possuem mecanismos de resisténcia a dessecacgdo. A zona mediolitoral encontra-se
entre os limites maximo e minimo, atingidos pelas ondas e marés, na preia-mar e na
baixa-mar. Aqui podemos encontrar po¢cas-de-maré permanentemente repletas de agua,
onde as condi¢cdes existentes sdo semelhantes as existentes no infralitoral. Constitui o
sitio preferivel para a colheita das algas, por ser um local de fécil acesso. A zona
infralitoral, permanentemente submersa, estende-se do limite minimo da zona
mediolitoral até a profundidade compativel com a existéncia de algas. Por ter as
condicbes mais estaveis, esta contém uma maior biodiversidade. A colheita de algas

nesta requer a utilizacdo de equipamento de mergulho. Deste modo, esta divisdo da
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costa ndo soO permitiu conhecer as principais espégie caracterizam cada zona, como
também ajuda na localizacdo das mesmas quandetnge colher (Almeida, 2007;
Sa4, 2002).

O meio marinho € reservatorio de variados compodiasmtivos. As
caracteristicas do meio como salinidade, temperapnessao e incidéncia luminosa
conferem particularidades nestes compostos, toomasdcom potencial para ser
aplicados em alimentacéo, conservacao e fortifc@€éeitaset al, 2012). Neste intuito,
ao longo dos anos, o estudo da vida marinha lewtwesido a descoberta novos
compostos biolégicos que tem impulsionado diveésaas da biotecnologia. Em cerca
de 220 000 substancias naturais registadas, afi®assao de origem marinha. Isto
pode ser explicado por os organismos marinhos seremos estudados, principalmente
por alguma debilidade no conhecimento e dificuldada colheita das amostras
(Ainane, 2011).

Mas, atualmente existe um foco nas algas, em qde aasua abundancia tém
sido alvo de vérios estudos reveladores de um grpaténcial, sobretudo por parte da
diversidade de metabolitos secundarios. Além devaér nutritivo (fibras proteinas,
conteudo mineral), estas ainda ndo demonstraracosride alergia e toxicidade. Isto
levou, que nas Uultimas trés décadas, a descobertmeatabolitos com atividades
biolégicas a partir de macroalgas aumenta-se gigtifamente (Fleurencet al,
2012).

A biologia marinha experimental, sobretudo na pdetenacroalgas, é ainda uma
ciéncia recente, mas o desenvolvimento de novasltagias asseguram-lhe um futuro
promissor. Como € impossivel o estudo de toda ersldlade marinha, uma pequena
descoberta por parte de um cientista torna-se amdgravanco nesta ciéncia. Por vezes
€ necessario comecar o estudo no especifico pasegar compreender o geral. Por
este motivo, este trabalho debruca-se sobre uméciespde macroalga castanha, a
Bifurcaria bifurcata(Fucales, Phaeophyceae).
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1.1 - Macroalgas castanhas (classe Phaeophyceae)

As macroalgas castanhas pertencem a classe PhaeaphySao quase
exclusivamente marinhas, variando muito no querepeito a sua forma, podendo ir
desde simples filamentos até formas grandes e ewsagl Desempenham um papel
importante em ambientes marinhos, tanto como atimpezomo para os habitats que
estas formam. A nivel taxonémico inclui mais de gBfleros e acima de 1500 espécies,
possuindo por isso uma grande diversidade (Wijbksing Jeon, 2011; Graham &
Wilcox, 2000).

A cor acastanha € resultado da dominancia dos pigsexantofila e
fucoxantina, que disfarcam os outros pigmentos canatorofilaa e c, 3-caroteno e
outras xantofilas. A parede celular contém essknerate trés componentes: celulose,
acido alginico, e polissacarideos sulfatados (Eh&a2010; Graham & Wilcox, 2000).

Apresentam dimensfes que podem ir desde tamanlcogseopicos até formas
de grandes dimensdes. Crescem sobretudo na fatialitogal e supralitoral em costas
temperadas ou frias, podendo formar grandes fesestbaquaticas (Lee, 2008).

A classe Phaeophyceae tem sofrido muitas alteragfias termos de
classificagéo. Ainda assim, esta comporta cercarddns. No entanto, sdo as ordens
Laminariales, Fucales e Dictyotales que tém sid mpesquisadas a nivel fitoquimico
(Gupta & Abu-Ghannam, 2011).

As algas castanhas tém demonstrado nos ultimosoterdpter a capacidade de
produzir uma grande variedade de metabolitos séciosd(cerca de 44% entre todos 0s
filos — figura 2) com diferentes tipos de esqueletofuncionalidades. A estes
metabolitos encontram-se associados grandes paiterologicos (Ortalo-Magnét
al., 2005).

B Chlorophyta (green algae, 9%)
H Ochrophyta (brown algae, 445)
B Rhodophyta (red algae, 47%)

Figura 2 - Percentagem de metabolitos secundarios descritascpda filo d

macroalgas (segundo Mufietal, 2013).
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1.1.1- Compostos bioativos

As macroalgas castanhas, por ocuparem particuléenaerona mediolitoral das
zonas costeiras e serem organismos sésseis, agquira sua evolucdo mecanismos de
sobrevivéncia sobre uma constante flutuacado dadigfes no habitat. Estas flutuagGes
levam a formacéo de radicais livres e outros agemtilante fortes, que poderiam levar
a morte. Para ultrapassar tal dificuldade as adgaetizam compostos bioativos, em
que a sua exploracdo pode ser Util como ingrediefuiecionais para aplicacdes de
saude, tanto humana e animal (figura 3). Atualmease estudos tem incidido na
descoberta e caracterizacdo destes compostos.idémtsizados sobretudo processos
de extracdo com solventes, obtendo-se misturas legagpdos principais compostos
gue compdem as algas em estudo. Este € um proc@ssseletivo, porém tem sido
descrito que os extratos de algas castanhas cam@mmistura de polissacarideos,
compostos fendlicos, acidos gordos polinsaturagosteinas, peptideos, pigmentos,
vitaminas e terpenos. No entanto, aqueles que t@mnextensamente investigados e
explorados incluem diterpenos, polissacarideositsulds e florotaninos (Oliveiet al.,
2012; Balboeaet al, 2013).

Terpenos

Os terpenos sdo uma classe de metabolitos secmdi@afilicos produzidos
por diferentes tipos de organismos, como plantdgas. Sao constituidos por unidades
de isopreno, que podem adquirir as formas de hgites (G), monoterpenos ({g),
sesquiterpenos (g, diterpenos (&), triterpenos (gp) e tetraterpenos ou carotendides
(C40). Apresentam também uma enorme diversidade esttuincluindo compostos
aciclicos, monociclicos e policiclicos. Devido aasmportancia numerosos estudos
foram realizados ao longo das ultimas quatro décégiaenreictet al, 2004; Balboat
al., 2013).

No caso das macroalgas, tem sido relatado sobretymesenca de diterpenos.
Géneros comdifurcaria e Sargassunsao alguns exemplos onde ja ocorreu 0 seu
isolamento. Pensa-se que a sua producao tenhaupariiente a funcdo de protecao
contra a herbivoria. Atividade antioxidante e agétiviral sdo algumas das atividades
ja reportadas (Balbcet al, 2013; Gupta & Abu-Ghannam, 2011).
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Polissacarideos

As algas contém muitos polissacarideos diferenfesestrutura quimica e
designacéo sao diferentes dependendo da posigéwtaica e estrutura celular da alga
em questdo. Os polissacarideos sao polimeros sate@mpostos por hidratos de
carbono (monossacarideos) ligados entre si porcdam glicosideas. Estes estdo
presentes principalmente nas paredes celularesua aomposicéo altera-se de acordo
com a estacdo, idade, espécie e localizacdo gemgr&®ossuem como caracteristicas
comerciais as propriedades de estabilizantes, ssues e emulsionantes. Por isso, séo
empregadas em alimentos, racdes, bebidas, etalls castanhas, os polissacarideos
mais abundantes sdo laminarana, fucoidana e &acido alginico. O seu cumiute
geralmente varia entre 40% a 80% do peso seco.ji@tiaet al, 2012; Holdt &
Kraan, 2011; Zvyagintsew al, 2003).

Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao constituidos por umaghigiroxilo (-OH) ligado a
um grupo hidrocarboneto aromético. Tradicionalmestes sdo extraidos recorrendo a
etanol ou metanol como solventes. Existem varisstino entanto € referido que as
algas castanhas contém maiores quantidades d&afioros (Kadanet al, 2013).

Os florotaninos sao derivados de tanino, constiiigor compostos fenélicos
baseados em floroglucinol (1,3,5-tri-hidroxibenzeacintetizados pela via do acetato-
malonato. Estdo envolvidos em funcdes de defesagracao da parede celular, assim
como na protecdo em contextos de stresse e haehiividades antimicrobianas,
anti-inflamatéria, antioxidante, anticancerigenatreenoutras tém sido relatadas,
dependente do método de extragdo (Gupta & Abu-Giman@011; Balboat al, 2013;
Kadamet al, 2013).

Muitos outros compostos podem ser encontrados natittocdo das algas
castanhas, dependendo do estudo efetuado e dodasiéle extracdo aplicados. Neste
trabalho, da-se mais énfase aos que tem sido am@ngente citado em estudos
recentes. Ainda assim, a identificacdo de todasoogpostos que compdem 0s extratos,
€ um processo complexo. No entanto sdo estes ctwspgse levam a presenca de
atividades biolégicas. E de referir que muitos dasipostos presentes nas algas ja sdo

aplicados no sector alimentar em alimentos do nossa-dia (Pereira, 2011).
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Antioxidant Anti-aging
Anti-inflammatory Protective effect against
\ photo-oxidative stress
Anti-allergic \ /
Cyloprotective
el
Tyrosinase inhibitory ‘Whitening,
Protective effect against UV
Reduce melanin synthesis and light-induced skin damage
tyrosinase activity
MMP inhibitory activity Anti-wrinkling

Figura 3 - Esquema representativo de alguns dos compostos bioativos
presentes nas algas castanhas, assim como algumas atividades biol6gicas

demostradas com interesse cosmético (segundo Wijesinghe & Jeon, 2011).

1.1.2 - Atividades biolégicas

As algas produzem diversos compostos quimicos que funcionam como sistemas
de defesa, facilitando a sua sobrevivéncia em ambientes extremamente competitivos. A
investigacdo sobre produtos naturais quimicos e defesas quimica das algas durante os
altimos 40 anos resultou no isolamento de mais de 15.000 novos compostos, muitos dos
quais tém mostrado deter propriedades bioativas (Kelkmaal, 2012). Dentro das
diversas atividades bioldgicas manifestadas pelas algas, serdo enfatizadas as atividades

antioxidante e antifangica, por constituir a componente de estudo deste trabalho.

Atividade antioxidante

A oxidacdo é um processo metabdlico normal, uma consequéncia inevitavel na
producao de energibem como da diversidade de condi¢bes adversas gieenpsurgir
no ambiente marinho (D’Oraziet al, 2012). Este processo é ultrapassado por muitos
dos organismos marinhos pela producdo de moléculas bioativas, normalmente atravées
do seu metabolismo secundario. Por este motivo, estes compostos denominam-se de
antioxidantes. Em termos mais simples, um antioxidante pode ser considerado como um
agente ou composto que atrasa, impede ou elimina os danos oxidativos (Cornish &
Garbary, 2010).
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Para sobreviver em ambientes marinhos, muitas vagesssivos, macroalgas
precisam enfrentar diferentes condicdes ambientais, como a variabilidade da
salinidade, a competicdo por espaco e nutriendelagdo solar e variagcbes de marés
(Tierneyet al, 2010). Estas variacdes levam a producdo de R ¢ies reativas de
oxigénio), que em grandes quantidades podem levalano celular e/ou morte. Para
ultrapassar tal dificuldade, as algas produzem oasitop antioxidantes. S&o referidos na
literatura compostos como polifendis, ficocianinagrias enzimas, carotenoides,
catequinas e acido ascorbico (Cornish & GarbarypR0

Atualmente tem havido um aumento de agentes propstie stresse oxidativo,
resultando na maior procura de compostos antiotedagficientes. As macroalgas tém
sido um objeto de estudo neste campo, através narodeucompostos naturais. Existem
varios testes que podem ser utilizados no estudtividade antioxidante, dos quais se
destacam reducdo do radical DPPH (2,2-diphenyktiyiiydrazyl), FRAP (ferric

reducing antioxidant power), reducaotoaroteno, entre outros.

Atividade antifUngica

As infe¢des fangicas sdo um termo muito pronuncetdalmente, ndo so pelo
aumento na sua incidéncia assim como pela suadgqudei

Os fungos séo organismos que coabitam connoscs txldias. Pertencem ao
reino Fungi e sdo organismos eucariotas que sermtiam por absorcdo. A nivel celular
contém uma membrana nuclear e uma parede celultencio quitina (Purvest al,
2003).

Muitos destes fungos ao se instalarem no corpo hanpodem provocar
doencgas. Zonas como a pele, cabelo, unhas, e desuwlocutaneos estdo entre as
infecbes mais comuns. Neste caso, estes fungosmomanome de dermatofitos
(Bokhari, 2009).

Os dermatdfitos constituem um grupo de fungos flatmsos que degradam
queratina. Espécies dos génefggidermophyton Microsporume Trichophytonséao
responsaveis pelas infeces comuns na pele. Asigaia espécies patogénicas sao o
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubyumrichophyton tonsurans
Epidermophyton floccosumMicrosporum canis e Microsporum gypseum(Filo
Ascomycota). As infecdes causadas por estes fus@osobretudo micoses. Existem

diversos farmacos utilizados para o tratamentaadesbmeadamente azois, alilaminas,
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e derivados de morfolina. Estes atacam sobretush@rabrana citosélica dos fungos,
através da inibicdo dos seus constituintes. Ambodaomacos apresentam efeitos
colaterais e o0 seu uso continuado pode desenvasmsténcia a estes agentes (Zuzarte
et al, 2011; Sagar & Vidyasagar, 2013).

A maior resisténcia dos fungos, toxicidade dos oadentos e aumento de
infegcbes tem impulsionado o estudo para novos posdmomeadamente 0s naturais.
Os elementos naturais de varias plantas estaoudilssados, e numerosos estudos tém
relatado a presenca de compostos bioativos emt@xtde algas capazes de inibir o
crescimento de bactérias e fungos. Para o estudtvitiade antifiUngica existem varios
ensaios, no entanto os mais utilizado sdo o mé&teduacrodiluicdo em caldo e difusédo
em disco (Pint@t al, 2013; Manivannagt al, 2011).

1.2- Bifurcaria bifurcata: Caracterizacao

Bifurcaria bifurcata (figura 4) é uma macroalga castanha, onde prasente
alguma investigacdo, a nivel fitoquimico e biotéégiwo, tem incidido sobre esta. E
taxonomicamente posicionada como pertencente aoérimpEukaryota, reino
Chromista, filo Heterokontophyta, classe Phaeopigceordem Fucales, familia
Sargassaceae. Tem como sinonintagus rotundatusFucus tuberculatysFucus
bifurcatus Bifurcaria tuberculata Pycnophycus tuberculatus Pycnophycus
sisymbrioidesAscophylla tuberculatupe Bifurcaria tuberculatavar. sysymbrioidesos

quais ja ndo sao aceites atualmente (Guiry & GQibg4).

Figura 4 - Espécie em estud8ifurcaria bifurcataR.Ros$.

A B. bifurcataé uma alga marinha, em que as suas frondes @ratee de uma
macroalga) encontram-se aderidas as rochas paomiéde de um pequeno disco.

Possui um tamanho mediano (30 a 50 cm), formanfis tde coloracdo castanho-

1http://centros.edu.xunta.es/iesasfontinhas/DEPAR]EAWIOS/DEPARTAMENTOS/CIENCIAS/, acedido a 5/07/2014
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amarelados. Exibe uma forma cilindrica, contendeosadicotomicamente ramificados.
Por vezes, um dos segmentos é maior do que oevimadao crescimento irregular. As
extremidades dos ramos transformam-se, durantarey®ra, em recetaculos onde se
encontram encerrados os concetaculos hermafrq@ieasira, 2009; Julien, 2008).

E uma alga limpa, por se encontrar livre de egifitorma populacées densas
quando em habitat natural, de coloracdo castanlaaeteda. Quando seca apresenta
uma tonalidade escura, devido a perda de pigmenteggultante do processo de
desidratacdo. Esta espécie é perene, sendo muitodaite na costa portuguesa,
sobretudo no litoral Norte e Centro. A nivel datriisiicio mundial € uma espécie
encontrada na costa Atlantica, a partir de Marrgboste sul), até a Irlanda do Norte-
ocidental (limite norte). Devido a sua ampla disti¢do podemos constatar que € uma
espécie resistente, devido as varias condicOesattias que consegue suportar (El
Hattabet al, 2008; Marie Skewes, 2008).

Em termos do habitat,B bifurcatapode ser encontrada na zona supralitoral em
locais semi-expostos e na zona mediolitoral naagpde maré (Pereira, 2009; Campbell
& Nicholls, 1994).

Ciclo de vida

O ciclo de vida da&. bifurcatapensa-se que seja idéntico a maioria das algas
castanhas da ordem Fucales, tendo como espéceseamtiva d-ucus Por isso esta
possui uma reproducdo sexuada oogamica e cicloddediplonte (meiose gamética)
sem alternancia de geracdes (Braune, 2011; Led; ZBGham & Wilcox, 2000). A
época reprodutiva surge de abril a outubro e mgertle crescimento de setembro a
novembro (Menéndez Valderrey, 2004).

Na primavera as extremidades das frondes desteciesppresentam uma
coloracdo mais escura, com umas estruturas rugesaschadas denominadas
recetaculos. Nestes recetaculos encontram-se dagidsspeciais, os concetaculos. Para
esta espécie, pensa-se que 0s concetaculos sajaafioglitas, isto é, contém tanto os
gametangios masculinos como os gametangios fensiniQoando o concetaculo se
encontra maduro, possui uma abertura (ostiolocdlos escuros nos apices) por onde
sédo libertados os gametas. O ostiolo Bmbifurcata € bem proeminente, sendo
verificado a olho nu (pontos escuros) (figura F)dihas, 2002).
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Figura 5 - Estado reprodutivo erB.bifurcatacom ostiolo

proeminentes (pontos escuros). Visualizacdo a lupa.

Apos a libertacdo dos gametas para o exterior @gafseundacao. Ocorre assim
o desenvolvimento de um novo individuo, primeirateecom fixacdo ao substrato
seguido do crescimento apical com formacao de lmnp@renquimatoso (Graham &
Wilcox, 2000).

Todo este processo do ciclo de vida é controladdegendente de fatores
externos. Para a sua sobrevivéncia e crescimentdves de salinidade, temperatura,
luz e nutrientes disponiveis tem de ser ideais.dgds nestes fatores podem provocar
mudancas em todas as caracteristicas da alga @i28al). No entanto, os niveis de
tolerancia a fatores limitantes de crescimento aimdo foram referenciados em
nenhuma literatura. Ainda assim, estes sdo faiorpertantes uma vez que permitem

otimizar o processo de cultivo.

Compostos e atividade

A familia Sargassaceae tem despertado curiosidaglélimos anos, resultando
no isolamento e determinacdo da estrutura de neait30 compostos. Investigacdes
quimicas anteriores demonstraram guéifurcataé capaz de biossintetizar um grande
namero de metabolitos secundarios com diferenpes tile esqueleto e funcionalidades.
Diterpenos aciclicos sdo aqueles que existem erresaguantidades, estando a ser
identificados pela comunidade cientifica. Geramdgel e geranilgeraniol derivado de
diterpendides tais como eleganolone (13-oxogerardlgol) e eleganediol (13-
hidroxigeranilgeraniol) sdo metabolitos comuns etremlos nos varios estudos
(Abboud et al, 2009; Daoudiet al, 2001). Obtidos sobretudo a partir de extratos
lipidicos, estes apresentam diversificadas com@esicquimicas variando tanto

geograficamente como sazonalmente. Outros estuddsadlos a identificacdo de
polissacarideos e esterbis presentes nesta esptraids de técnicas Espectroscopia
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FTIR, revelaram a presenca de alginato e fucost&alioli et al, 2002; GOmez-
Ordodfiez & Rupérez, 2011; Bouzili al, 2008).

Todos os estudos realizados utilizam como baseepapacdo de extratos. De
forma geral, para esta alga, tem sido reportadaeaepca pigmentos (carotenos,
clorofilas e xantofilas), acidos gordos, compospagares (florotaninos), esterdis e
diterpenos (Abboudt al, 2009).

Apesar de todos os estudos na identificagdo dosbwiébs, para o género
Bifurcaria foram descritos apenas 8% (figura 6). Nesta orleutales), incide um
maior conhecimento de metabolitos nos génSergassune Cystoseiracom 36 e 28%,

respetivamente (Muic al, 2013).

M Bifurcaria (8%)

M Cystoseira (28%)
K Halidrys (2%)

B Sargassum (36%)
M Turbinaria (2%)

& Other Fucales (8%)

i Other Sargassaceae (16%)

Figura 6 - Distribuicdo dos metabolitos algais pelos variosegés da

ordem Fucales (segundo Mufioz, 2013).

No que diz respeito ao seu interesse econdmicdagoucos estudos tém sido
feitos nesta espécie. Existem apenas varias erp@&spara avaliacdo da sua atividade
biolégica, revelando um potencial anti-proliferatiantioxidante, anti-tumoral, inibi¢cao
na corrosdo do ferro, anti-incrustante e eficaren@ocdo de metais toxicos (Cd (ll), Zn
(I) e Pb (II)). E ainda de referir que esta temosuisada industrialmente e em hidro-
sementeiras. No entanto, no sector alimentar espgecee ainda ndo é usada
regularmente (Pérex al, 2005).

Estas propriedades podem ser explicadas por est@aga se encontrar muitas
vezes nas zonas entre marés. Consequentementesqiaeviver, tem de produzir
sistemas de defesa que resultam numa enorme dagesde compostos e metabolitos
secundarios. Outro facto a verificar € que estaasps uma alga muito limpa, isto €,
sem epifitas. Este é um facto curioso uma vez Gtee espécie é séssil e vive em
condicOes propicia a pratica de herbivoria porasutirganismos (competicdo). Por

estes motivo8. bifurcataao longo do tempo tem adquirido cada vez maiseaser e
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despertado a atencdo de cientistas, uma vez queve@osxente a vasta gama de
compostos e atividades podem ter um grande interess diversas areas da
biotecnologia.

1.3 - Aquacultura

A medida que a populacdo humana continua a creso@gcessario garantir uma
maior disponibilidade de alimentos provenientesad®ientes aquaticos. Apesar de
constituir parte de uma alimentacdo saudavel, estmsrsos necessitam de ter um
periodo de crescimento para atingirem as condieg@gdas para a recolha e para
posterior utilizagdo pelos consumidores. Para ctenlessa escassez e evitar a exaustao
dos recursos marinhos tem vindo a ser implementadmnceito de Aquacultura
(Klinger & Naylor, 2012).

De forma simples, a Aquacultura “consiste na coamé cultura de organismos
aquaticos, aplicando técnicas concebidas para aamgrara além das capacidades
naturais do meio, a producdo dos referidos orgars¥mExistem varios tipos de
aquacultura, no entanto a producdo atual foca-s@riagiamente em sistemas
intensivos ou semi-intensivos monoespecificos. @oma taxa de crescimento média de
6,9% por ano, € o sector de producdo de crescimeats rapido de alimentos do
mundo. No entanto, a rapida expansdo e intensificaga aquacultura originou
problemas ambientais (Abretial, 2011; Troellet al, 2009).

O aumento do sistema de cultivo de espécies agad@rou altas concentracdes
de residuos orgéanicos, que devido a inexisténcimél®dos eficazes de eliminacao,
podem causar uma variedade de efeitos nefastos eatnafizacdo, esgotamento do
oxigénio, mudancas na biodiversidade dos ecossastensteiros e a poluicdo das aguas
costeiras. Tais efeitos levaram a feedbacks negafpor parte da opinido publica,
levando a preconceitos e rejeicdo destes prodatqae conduziu, durante os ultimos
10 a 15 anos, a uma procura de técnicas ecolodiraa. aquacultura sustentavel que
seja ecologicamente eficiente, ambientalmente banigroduto diversificado, rentavel
e socialmente benéfica (Skriptsova & Miroshnikad®@l1; Abreuwet al, 2011).

Varios estudos tém demonstrado a eficiéncia das aq sistemas de remocéo
de nutrientes (biofiltros), reduzindo assim o intpac@ambiental. Um método

ambientalmente aceitavel e menos dispendioso noeggsamento dos desperdicios

2 www.dgrm.min-agricultura.pt/, acedido a 29/07/2014
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provenientes da aquacultura. A este método biolégico € dado o nome de Aquacultura
Multi-Tréfica Integrada (IMTA) (Nobre et gl2010; Barrington et gl2010) (figura 7).

O conceito de IMTA envolve interligacdo de varioven tréficos de uma
cadeia alimentar. E um processo natural, em que os remanescentes (residuo, nutrientes e
outros subprodutos) de niveis troficos superiores sao utilizados, como meio de
subsisténcia, por organismos de niveis troficos inferiores. Esta pratica é baseada no
principio da conservacdo da massa (Lavoisier — 1789), através de uma expressao
adaptada: " the solution to nutrification is not dilution, but extraction and conversion
through diversification" (Chopin et .g2012).

Normalmente, as espécies de maior valor (animas)stbemas de aquacultura
sdo diariamente alimentadas por racdes, resultando na producdo de matéria organica
(desperdicios) e excrecao de amédnia e dioxido de carbono (excrementos). A introducéo
de macroalgas nestes sistemas resulta num processo de biorremedicdo dos nutrientes
inorganicos dissolvidos, nomeadamente azoto (amdnia e/ou nitratos), fosfatos e didxido
de carbono. Ocorre assim a producdo de oxigénio, bem como biomassa das varias
espécies algais. Além das algas, devem existir organismos filtradores ou detritivoros
para utilizacdo da matéria organica como alimento (Vard, 2012; Chavez-Crooker
& Obreque-Contreras, 2010).

Suspension feeder

Phytoplankton
‘o%. o e

10,65

_. = ..‘ Decomposition
~do Benthic @, @ °f organic e
T Agee- — — L _ - = Mmatter

Figura 7 - Esquema representativo de um sistema de MTA

Este € um processo que requer varios ensaios para estudar as condi¢cdes
existentes (habitat, espécie em cultivo, nutrientes libertados, entre outros), de modo a

proceder a selecdo da espécie algal adequada. Esta escolha deve ter em conta o valor

3 https://www.jircas.affrc.go.jp/, acedido a 21/07/2014
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econdmico, bem como a capacidade de remediac&mRasta pratica ja € utilizada por
alguns paises nomeadamente Canada, Chile, Chia®| ks Africa do Sul, e mais
recentemente Portugal e Espanha (Keing., 2008; Sousa Pinto & Abreu, 2011).

Uma série de estudos tém sido realizados para tigaeso potencial de
biorremediacéo de varias espécies de algas, cddhasspp.,Gracilaria spp.,Codium
fragile, entre outros. Tais estudos envolvem a integragitas espécies com varias
espécies de aquacultura, assim como diferentessil@ptanques, reservatorios, e
mar). Mais recentemente, os sistemas de IMTA tefo asplicado em espécies das
grandes algas castanhas, conhecidas como “kelphieadamente enSaccharinae
Alaria, sobretudo no Canada (Guerrero & Cremades, 20dr2ingtonet al, 2009).

O IMTA é um tema recente e abrangente que podemtgtas variacbes
diferentes, dependentes das condi¢cdes locais. Bagdmcomo a temperatura e
luminosidade sao referidos como os mais influenesges sistemas. A temperatura é
um fator importante uma vez que afeta a velocidllem grande numero de reacdes
metabdlicas, ao passo a luz funciona como fontertergia para a realizagdo da
fotossintese. Por isso é que cada espécie esttaddapdiversas gamas destes fatores.
Quanto aos outros fatores, salinidade e pH, porsnfirerem grandes oscilacdes a sua
influéncia nas algas é minima (Rodriguez-Prietalet 2013; Lobban & Harrison,
1994).

Verifica-se assim que este sistema tem apresentasdttados que podem levar
ao seu sucesso. Este ndo s6 pode promover a sbdidatle dos recursos marinhos,

como também implementar as algas na alimentacBretsido dos povos europeus.

A aquacultura de algas € um tema atual em Portdgasar dos preconceitos
por estas e grande ligagdo com a gastronomia reci@rum conceito que comeca a
progredir. Para a espédse bifurcatando existem referéncias sobre condi¢des ideais de
crescimento, nem casos de estudos do seu cultv@nkhnto, o facto de ser uma alga
nativa da costa portuguesa, sempre livre de ep#ita sistemas naturais, com relevante
potencial biotecnoldgico descrito na literatura @nc capacidade de propagacao
vegetativa, torna esta espécie com potencial pdtisacem Portugal.

Neste trabalho, a espédse bifurcatafoi avaliada quanto ao seu potencial de
cultivo em sistemas de IMTA. As razbes para a bscaleste sistema foram a

disponibilidade permanente de nutrientes essenu#s 0 crescimento, bem como por
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ser utilizado pela empresa ALGAplus. Com este igtespera-se que haja aumento de

produtividade e possibilidade de producéo todomdasta espécie algal.

1.4- Objetivos

As macroalgas tém-se revelado importantes produeacompostos bioativos
com as mais variadas atividades funcionais. Semdoracurso abundante na costa
portuguesa, mas pouco investigado, a sua explorac&alorizacdo € um factor
influente. Neste contexto, este trabalho foi focadoestudo ddifurcaria bifurcata
com o intuito de compreender um pouco mais sobseos compostos biativos e poder

biotecnoldgico. Assim os objetivos fundamentais sao

a) Avaliar o potencial de cultivo em sistemas de IMT&nto em condicdes
laboratoriais como em condi¢cdes exteriores;

b) Avaliar a capacidade antioxidante e antifungicaxteatos brutos;

c) Avaliar a eventual presenca e natureza quimicaomepostos fendlicos dos

extratos brutos por técnicas cromatograficas.
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2. Material e Métodos

2.1- Local de colheita e preparacdo das macroalgas

O material de estudo foi recolhido na Praia da Ag(fdyura 8a). Esta é uma
praia situada na freguesia de Arcozelo, concelh®/itke Nova de Gaia, distrito do
Porto. As colheitas foram realizadas em dois pedadalistintos: o primeiro foi realizado
a 8 de Outubro de 2013, ao passo que o segundreocrl9 de Abril de 2014. No
local realizou-se a colheita das algas cortandwoasies acima do suporte de fixacao
com o auxilio de uma faca, bem como uma primeirapdza do material e
armazenamento para o transporte (figura 8b, c)dé&fmido este método de colheita de
forma a garantir a regeneracao da biomassa nodecedlheita e, porque o sistema de
cultivo planeado se baseia em crescimento vegeta#ly biomassa recolhida foi
aplicada nas experiéncias de aquacultura e parteoftigelada para garantir uma
amostra inicial do material (amostra selvagem desltados referidos a frente).

As razbes que levaram a escolha desta praia edé@onadas, por um lado com
a sua proximidade geografica a ilhavo (local onelgeslizou a aquacultura), assim
como a presenca de grandes quantidades da macemalgatudo. Este facto foi aliado
ao conhecimento da costa portuguesa. Como refaritiriormente, a medida que nos
deslocamos para Norte ocorre uma maior predomiaddei costa rochosa e um

crescente aumento de macroalgas castanhas.

a)

Viana do
Casielo

Braga

Poro

Aveire

Figura 8 - Local de amostragem dBifurcaria bifurcata a) localizaca
geografica; b) Praia da Aguda; b) colheita; c) aenamento para o transporte.

A praia da Aguda é conhecida pela sua pesca "agEsbdaseada em métodos
tradicionais, transmitidos de geracdo em geradgéa. dtuada entre duas praias: a praia
da Granja e a praia de Miramar. Esta é constitpimauma grande zona de costa
rochosa, de pouca inclinagdo mas sujeita a uma dodulacéo. Uma das caracteristicas
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apontadas a esta praia é a abundancia de recursos naturais do mar constituindo assim um

local atrativo (Pereira, 2005).

2.2- Aquacultura

As experiéncias de aquacultura foram realizadas em laboratdrio e no exterior no
sistema de tanques da empresa ALGAplus em ilhavo. O objetivo destes trabalhos foi o
de testar o potencial de cultivo B&urcaria bifurcata, nomeadamente em sistemas de

IMTA sob as condi¢cBes naturais que possuimos em Portugal.

Ria de Aveiro

Reservatorio Entrada

Canal de saida
Cultivo de peixe
Cultivo de peixe
Cultivo de peixe

Canal de saida

J

Tanque de sedimentagao

Canal de saida

Figura 9 - Representacao esquematica do sistema de IMTA da ALGAplus

& Materaqua

A ALGAplus pratica um cultivo em IMTA num sistema aberto na ria de Aveiro,
combinando um sistema de piscicultura semi-intensiva em lagoas, com a cultura de
algas em tanques (figura 9). A agua proveniente da aquacultura de peixes, enriquecida
em nutrientes, é fornecida de uma forma continua aos tanques contendo algas. Deste
modo, proporciona-se a produgdo de biomassa sob as variagdes naturais de temperatura
e luminosidade. Regularmente ocorre um controlo da densidade das algas, bem como a

manutencao dos tanques.

2.2.1- Aguacultura em laboratorio

Esta experiéncia teve como objetivo avaliar as condi¢des basicas de cultivo de B.

bifurcata. Para isso, as varidveis de luz, temperatura e fotoperiodo foram controladas e
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selecionadas de acordo com valores de referéneifgrcha a fornecer condi¢cdes nao
limitantes para o crescimento. Assim cada matraavassujeito a uma intensidade
luminosa média de 100 pfs?, fotoperiodo 12:12 (horas de luz: horas de es&ajié
temperatura de 15 °C (Lobban & Harrison, 1994). €@a trata de uma experiéncia
laboratorial todas as condi¢cdes de assepsia sawtanfes, para evitar contaminacgdes e
consequente morte das algas. Para isso todo dhinalod desenvolvido numa camara
de fluxo, como também o material devidamente limpaitoclavado.

O processo em sistemas laboratoriais inicia-se aopreparacdo de todo o
material. Para isso procedeu-se a filtracdo da égdacdo dos residuos), proveniente
da aquacultura dos peixes, bem como a sua autgelava de todo o restante material
(varetas, matrazes, proveta, entre outros). Ap@aitaclavagem, a agua foi para a
camara de cultura para ocorrer uma aclimatacdouidegente executou-se a
montagem do sistema de arejamento. Este € codstipnor bombas de ar e tubos,
ligados por juncdes, que fazem chegar o ar aospestr Foi também preparado o meio
de cultura F/2 disponivel comercialmente com o tolgede garantir a presenca de
todos os nutrientes.

Um dos procedimentos mais importante é a prepamrd@s@algas. Este consiste
no corte dos apices, uma primeira lavagem em agfoalavada, imersdo na solucao de
betadine a 10% (método de desinfecdo da supedidsialgas) e por fim nova lavagem
com agua autoclavada. Posteriormente, os apiceses@s e pesados (4 g/L) (figura
10a, b, c). A experiéncia é constituida por quatedrazes de 1 litro com 0,5 mL de
meio F/2, uma densidade de 4 g/L e um sistema dmnaento (proporciona o
movimento). Como conclusdo deste processo, o rahtdgal € colocado dentro dos
matrazes, vedados com parafilme, colocado umaavpegh o0 arejamento e mantidos na
camara de cultura (figura 10d). No final de cadaas®, procedia-se a pesagem de cada

matraz.

Figura 1C - Aquacultura em laboratéria) corte dos apicedy)

limpeza da superficie da algg;pesagenl) Sistema de cultivo.
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2.2.2- Aquacultura exterior

Esta experiéncia consiste em utilizar o sistema de cultivo em IMTA, num
sistema aberto, utilizado pela ALGAplus. Nenhumas das variaveis (salinidade,
temperatura, fotoperiodo) sdo manipuladas e ocorre o aproveitamento da agua
enriguecida com nutrientes, proveniente do sistema de cultivo de peixe.

Primeiramente ocorreu a eliminacdo de fatores indesejaveis (maturidade e
tamanho) que impendem o crescimento. Para isso, procedeu-se a selecdo das algas com
apices em estado nao reprodutivo (sem os ostiolos proeminentes), bem como o corte
para possuir um tamanho mediano (figura 11a). Este € um facto importante uma vez que
a B. bifurcata € muito densa, detendo uma grande facilidade de deposicdo no fundo.
Seguidamente, as algas sao centrifugadas manualmente (cerca de 50 rotagbes), para
remocdo do excesso de agua, e pesadas (figura 11b).

Os pesos foram definidos pela colocacdo de pequenas quantidade de algas nos
tanques e visualizacdo do seu comportamento em termos de movimento proporcionado
pelo sistema de arejamento. Deste modo, foram realizadas trés experiéncias
independentes, sendo que a 1 e 2 foram consecutivas e utilizaram a mesma biomassa
(tabela I).

Tabelal - Desenho experimental da aauacultura extt

Experiéncia 1 Experiéncia 2 Experiéncia 3
Peso (g) 300 150 150
Densidade de Cultivo 20 10 10
(g/L)
Meses Outubro / Novembro Novembro / Dezembrp Maio / Junhp
Duracéo da experiéncia 4 5 4
(semanas)
Nimero de réplicas 4 4 3
Par_am_etros Luz, Temperatura da agua, pH e Salinidade
monitorizados
Paradmetros medidos Taxa de Crescimento relativo (RGR) e Produtividade

O que distingue as duas ultimas experiéncias € o periodo de realizacéo, isto, é a
primeira foi realizada no outono/inverno, ao passo que a segunda foi na primavera. Com
isto pretende-se comparar as experiéncias, de modo a tentar perceber algum efeito das
épocas de cultivo na producao desta espécie. Outro facto a frisar € que o material algal
utilizado na experiéncia 2 foi proveniente da experiéncia 1, ao passo que o das outras

duas experiéncias foi oriundo de material colhido na praia da Aguda. Antes de se iniciar

23



Material e Métodos

a experiéncia 2, a biomassa foi misturada de fammnimizar a possivel variabilidade
existente entre tanques.

Apds a pesagem, as algas foram colocadas nos ivesp&inques. O sistema
consiste em tanques de formato conico com capaeidach 15 litros e uma area de
0,0881 M. Possui também um sistema de arejamento que iopar movimento
(figura 11c). Por razbes logisticas e de formapetie o procedimento aplicado no
laboratorio, as algas foram mantidas num sistemaatt#h-culture com trés mudancgas
de meio semanais. Estabeleceram-se trés a qualioass (tabela 1), com medicdes
diarias dos parametros de temperatura, salinigades luz. No final de cada semana,
procedia-se a pesagem de cada tanque para assmmider o seu crescimento e
produtividade. Se houvesse um crescimento semasalasso de biomassa era retirado
e congelado, mantendo sempre a densidade de cdifioida inicialmente (figura
11d).

Figura 11 - Processo de aquacultues: escolha do material) pesagen

c) sistema de cultura) medicdes diarias de parametros fisico-quimicos.

A duracdo de cada experiéncia foi de quatro semawadinal, a biomassa

obtida nas réplicas foi congelada, constituindmasira de aquacultura.

2.2.2.1- Percentagem de peso seco

A determinacdo da percentagem de peso seco é omirfgiortante, uma vez
que nos da a informacéo da percentagem de agusompbem esta espécie. Para obter
este parametro, foram realizadas quatro réplicas wm peso aproximado de 10 g de
alga fresca. Estas foram colocadas na estufa &€48urante 3 dias. Decorrido esse

tempo, eram retiradas e pesadas.
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2.2.2.2- Calculos dos pardmetros de crescimento

Os parametros avaliados nesta experiéncia forarasgimento e produtividade.
O RGR (taxa de crescimento relativo) das algas amque foi determinado pela
formula: RGR (%/dia) = (LN (Peso final) — LN (Peso inicial)) /dias * 10Para o caso
da produtividade esta foi obtida através da equd@alutividade (g (dw) m? dia™) =

(Peso final-Peso inicial) * % peso seco /areamylttm que dw € 0 peso seco.

2.2.2.3- Anélise estatistica

De forma a eliminar a ndo independéncia dos dadmspada pelas medi¢cdes
consecutivas em cada réplica (Underwood, 1997)valeres médios de RGR e
produtividade foram calculados para cada periogerxental (4 semanas) e utilizados
para analise estatistica.

A andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada paraatisar a influéncia da
densidade de cultivo (DC) e da sazonalidade (Sdre0 RGR e a produtividade Be
bifurcata O teste de Cochran's foi aplicado aos dados,tpstar a heterogeneidade das
amostras. Todas as analises estatisticas foranvadsd utilizando osoftware
STATISTICA 10.

2.3- Obtencéo dos extratos

Uma forma de avaliar o potencial do material bi@odgé transforma-los em
extratos. Os extratos sdo uma mistura complexaodepastos, obtidos através da
extracdo sequencial com solventes. Existem vanpus tde solvente que podem ser

utilizados, dependendo dos compostos e estudoeguieetendem obter.

2.3.1- Liofilizacao e trituragéo

As macroalgas congeladas, tanto selvagem como dacaltura, foram
liofilizadas. A liofilizacdo é uma técnica de seeaqg que retira humidade contida nas
amostras, através do congelamento da parte liquigasterior sublimacdo do gelo
(figura 12a). Seguidamente foram trituradas numdmoficando com um diametro
inferior a 0,5 mm (figura 12b, c). As amostras d&asi foram armazenadas em
recipientes de vidro, devidamente identificadosaggidos da luz (figura 12d). Estéao

assim reunidas as condicdes para iniciar o proaissatracdo dos compostos.
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Figura 12 - Processo de trituracéa) aspeto da alga apés liofilizacdm);trituracéo

c) aspeto da alga trituradd; armazenamento.

2.3.2- Pesagem e extracéo

De cada amostra moida, selvagem e aquaculturan foesadas 8 gramas. Estas
foram colocadas num gobelé, para realizacdo deepsocsequencial de extracdo com
solventes de diferentes polaridades: hexano, mlenédgua. Todo 0 processo de
extracéo foi realizado de forma a rentabilizar aaximo todo o material, assim como
solventes utilizados. E ainda de referir que todpracesso de extracio foi aplicado

igualmente as duas amostras em estudo.

2.3.2.1- Extracdo conm-hexano

O n-hexano (CH(CH.)4CHsz) € um hidrocarboneto alcano. A sua adicdo vai
provocar a extracdo sobretudo de compostos apolaiescomo ésteres, éteres,
hidrocarbonetos de terpendides, esterdis, acidaogoentre outros (Pinteus, 2011).

O processo inicia-se com a adicaondeexano na porcao de 1:20 (160 mL) ao
gobelé contendo a alga triturada. Seguidamenteybel§ € colocado numa placa de
agitacao durante 20 minutos, de modo a proporci@maistura e posterior extragao dos
compostos (figura 13a). Decorrido esse tempo, astme filtrada a vacuo utilizando
filtros de silica em funil com porosidade G3 acdpknum baldo kitasato. Ou seja, 0
conteudo do gobelé é vertido para o filtro, em spie a acdo do vacuo, a parte liquida
(solvente) passa para o kitasato e a solida (aant&trrada) fica retida no filtro (figura
13b). O conteudo dkitasatoé transferido para um baldo, devidamente ideatfi¢ e
armazenado. A amostra retida no filtro, que dewddovacuo fica seca, é facilmente
recuperada novamente para o gobelé. Este processpetido até obter-se uma cor
translicida do solvente, isto é, na primeira adgdi@m-se uma coloracéo verde forte
mas com a adi¢cdo sucessiva esta vai ficando esdafienarela. Isto significa que o

solvente j& ndo consegue extrair mais compostosorAverde deve-se sobretudo a
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presenca de clorofilas, o que torna os pigmentosam indicador dos processos de
extracao.

Por fim, todo o volume da solucéo ddiexano, que foi guardado ao longo do
processo, € concentrado (figura 13c). A concenbracéeita num evaporador rotativo,
que sob vacuo e com ajuda do banho-maria a 40 $Glvente € evaporado da amostra
e recuperado noutro baldo. Isto permite reduziuantijdade de solvente do nosso
extrato, ficando com uma maior fracdo de composkdsidos (figura 13d). A solugéo
obtida é identificada e conservada niahsona 4 °C, constituindo assim o nosso extrato

den-hexano (figura 13e).

Figura 13 - Processo de extracdo cantexano: a) agitacdo; b) filtracdo; c) solucéo

obtida; d) evaporacéo do solvente; e) solucdo.final

2.3.2.2- Extracdo com metanol

O metanol (CHOH), ou alcool metilico € um dos principais compesio grupo
organico dos alcoois. Na sua utilizacdo, extraemsseompostos como glicosideos,
taninos, alguns alcaloides, entre outros (Pint20i&]).

Utilizando a amostra recuperada da extracdo antergaliza-se 0 mesmo
processo descrito anteriormente mas adicionanddverge metanol. Isto é adiciona-se
160 mL de metanol ao gobelé contendo a amostra, sggitacdo, filtracdo e
armazenamento num baldo identificado (figura 14ag,kd). ApOs realizar todas as
extracoes, até obter a cor translicida do solvemteplume resultante € também
concentrado num evaporado rotativo, até obter cdecd/4 do volume inicial (figura
14e).

Devido a toxicidade do metanol e para que possaestsdo, procede-se a
suspensdao do extrato em agua destilada. Este poo@&sealizado no evaporador
rotativo, e consiste apenas na adi¢cdo de agudadestia por¢édo 1:1 ao volume obtido.
Como o metanol é mais volatil este é o primeirovaperar, seguido da agua.

Normalmente, este processo € repetido cerca deveaas de forma a garantir que todo
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0 metanol é evaporado e retirado do extrato. Nal,fiobtém-se o extrato metandlico
suspenso em agua que é identificado, colocado mléo ke armazenado a 4 °C (figura
14f).

Figura 14 - Processo de extracdo com meta@adltriturado com metanob) agitacac
c) filtracdo; d) solucéo obtidag) evaporagcdo do solventf; solucéo final,g) extratc

metandlico apos liofilizacado.

2.3.2.3- Extracdo aquosa e precipitacdo dos polissacarideos

A &gua é uma substancia quimica composta de hidimge oxigénio. E um
solvente utilizado sobretudo para a extracao disgamarideos e compostos polares das
amostras.

Para esta extracdo sdo colocados 800 mL de agtiadkegporcdo 1:100) num
baldo. Este é levado a placa de aquecimento pagirais 100 °C. ApOs atingir esta
temperatura, € colocada a amostra seca utilizasleexteacbes anteriores, e deixa-se
durante 2 horas a ferver (figura 15a). Apds estepte com a solucdo ligeiramente
guente, procede-se a filtracdo a vacuo no mesmoegso referido nas extragbes
anteriores (figura 15b, c). A amostra seca retiodiltro constitui a parte residual. A
parte liquida, retida nkitasatq € concentrada no evaporador rotativo até obtenae
1/4 do volume (figura 15d). Segue-se a medicdo dmnve da solugdo apos a
concentracdo e a adicao de etanol a 96% na por¢adChm a adicdo do etanol,
verifica-se a formacdo de duas fases: uma suspemigiocor acastanhada
(polissacarideos) e a parte liquida (etanol e 8olaguosa) (figura 15e). Com auxilio
de uma espatula retira-se os polissacarideos pagohelé. A estes é adicionado etanol
a 96%, até ficarem imersos, e conservam-se dukdreras a 4 °C. Apos esse periodo,
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0 etanol é descartado e os polissacarideos samado® numa caixa deetri a secar ao
ar livre (figura 15f). Quanto a parte liquida priraenente € filtrada sob vacuo com os
mesmos filtros, de modo a aproveitar os polissdeas que tenham ficado na solucéo.
Seguidamente a solucdo liquida (solu¢cdo aquosaanrol@té levada ao evaporador
rotativo de forma a evaporar todo o etanol adidonassim como concentrar num
volume reduzido o nosso extrato. No final do preog®btemos o sobrenadante do
extrato aquoso que € identificado, colocado ralton e armazenado a 4 °C (figura
159).

B

Figura 15 - Processo de extracdo aquosa e precipitacao desguarideosn)

fervura; b) filtracdo; c) solucdo obtida;d) evaporacdo do solvente)
precipitacdo dos polissacarideds;secagem dos polissacarideg$;solucas

aquosag) extrato aquoso liofilizado.

Os extratos que estdo suspensos em agua (extrendtneo e sobrenadante do
extrato aquoso) sdo liofilizados, pesados e arnaarenem recipientes de plastico. Para
uma melhor conservacao, estes sdo vedadospeoafiime e mantidos num exsicador
para evitar a sua reidratacdo (figura 14g, 15gktdPiormente procede-se a sua
utilizacdo para os ensaios. Quanto ao extnat@xano, devido as suas propriedades,
apenas é calculado o seu rendimento na extracdo.tbial, cada amostra (selvagem e

aquacultura) é composta por trés extratos.
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2.4- Avaliacdo do teor de compostos fendlicos e da e@pdade antioxidante dos

extratos

Antes da realizacdo das metodologias, ocorreu agpes dos extratos e sua
dissolucdo. Neste foram testados 0s extratos nme@s@ aquosos, tanto da amostra de
aquacultura como da selvagem. Para os extratosasjdoram utilizadas 4 mg/mL e
para os extratos metandlicos 5 mg/mL. Estes valtwemm estabelecidos apés a
tentativa com diferentes concentracdes. Seguidanest extratos foram dissolvidos
nos solventes respetivos, isto €, 0s aquosos eindemgua destilada e os metandlicos
em 1 mL de metanol. Estes sédo agitados e colocamosltrassons para que ocorra toda

a dissolucéo, de modo a néo influenciar os resadtad

2.4.1- Quantificacdo Total de Polifendis — Teste Folin-Cizalteu

A Quantidade Total de Polifendis foi avaliada aésvdo método dé&olin-
Ciocalteu Este método consiste, em adicionar num tubo 2fadmostra, 1580 pl de
agua destilada e 100 pl de reagente Folin (Flukdi®imika, Sigma Aldrich). Apos 2
minutos, adicionou-se 300ul de carbonato de sddeCO; a 20% (m/v). A reacao
deve ser devidamente agitada, sendo depois incwmadzanho-maria a 40 °C durante
30 minutos (figura 16a,b). Decorrida essa duragé@ede-se a absorvancia a um
comprimento de onda de 765 nm num espectrofotonjpricange, XION,500) (figura
16¢, d). E de referir que este método é sempreutadm em duplicado para todas as
amostras, bem como se deve realizar um brancoéjaim tubo que contem todos os
componentes exceto a amostra. Este € utilizadocpdibtaacdo do espectrofotometro. O

acido galico foi usado como padréo para a curveatieracao.
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Figura 16 - Método deFolin-Ciocalteu a) reagentes adicionadds); banhomaria

) cores obtidas pela reacdl);leitura da absorvancia no espectrofotometro.
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2.4.2 - Avaliacao da capacidade de reducao do radical DPPH

A atividade sequestradora de radicais livres failiada através do radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) e determinada pela adaptacdo do método Petedla
(2013), com algumas modificacdes.

Primeiramente comeca-se por preparar o reagentéiDPBra cada ensaio séo
pesados 3 mg do reagente e adicionado 100 mL danaietDevido a sua facil
degradacdo em contacto com a luz, este deve sezamado num local escuro e

protegido ao maximo.

O meétodo consiste na utilizacdo de seis diluic8e6:025, 0.05, 0.1, 0.15,0.2 e
0.25 mg/mL. Assim a cada tubo foi adicionado O fidagco), 10 pL, 20 pL, 40 uL, 60
pL, 80 puL e 100 pL de extrato, respetivamente. Bagwente completa-se os tubos
para um volume total de 100uL com agua destiladsind para o primeiro tudo era
adicionado 100 pL, o segundo 90 pL e assim su@esgnte. Posteriormente é
adicionado a todos os tubos 1,9 mL do reagente PIeH) completando assim um
volume total de 2mL (figura 17a). Apds a adicdota#o os componentes, estes sédo
agitados nwértexde modo a homogeneizar toda a reacdo e mantisgosugar escuro
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Decoreske periodo, procede-se a
leitura da absorvancia num espectrofotometro (DgkearXION,500, Alemanha). Esta
leitura é feita para um comprimento de onda dersh7e o aparelho é calibrado com
metanol. Todo o ensaio € realizado em duplicadolat@a com o minimo de luz
possivel para os resultados ndo serem afetadosiggladacao do DPPKfigura 17b).
O controlo foi efetuado com a adicao de todos ageasetes, exceto o extrato.

Registados os resultados, determinou-se a perentag inibicdo para cada

concentracdo através da formula:

L Abs, — Absg
% Inibicio = s x 100
[

Abs:: Absorvancia do controlo

Abse: Absorvancia do extrato apos 30 min no escuro

Com os resultados da percentagem de inibicdozeeséi a média para cada diluicdo.
Posteriormente traca-se a reta de calibracdo gumitpea obtencdo da equac&sta

equacdao é aplicada no calculo dggl@traves da formula:
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IC 5= ((50-y) / %),

em que X e y séo valores retirados das respettas. rOs resultados foram expressos
em % inibicdo versus concentracdo extrato e nar wEdAG (mg/ml), que é definido

como a concentracdo de extrato capaz de inibir 5@ ¥adical DPPH

a)—

Figura 17 - Método de DPPH a) reagentes adicionadds) core:
obtidas pela reagéo.

2.5- Ensaios antifungicos

A atividade antifungica dos extratos obtidos aipde B. bifurcatafoi avaliada
através do método de macrodiluicdo, de acordo coMlimical and Laboratory
Standard Institute referente ao protocolo M38-A2 (CLSI, 2008) para gos
filamentosos. Este ensaio compreende a determinagéoconcentracdo minima
inibitoria (MIC) e a concentracdo minima letal (ML@ primeira concentragéo refere-
se as concentracdes minimas de extrato de alga &m de cultura que inibem o
crescimento fungos, enquanto na segunda € a coac&mtminima que mata. Todo o
ensaio deve ser realizado com o maximo de esta@#dpossivel para evitar

contaminagoes.

2.5.1- Preparacéao dos extratos e diluicoes

Os extratos utilizados para este ensaio foram dandkcos e aquosos, tanto da
amostra de aquacultura como da selvagem, que aofi@osteriormente um processo de
liofilizacdo. Para todos os extratos utilizou-seauoconcentragcdo de 8 mg/mL (figura
18a). Os extratos metanolicos foram dissolvidostanol a 40% (etanol absoluto mais
agua desionizada estéril nas proporcdes corredaspasso que 0s extratos aquosos
foram dissolvidos em agua esterilizada (desionizaads a adicdo dos solventes, estes
foram agitados nwortex e colocados nos ultrassons de modo a uniformigar bs

extratos (figura 18b).
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Para cada extrato foram preparadas cinco diluigdiesentes (8 mg/mL, 4, 2, 1
e 0.5 mg/mL). Estas sdo preparadas a partir datexdrmg/mL. Neste processo € muito
importante a agitacdo n@rtex de modo a homogeneizar bem as amostras. No final,
como sO se vai retirar 100 pL de cada diluicdo maolame final de 1mL para cada tubo

de ensaio, fica-se com concentractes de 0.8, 2404 e 0.05 mg/mL.

Figura 18 - Preparacdo dos extratos para o0 ensaio

antifangico:a) pesagemb) diluicdo do extrato no solvente.

2.5.2- Estirpes de fungos

A atividade antifungica dos extratos obtidos aipad macroalgd. bifurcata
foi testada contra sete estirpes de fungos filaosest (dermatofitos): trés estirpes
clinicas de dermatéfitos isolados de unhas e pggtedérmophyton floccosurRF9,
Trichophyton mentagrophytéd=7, eMicrosporum canid=F1) e quatro estirpes tipo da
CECT - Colecdo Espanhola de Cultivos Tipkrichophyton rubrumCECT 2794,
Microsporum gypseunCECT 2908, Trichophyton mentagrophytegr. interdigitale
CECT 2958, eTrichophyton verrucosunCECT 2992). Os fungos isolados foram
identificados por métodostandard de microbiologia e armazenados num meio de
Sabouraud Dextrose Brottom glicerol a -70 °C. Antes do ensaio de susdieldule
antifingica, cada isolado de fungo foi inoculado @atouraud Dextrose Ag4dEDA)

para garantir caracteristicas de crescimento Gtimareza.
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2.5.3- Meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) e sorofisiolégico

O meio de cultura utilizado para estes ensaiofR€MI| 1640 (Biochrom) (sem
bicarbonato, com glutamina e indicador de pH). Eragio muito utilizado neste tipo
de ensaio devido aos seus constituintes serenticistébem como ndo antagonizarem
0s agentes antifungicos a testar. Este meio €adit numa concentracdo de 10,4 g/L e
tamponizado com MOPS (acido 3-N-morfolino-propatfésico) na concentracao
final de 0,165 mol/L. Estes componentes séo dikign agua destilada e o pH deve ser
ajustado a 7 com NaOH 1M. Seguidamente este éligado por filtracdo. Deste meio
€ importante retirar duas pequenas amostras papastie de possiveis contaminacgdes.
Por fim, é conservado a 4 °C num recipiente bemdselApbs 48 horas este pode ser
utilizado, verificando sempre se as amostras possaguma contaminacdo. E

imprescindivel que o meio esteja a temperaturaemdino momento da utilizacéo.

O soro fisiologico a 0,9% serve para proceder autagéo dos fungos. Procede-
se apenas a juncao de 0,9 g de cloreto de sodibO@mL de agua destilada. Depois
este € agitado para proceder a sua dissolucéotrébwiido 10mL por cada tubo de

ensaio. Por fim, procede-se a sua autoclavagem.

2.5.4- Preparacao do indculo

Para as suspensdes celulares foram usadas cultwestes de cada estirpe,
repicadas par&abouraud Dextrose AgaiSDA). Estas foram recolhidas através da
adicdo de soro fisiologico, pérolas de vidro e a@ib novortex com o intuito de
libertar os esporos e fragmentar o micélio. Depms) ajuda de uma pipeta, o contetudo
do fungo foi transferido para um tubo, devidamedémtificado, com soro fisiolégico.
Por fim, o inéculo foi acertado a 1 unidadeMacFarlandatravés da comparagdo com

um padrao de turvacdo. Para cada fungo, o inécdiloiélo 500 vezes em RPMI.

2.5.5- Realizacao do ensaio

Cada ensaio comporta um controlo negativo do extEste tem como objetivo
verificar se o extrato que estamos a testar padguima contaminacdo que poderia
influenciar toda a experiéncia. Este € composto giaco tubos, correspondente ao
namero de dilui¢cbes utilizadas. A cada um dos tubaslicionado 100 pL da diluicdo
correspondente e 900 pL de meio RPMI néo inocuffgiora 19).
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100uL extrats: 100yl extrato 100uL extrats: 100pL extrato 100pl extram

0,8mg 0,4mg 0,2mg 0,1mg 0,05mg
+ 900 uL RPM + 900 uL RPMI + 5900 uL RPMI + 5900 uL RPMI + 3900 pL RPMI
ndo inoculado ndo inoculado ndo inoculado nio inoculado n3oinoculado

Figura 19 - Esquema da composi¢ao do controlo negativo do extrato.

Para cada fungo, foram preparados em duplicado um controlo negativo (despiste
de contaminacdo do meio RPMI ndo inoculado), um controlo positivo (verificagdo do
crescimento do fungo) e as diferentes diluicbes dos extratos (0.8, 0.4, 0.2, 0.1 e 0.05
mg/mL).

Assim no controlo negativo é adicionada 900 puL de meio RPMI ndo inoculado.
O controlo positivo € composto por 100 pL de etanol a 40% e 900 puL de meio RPMI
inoculado com o fungo respetivo. Aos 100 pL das diferentes diluicbes € adicionado 900
puL de meio RPMI inoculado com o fungo a testar (figura 20). O ensaio para cada fungo

é realizado em duplicado e em condi¢cdes assépticas.

-
100uL etanol
300 L RPMI 40%
ndo inoculsdo || +900 uL RPMI
inoculade

-
100uL etanol
900 L RPMI 40%
ndoinoculade || +900 kL RPMI
inoculado

Figura 2C - Ensaio antifiingico - composi¢do do ensaio para cada

fungo

ApOs a realizacdo de todo o ensaio, 0s tubos séo agitados, cobertos com papel de
aluminio e incubados numa estufa a 3@6€nte 7dias (figura 21a).

Decorrido esse periodo, procede-se a leitura dos MIC através da observacao
visual da inibicdo ou crescimento do fungo por comparagdo com os tubos controlo para
cada estripe. Aqueles tubos onde se observa a inibicdo do crescimento prosseguem para
determinacao do MLC. Para isso, séo retirados de cada tubo com resultado negativo 20
uL e plagueado em caixa @etri com SDA. Cada caixa de Petri corresponde a um

fungo, sendo identificada com o nome do fungo, tipo de extrato e data. No entanto, se
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houver mais do que uma concentracdo negativa parasmo fungo, ocorre a divisao

equivalente da caixa na mesma quantidade de résslteegativos (figura 21b,.c)

Figura 21 - Ensaio antifingicoa) incubacaop) esquema de identificagcdo das caixas
comSabouraud Dextrose Ager) passagem dos extratos para determinacdo dos MLC.

As caixas dePetri sdo incubadas na estufa a 30°C durante 7 diass Agge
tempo, procede-se a leitura dos resultados obs#mepresenca ou auséncia de colonia
de fungos nas mesmas.

Para avaliar a sensibilidade das estirpes fungiestadas, foi usado como
antifungico de referéncia, o fluconazol (Pfizer).

E de referir que todos os ensaios foram repetidésaaobtencido de trés

resultados concordantes.

2.6— Detecdo de Compostos Fendlicos
2.6.1- Cromatografia liquida de alta resolucéo (HPLC)

Neste trabalho a analise realizou-se num aparethoatoégrafo liquido de alta
resolucdo (HPLC) GILSON, equipado com duas bombadeio 305 e 306; misturador
modelo 811B; mdédulo manométrico modelo 805 e umtdmjautomatico GILSON 234,
acoplado a um detetor de fotodiodos (PDA) GILSON¢deto 170 e a uma estacdo de
controle e tratamento de dados Unipoint Systegmigoint ® 2.10) constituido por uma
interface 506 C/Interface system module da GILSOMNlizou-se uma coluna de fase
reversa, RP18Spherisorb WatefsODS-2 (4,6« 250 mm e com 5 pm de diametro de
particulas). Trata-se de uma fase estacionariacematteristicas apolares o que leva os
compostos mais polares a eluirem da coluna maidammgnte. A fase mével consistiu
de uma solucdo aquosa de acido férmico a 5% e oletan gradiente descontinuo e a
um fluxo de 1 mL/min. O metanol foi usado num geade de concentracdo de 5-15%
nos primeiros 10 minutos, 15-30% dos 10 aos 30 tosu30-50% dos 30 aos 50
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minutos, 50-100% dos 50 aos 60 minutos, seguindaoyse eluicdo isocratica durante
10 minutos.

Os perfis cromatograficos foram registados a 2820nm.

Os liofilizados das amostras foram solubilizadosmeetanol a 5%, e as solucdes
resultantes foram microfiltradas através de umrofiltde 0,45 pum de poro,
desgaseificadas e, por fim, injetadas (100 pLufagR2a, b, c, d).

No final, a composicéo dos extratos algais foi isadh pela interpretacéo dos
resultados dos cromotogramas, nomeadamente atdhvé®mpo de retencdo dos
diversos compostos detetados, perfil espetral m@wvbleta/visivel e maximos de

absorcao, e pelas areas dos picos.

e

Figura 22 - HPLC. a) solucdo dos extratos para a microfiltracdn);

microfiltracdo;c) colocacéo das solu¢des no amostrador automéficistema
de HPLC.

2.6.2 - Cromatografia em camada fina (TLC)

As condicdes técnicas para a realizacdo da TLGnfala acordo com método
Shibataet al. (2006), com algumas modificacfes. Recorreu-secap de silica gel 60
F2s4 (Merck), e a uma fase movel constituida por umstura de cloroférmio — metanol
- dgua - acido acético (65:25:4:3, v/v).

Os liofilizados das amostras foram solubilizadosreatanol nas concentracdes
de 3 mg/mL, tendo-se usado o floroglucinol, comdr@a, na concentracdo de 1 mg/mL
(figura 23a). Foram aplicados Q de cada amostra, a 1 cm da base da placa. Deixou-
se correr o0 eluente numa camara saturada do masnadyigo da luz, e a uma altura de
7.8 cm (figura 23b, c). Retirou-se a placa da careateixou-se evaporar o eluente.

Observaram-se as placas a luz visivel e, seguittenrsebmeteram-se as placas
a acao dos reagentes de revelacdo, observando-seswtados a luz visivel e
ultravioleta. Enquanto para uma placa, a detegae#étizada com o reagente Helin-
Ciocalteu (Merck), noutra placa a detecdo foi efetuada comnilma-HCI

(primeiramente pulverizada com vanilina a 1% emnatabsoluto e posteriormente
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com HCI 5M) (figura 23d). Observaram-se as plachg &isivel e, de seguida, com o
auxilio de luz ultravioleta a 366 nm. Este € o comento de onda ideal para evidenciar
a fluorescéncia dos fendis dado que causa a efcithgs mesmos.

Figura 23 - Técnica de TLCa) solubilizacdo das amostras e padido;

aplicacdo das amostray; desenvolvimento cromatografico numa camara

saturada pelo eluentd) pulverizacao das placas com os reveladores.
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3. Resultados

3.1- Aquacultura
3.1.1- Aquacultura em laboratério

Neste trabalho, a nivel da experiéncia de aquaeulam laboratério os
resultados ndo foram positivos, ndo se alcancand@stimento. Nas duas tentativas
realizadas, as algas ao longo das semanas iammeéduzpeso até chegar a um aspeto
decomposto (figura 24a, b e c).

Figura 24 - Aquacultura em sistema laboratorial Bi€urcaria bifurcata
a) deposicdo no fundob) e c) descomposicdo devido a falta de

movimento.

3.1.2- Percentagem de peso seco

O célculo da percentagem de peso seco € um pacaimgtortante, uma vez que
nos vai dar uma nocao da percentagem de agua glarespécie. Este é calculado
através:

% peso seco-Peso seco (g) / Peso fresco (g)

Os resultados obtidos encontram-se demonstradiadeka (11).

Tabelall — Percentagem de peso seco [&ifarcaria bifurcata
(média £ SD, n =<,

Réplicas (n) n=1 n=2 n=3 n=4
Peso fresco (g) 11,5 10,5 10 11
Peso seco (g) 1,66 1,58 1,43 1,86
% peso seco 0,14 0,15 0,14 0,17
Média % peso seco 0,15+ 0,01

% agua 0,85+ 0,01
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Verifica-se assim que esta espécie algal na sugpaigdo apresenta uma
grande quantidade de &gua (85%). Este dado alémosledar informacdo sobre a
espécie em questao, foi utilizado no célculo da tixcrescimento (RGR).

3.1.3- Aquacultura no exterior

Para a experiéncia de aquacultura no exterior, essiltados foram mais
positivos. A utilizacdo de tanques de formato corpermitiu a movimentacdo desta
espécie no sistema, evitando a sua deposicao rip.fiverificou-se assim o seu

crescimento ao longo das semanas, refletido pédeagdo clara dos apices (figura 25).

Figura 25 - Observacdo do clareamento dos apices, em relagédo ao

talo, resultante do crescimento vegetatividdercaria bifurcata

3.1.3.1- ParAmetros Ambientais

Para as experiéncias de aquacultura exterior, toslass foram desenvolvidos
sobretudo em duas estacdes (outono/inverno e penagvbem como diferentes
densidades de cultivo. Com isto pretende-se temtéender qual o periodo mais
favoravel para o crescimento desta espécie, asemp cverificar a influéncia da
densidade sobre o crescimento.

Na estacao de outono/inverno verificaram-se osigggemanais de temperatura
entre os 8°C e 0s 20°C. Em relacéo a luz, apesacateer sempre um corte em relacao
a gue existia naturalmente devido a presenca decabeatura de protecéo, oscilou ente
valores inferiores a 1m™s™ até valores proximos de 10QMs*. No caso da estacdo
primaveril, os valores registados foram acima assptimeiras estacdes. A temperatura
oscilou entre os 14°C e os 21°C e verificou-se mmagr incidéncia luminosa (entre

500 ate acima de 20Q0n?s-') e por um maior periodo de tempo.
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Figura 2€ - Exemplo da variacdo diar(enédia de 1 semana) dos fatores
ambientais nas duas sazonalidad@geriodo de inverno (22 experiéncia,

32 semana); Periodo primaveril (32 experiéncia, 32 semana).

Através da figura 26 € possivel observar as diferencas de sazonalidade, tanto a
nivel de resultados, bem com na representagédo grafica dos fatores ambientais. Valores
de temperatura extrema foram registados em Dezembro (7 °C). E de frisar que todos o0s
fatores monitorizados eram influenciados pelas condicdes meteorologicas que se fazia
sentir a cada dia. No entanto todos eles tém em comum uma variagao ao longo do dia.

As médias para cada periodo experimental dos parametros monitorizado
encontram-se expostas na tabela lll.

Tabela Il - Fatores ambientais monitorizados para cada periodo

experimental (média + erro padréo).

Temperatura (°C) | Salinidade (%o) pH Luz (umol™? s
Experiéncia 1 16,60 + 0,98 3225+1,72 | 8,32+0,03 54,12 +6,00
Experiéncia 2 11,65 + 0,44 37,09+0,46 | 8,30+0,01  46,32+2,67
Experiéncia 3 18,08 + 0,55 38,00 £ 0,31 8,54 £ 0,04 360,03 + 20,55
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Através da tabela Il podemos verificar que fataresio a temperatura e a luz
foram os que refletiram maiores diferencas entréré&s experiéncias. Esta variacao
retrata sobretudo a diferencas de sazonalidadep aesperado para a zona norte,
existente entre cada experiéncia. As temperatueias oscilaram entre os 11,65 +
0,44 °C e 0s 18,08 £ 0,55 °C.

Quanto a quantidade de luz média que chegava #fisipelos tanques, esta é
semelhante nas duas primeiras experiéncias, redcstam valor maximo no periodo
primaveril (360 + 20,55 pmol fis?). De facto, foi notéria a diferenca de precipitaca
bem como de fotoperiodo entre o periodo outonofimove o primaveril, refletido nas
médias obtidas de intensidade luminosa (luz).

Em relacdo aos outros parametros (salinidade egtite cada experiéncia néo
se verificaram diferencas muito discrepantes. Pofémna experiéncia 3 que se

obtiveram valores maximos de ambos os parametros.

3.1.3.2- RGR e produtividade

Além dos parametros monitorizados, ocorreu a medigétaxa de crescimento
relativo (RGR) e produtividade. De fac®, bifurcatafoi capaz de crescer no sistema
IMTA, ao longo do decorrer das diferentes exper@nce sob as condi¢cdes
monitorizadas referidas anteriormente. Ainda asson,yverificado que esta espécie
necessita de um periodo de aclimatagcédo (primeimrzaisg) onde era verificado um
pequeno decréscimo de peso (experiéncia 2 e 3).

A nivel do RGR a variacdo semanal encontra-se septada na figura 27, onde
€ possivel observar qua ambas as experiénciasrtivema variacdo semanal. Foi ha
experiéncia 3 que se obteve o maior crescimentaon{é® + 0,43 % did). Situacdo
inversa verificou-se na experiéncia 1, com a olderdo menor RGR médio (0,25 +
0,24 % did). De facto, nesta experiéncia é observavel umadgraariabilidade dos
dados na primeira semana, bem como um decréscumsodde crescimento da segunda
para a terceira semana. Este acontecimento é adaplipela aclimatacdo da alga e
entrada de 4gua doce no sistema de cultivo. Pgrdimxperiéncia 2 teve um RGR
médio (0,42 + 0,033 % dia semelhante & experiéncia 1, no entanto verificase

apos a primeira semana ocorre um crescimento linear
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Figura 27 - Média da taxa de crescimento relativo (RGR) semanal nas

diferentes experiéncias: axperiéncia 1; bexperiéncia 2; cgxperiéncia 3.

A nivel da produtividade, esta foi concordante com os resultados do RGR e

obtendo-se também uma variacdo semanal. Foi na experiéncia 3 que se obteve uma

maior produtividade média (33,26 + 7,26 %l/dia), no entanto foi a experiéncia 2 que

registou uma menor produtividade média (0,423 + 0,033 g (dfiaT). Esta situacéo

pode ser explicada pelas diferentes densidades que compdem as duas primeiras

experiéncias.

Um estudo complementar as experiéncias realizadas é o estudo da influéncia de

fontes de variacdo, que compdem cada experiéncia, sobre o RGR e produtividade.

Através do desenho experimental (tabela I) conseguimos identificar duas fontes de

variacdo: a densidade de cultivo e a sazonalidade. A primeira variacdo (DC) € composta

pela experiéncia 1 e 2, visto que ambas foram realizadas consecutivamente e tem

densidades diferentes. No caso da segunda variacao, esta € composta pela experiéncia 2

e 3, uma vez que foram realizadas em estacdes do ano diferentes (outono/inverno e

primavera, respetivamente) mas sob as mesmas condi¢cdes de cultivo. A confrontagcao

dos pardmetros medidos com as fontes de variacdo esta representada na figura 28.
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Figura 28 - Taxa de crescimento relativo e produtividade (média + erro

padréo) de Bifurcaria bifurcata cultivada sob diferentes densidades (cima)

e sazonalidade (baixo).

Pela analise da figura 28 é possivel verificar que ambas as fontes de variacao
influenciam os parametros medidos. A nivel da densidade de cultivo verificou-se um
aumento do RGR, mas uma diminuicdo da produtividade, com 0 aumento da
produtividade. Neste grafico é notavel o intersec¢cdo dos parametros medidos. Com isto,
permite-nos dizer que a densidade Otima se encontra, possivelmente, mais perto da

densidade de 10 g/L. A nivel da sazonalidade verifica-se apenas um aumento de ambos

os parametros medidos da estacao de outono/inverno para a primavera.

Apesar de se verificar que as fontes de variacdo influenciam os parametros

7

medidos, € necessério verificar se essas diferencas sédo estaticamente significativas

(ANOVA). Os resultados encontram-se expostos na tabela IV.
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Tabela IV - Analise de variancia (ANOVA) para testar o efeito densidade de
cultivo (DC) e sazonalidade (Sazo) sobre a taxardscimento relativo (RGR) e

produtividade (prod).

Df — graus de liberdade; MS - Mean squared; Fetestatistico F; p - significancia do teste

Fon_tes~de RGR Prod
Variacao
df MS F P df MS F P

DC 1 0,045 7,90 0,031 1| 0,060 4,15 0,088
Teste Cochran's C=0,81; C=0,91
Transformagéo N&o Logl10
Sazo 1 | 0,966 | 249,86 0,000004 1 1,34 | 325,86 0,000002
Teste Cochran's C=10,66 C=0,68
Transformagéo Logl0 Logl0

Antes de aplicar a andlise estatistica € necesaaddguar 0s requisitos de
homogeneidade dos dados. Para isso foi utilizad@este Cochran's, em que a sua
significancia aponta para uma heterogeneidade ddesd Uma forma de contornar a
obtencdo de uma distribuicdo heterogénea € a doramsfdo dos dados, requisito
necessario para alguns dados neste estudo. Attaué@bela IV € possivel verificar que
na densidade de cultivo existem diferencas estatnsente significativas no RGR, ao
passo que a sazonalidade tem diferencas signisattanto no RGR como na
produtividade (p0,05). Podemos assim dizer que a densidade devaudti a

sazonalidade sao importantes para o cultivo degices algal.

3.2-Rendimento dos extratos

O rendimento é um calculo efetuado que permiterte ideia da quantidade de
produto obtido pela extracdo com solventes. Nexte é baseado no peso obtido apos a

liofilizacdo dos extratos e calculado através dmftda:
Rendimento (%) = (peso do extrato (g) / peso da amostra paragxirg))*100

E de relembrar que cada amostra, selvagem e aquassu por extracdes com
hexano, metanol e agua, e precipitacdo dos paddigseos. Os extratos metandlicos e
aguosos por serem suspensos em agua foram lidikza& consequentemente pesados.
Os polissacarideos também foram pesados, uma esforam secos. Ja os extratos de
hexano devido as suas caracteristicas nao fordiizéidos. Assim para obter o peso,

estes foram ressuspensos em pequenas quantidadesxaleo e transferidos para
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recipientes desidratados e tarados. Seguidamenexti@tos foram secos com fluxo de
azoto e numa estufa sob vacuo (T=35°C e P= 200tnlpyocesso é repetido até obter
peso constante. No entanto € de referir que paspécieB. bifurcata,apesar do peso
constante obtido, este extrato ndo assumiu umastémsia seca possivelmente devido
a grande quantidade de compostos lipofilicos. QGsltedos estdo representados na
tabela V.

TabelaV — Rendimentos dos extratos algais e polissacarideBgwrcaria

bifurcata.

Amostras ar::ssfr':?g) e;iiiodc(,g) Rendimento (%)

Extrato Hexan Aquacultura 8 0,351 4,387

Selvagem 8 0,361 4,514

Extrato Aquacultura 8 1,533 19,168

Metanolico Selvagem 8 1,334 16,671

S AGES Aquacultura 8 0,864 10,805

Selvagem 8 1,125 14,067

Polissacarideos Aquacultura 8 1,880 23,500

Selvagem 8 2,10 26,250

Através da tabela V podemos verificar que existpurab discrepancia das
amostras no rendimento dos extratos. E nos patiss@os que se verifica rendimentos
mais altos, enquanto os extrato de hexano possuenornmrendimento. A nivel do
extrato de hexano, entre as amostras ndo se aegifandes diferencas no rendimento.
Em relacdo aos outros extratos verifica-se difexerentre as amostras, apesar destas
nao serem muito divergente.

Num primeiro impacto, observa-se que os rendimeabtgios sdo baixos. No
entanto € de relembrar que foram apenas utilizZ2dpde alga moida, com o objetivo de
obter quantidades suficientes para realizagcéo nemsias. Apesar de todos os cuidados
para obter o0 maximo de rentabilidade, ao longo megsso ocorre sempre pequenas

perdas de material.

3.3 - Avaliacdo do teor de compostos fenodlicos e da capmdade antioxidante dos

extratos
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3.3.1- Quantificacdo da quantidade total de polifendis

A quantificacdo total de polifendis dos extratos metandlicos e aquosos, das
amostras de aquacultura e selvagem, foi realizada através do métoéolirde
Ciocalteu, e os resultados expressos em microgramas de equivalentes de acido galico

por miligrama de extrato (Lg EAG/mg), encontram-se representados na Tabela VI.

Tabela VI - Conteudo fendlico total dos extratos algaiBifercaria bifurcate

(média £ SD; n=4) expresso em ug EAG/mg de extrato.

Extrato Amostra Fendis totais (ng EAG/mg)
... |Aquacultura 77,90 + 3,00
Metandlico
Selvagem 52,99 + 2,02
Aquacultura 86,73 1£2,28
Aquoso
Selvagem 95,27 £ 2,61

Em relacéo aos extratos obtidos com metanol, verificou-se que a quantidade de
fendis totais era mais elevada na amostra proveniente da aquacultura (77,90 + 2,99 ug
EAG/mg). Ja no extrato aquosos € o contrario, isto é, 0 extrato aquoso da amostra de
alga selvagem possui uma maior quantidade de polifendis (95,27 + 2,61 ug EAG/mg)
em relacdo ao da amostra da alga de aquacultura (86,73 + 2,28 pgEAG/mg). No total, a
quantidade de compostos fendlicos extraidos pelos dois solventes (metanol e agua) foi
de 148,70 pg EAG/mg para a amostra selvagem, e de 164,6 pg EAG/mg para a amostra

de aquacultura (figura 29).
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0 4

Fenois extraido (ug EAG/mg extrato)

Extrato Metandlico Extrato Aquoso Fendis Totais

B Aquacultura ®Selvagem

Figura 28 - Conteudo de polifendis totais nos extratos de metandlicos e

aquosos das amostras selvagem e de aquacultura de Bifurcaria bifurcata.
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3.3.2- Avaliacéo da capacidade antioxidante dos extratos

A capacidade antioxidante da alga em estudo foi avaliada através do método

DDPH'. O radical DDPHé um radical relativamente estavel e o ensaio é baseado na

medicdo da capacidade de eliminacdo dos antioxidantes. As suas caracteristicas

permitem 0 seu uso em ensailyitro e como modelo de aproximagado ao que acontece

aos radicais livres no organismo humano. Este radical apresenta uma coloragéo violeta

na sua forma radicalar, porém a medida que vai sendo reduzido passa para uma

coloracdo amarelada. Este pode ser facilmente detetado por espectroscopia devido a sua
intensa absorcéo na regido visivel.

A capacidade dos extratos da aRjabifurcata, tanto da amostra de aquacultura

como da selvagem, em inibir os radicais DP&#tontra-se representada na figura 30.
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Figura 30 - Atividade antioxidante quantificada nos varios extratos pelo método DPPH

em % de inibi¢cdo versus concentracdo de extrato no meio de reagédo (mg/mL) (média de

4 ensaios realizados em duplicado)eglrato metandlico; bgxtrato aquoso.
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Dos resultados apresentados na figura 30 € pos&kitar que o extrato mais
promissor em termos de atividade captadora de aisdiDPPH é dependente da
amostra, bem como que um aumento da concentragimgar um aumento da
percentagem de sequestro dos radicais. De faata,gpamostra de aquacultura foi o
extrato de metandlico o que apresentou maior eficd& capacidade de sequestro do
radical, enquanto na amostra selvagem foi o exé@tmso. Ainda assim para estes dois
extratos foi possivel obter uma inibicdo de apr@adamente 80% do radical no meio de
reacao, para uma concentracdo de extrato de a@daimente 0,125 mg/ml. De acordo
com estes resultados, o valor degl@ue € definido como a concentracdo de extrato
capaz de inibir 50% do radical DPPHlos extratos referidos é de aproximadamente
0,06 mg/mL (tabela VII). Este é um valor relativarteemais elevado em relagdo ao do
acido ascorbico (lég de 0,006 £ 0,001 mg/mL), que é considerado unmosidiante
comercial forte e que foi utilizado como padrao.

Os resultados apresentados na figura 30 mostrada @ue 0s outros extratos
(extrato aquoso e metandlico da amostra de aquaaudt selvagem, respetivamente)
demonstraram possuir capacidade redutora sigrvficato radical DPPH Apesar de
serem necessarias maiores concentracoes, estafimaouito discrepantes em relacao
as referidas anteriormente.

De forma geral, é possivel verificar que foi oratt aquoso que revelou um
menor 1G,, em comparagdo com o extrato metandlico. Podessializer que séo 0s
componentes do extrato aquosos que possuem uma capacidade antioxidante, no

caso da espéck bifurcata

Tabela VII - Atividade antioxidante quantificada nos varios atdis de
Bifurcaria bifurcata pelo método DPPH expressa em kg (mg/mL) (média :
SD; n=3)

Extrato Amostras | DPPH - ICso (mg/ml)

Aquacultura 0,057 £ 0,007

Metanolico

Selvagem 0,115 + 0,004
Aquacultura 0,080 + 0,004
Aquoso

Selvagem 0,060 + 0,006

e IC50 — concentracdo do extrato que inibe 50% tiagg8o de DPPH

Todos os resultados foram obtidos a partir de @m@émpcias independentes

50



Resultados

3.4 Atividade antifungica

Para o ensaio da atividade antifangica foram testad extratos metanolicos e
aguosos de ambas as amostras. Apenas 0s extratasdhoes, tanto da amostra
selvagem como de aquacultura, demonstraram atidatifingica para os fungos em
estudo. Apds a realizacdo de pelo menos trés ensalependentes, obtiveram-se o0s
MIC e MLC (tabela VIII).

TabelaVlll - Atividade antifingica (MIC e MLC) do extrato metio6 de

Bifurcaria bifurcatacontra estirpes de dermatdfitos.

Extrato Metanolico
. Fluconazol®
Estirpes Aguacultura Selvagem
MIC MLC MIC MLC MIC  MLC

T. mentagrophyteBF7 800 > 800 800 > 800 16-32 32-64
Microsporum canig-F1 400 800 800 > 800 128 128
Trichophyton rubrunCECT 2794 800 > 800 800 > 800 16 64
M. gypseunCECT 2905 800 > 800 > 800 > 800 128 >128
Epidermophyton floccosufF9 400 400 800 800 16 16
E-E”gﬁ”;%%rgphytm- interdigitale | g59 | >go0 | >800| >800] 12§ >128
T. verrucosum CECT 2992 > 800 > 800 > 800 > 800 >128 >128

B MIC e MLC foram determinados pelo método de maduigfio e estdo expressos em pg/ml (m/v).
(a) Fluconazol é um antifangico de sintese quimica

Todos os resultados foram obtidos a partir de 2@épcias independentes realizadas em duplicado

Através da tabela VIII podemos verificar que nadstexn grandes diferencas
entre as amostras. Ainda assim, a amostra de dturacdemonstrou maior atividade
para os fungoM. canise E. floccosumcom MICs 400 pg/mL (figura 31a).

As estirpes menos sensiveis fordm mentagrophytesar. interdigitale e T.
verrucosumcom MICs > 800 pg/mL (figura 31b, c).

Em relagdo aos MLC, o extrato apresentou uma agagidida paraE.
floccosume M. caniscom valores de MLC de 400 a 800 pug/mL, respetivdaene

De forma geral, podemos verificar que o extratcam@ico deB. bifurcatainibe
0 crescimento da maioria dos fungos testados mareeatracdoes de 0,8 mg/mL, mas

nao se torna letal para estes.

51



Resultados

Apesar do fluconazol servir apenas como teste déildade dos fungos,
verificamos que este apresenta valores de maiodatie em relacdo ao extrato da
espécie testada. Isto pode ser explicado pelorfamm ser apenas um composto obtido
de forma quimica e o extrato ser uma mistura deposios. Por isso, apesar dos

grandes valores obtidos, isto ndo os inviabiliza.

Figura 31 - Resultados observaveis na atividade antifungea:MIC.

Primeiramente o controlo negativo, controlo posiie diluicbes do 0,8 para
0,05 mg/mL (da esquerda para direita). As primeaiikscdes sdo negativas e
as restantes positivas. Além da observacdo deimesm dos fungos nas
restantes diluicbes é visivel a coloragdo do meimethante ao controlo

positivo;b) e c) MLC superior a 0,8 e igual 0,8 mg/mL, respetivataen

3.5— Detecao de compostos fendlicos

3.5.1- HPLC

O HPLC é um dos métodos analiticos mais utilizaors fins qualitativos e
quantitativos. E um processo de separacdo para oshasp presentes em misturas
complexas, tal como extratos de algas. Nesta laleoslagem, pretendeu-se aquilatar a
eventual presenca e natureza quimica de comp@stobcbs em extratos metandlicos e
aquosos, sequencialmente obtidos a partir das doestras objeto de estudo. Os

resultados obtidos sdo demonstrados nas figuras332
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Figura 32 — HPLC do extrato metandlico d&furcaria bifurcatada amostra de

aquaculturaa) cromatograma integral. A linha a vermelho reprsenregisto a
280 nm e a verde a 320 nm. As linhas a tracejgate@sentam o perfil do gradiente
que foi utilizado, sendo a linha vermelha represtergt da % de agua acidificada e

a verde do metanoly) ampliacdo da zona do cromatograma onde foramadietet

sinais eventualmente correspondentes a compostokcfes; c) Perfil espetral no
UV representativo dos compostos detetados no cograaha. (pico 1umax= 250

nm; pico 2amax= 260 nm; pico 3xmax= 256 nm.
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Figura 33 - HPLC do extrato metandlico difurcaria bifurcatada amostra

selvagema) cromatograma integrab) ampliacdo na zona dos picos.

No caso do extrato metandlico, a aBabifurcatade aquacultura e selvagem

possuem um perfil cromatografico semelhante emdemuoalitativos, ou seja, presenca

de compostos com 0s mesmos tempos de retencaais @gpetros de absorcdo (tabela

IX). No entanto em termos quantitativos verificaeneéferencas, detectando-se maiores

concentracdes de compostos fenolicos na amosaguideultura (figura 32 e 33).
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Figura 34 - HPLC do extrato aquoso dBifurcaria bifurcata da amostra
aquaculturaa) cromatograma integral. A linha a vermelho reprisenregisto a
280 nm e a verde a 320 nm. As linhas a tracejgolesentam o perfil do gradiente
que foi utilizado, sendo a linha vermelha represtérg da % de agua acidificada e
a verde do metandl) ampliacdo da zona do cromatograma onde foramadietet
sinais eventualmente correspondentes a compodgitisofe c) Perfil espetral no
UV representativo dos compostos detetados no cograaha (pico 1Amax= 258

nm; pico 2amax= 280 nm; pico 3imax= 270 nm; pico &max= 269 nm).
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Figura 35 - HPLC do extrato aquoso dgifurcaria bifurcata da amostra

selvagema) cromatograma integrally) ampliacdo na zona dos picos.

Como podemos verificar através das figuras 35 e 3trato aquoso das duas
amostras deB. bifurcata ndo possuem diferencas qualitativas em termos de
cromatograma. As duas amostras exibem picos id&ntiom caracteristicas espetrais e
tempos de retencdo semelhantes, apesar de na arselstigem existir mais um pico
(tabela IX). No entanto, € de realcar a existédeidiferencas quantitativas, possuindo,

a amostra de aquacultura, uma maior quantidaderdpastos fendlicos.
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TabelalX - Valores dos tempos de retencameprimentos de onda maxi

para cada pico obtido nos cromatogramas.

Extrato Amostra | Pico | Rt (min) Amax (nm)
1 61,389 250
Aquacultura 2 61,92 260
M Sli 3 62,01 256
Metanolico 1 61,56 251
Selvagem 2 61,89 260
3 62,0 258
1 3,77 258
Aquacultura 2 4,81 244:; 246:280
Aquacuiur: 3 6,52 244:; 246; 27Q
4 7,40 244:; 247 27Q
Aguosos 1 2,97 264
2 3,78 245; 258
Selvagem 3 4,85 246; 281
4 6,55 247; 270
5 7,35 247; 270

De forma geral podemos verificar que em 3 mg/mlad#os os extratos das
duas amostras, existem pequenas quantidades destompendlicos. Por este motivo
visualiza-se em alguns cromatogramas a existércraido. Ainda assim, é de realcar
diferencas quantitativas e qualitativas dos exérata estudo. A nivel quantitativo foi o
extrato aquoso que evidenciou uma maior quantid@deompostos fendlicos. Ja em
termos qualitativos, pode-se concluir que, pardga aelvagem e de aquacultura, a
natureza do solvente extrativo foi determinanteo@posicéo fendlica dos respetivos
extratos. Assim, 0 metanol extraiu compostos de&@umais tardia, 0 que permite
inferir da sua menor polaridade relativamente ags fqram extraidos pela agua, que

apresentam tempos de retengcdo muito baixos.

3.5.2-TLC

Para uma analise preliminar e complementar a t@aecHPLC, recorreu-se a
cromatografia de camada fina (TLC). Através da gamidas distancias de migracéo de
cada composto foi possivel obter o fator de reriBd. O calculo do Ré efetuado

através da féormula:

R¢ = distancia de migracdo do composto (cm)/ distgoeraorrida pelo eluente* (cm)

* desde do ponto de aplicagdo das amostras a linha de frente do eluente
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Neste estudo foram testados os extratos metan&icaguosos, de ambas as
amostras, bem como o floroglucinol. A figura 36tha os cromatogramas obtidos, apos

desenvolvimento das placas e revelagéo dos congesparados.

a b
) | ) Linha final do
il eluente
K= 06 R;=0,96
f Ry=0,64
L z R, = 0,64
R;=0
s had 1
: he... ° i Linha de aplicagio
® CHAS cirzele .% C'?“"" P e b A t?ﬁﬁlu das amostras

Figura 36 — Perfil cromatografico, por TLCa) placa revelada com

reagente de Folin-Ciocaltel) placa revelada com vanilina-HCI.

Abreviaturas: P — floroglucinol; E.M AQ — Extrato Metanolico Ageultura; E.M Selv -Extratc
Metandlico Selvagem; E.A AQ- Extrato Aquoso Aquaetd; E.A Selv — Extrato Aquoso Selvagem.

Observando o0s resultados foi também possivel warifi diferencas
cromatograficas entre as duas placas. Na priméaea figura 36a) foi utilizado o
reagente de Folin-Ciocalteu como revelador, conetoly de verificar a natureza
fendlica dos compostos presentes nos extratos. t@des as amostras ocorreu o
aparecimento de manchas azuis-esverdeadas, o mpeos@ a sua natureza fendlica.

Na segunda placa (figura 36b) a detecao foi reddizanm vanilina-HCI, com o
intuito de verificar a presenca de florotaninos. f@sotaninos sdo oligdmeros do
floroglucinol, perfeitamente destrincaveis dos nasi condensados e hidrolisaveis. A
sua detecdo pode ser realizada, como a do floioagluatravés da ocorréncia de uma
cor laranja-avermelhado. A nivel das amostras, @pen extratos aquosos revelaram a
presenca de florotaninos. Nos extratos metandliéogsivel o aparecimento de duas
manchas de cor esverdeada. Estes ndo séo flomsamMio entanto, sdo constituintes
menos polares do que os detetados nos extratosasjum que esta de acordo com o

comportamento verificado por HPLC.

58



4. Discussdo




Discussdo
4. Discussao

4.1- Aquacultura

A nivel da experiéncia laboratorial ndo se obteweescimento d&. bifurcatg
ocorrendo a sua degradacdo e coloracdo negra. Hswmdtados devem-se
provavelmente ao facto @ bifurcataser uma alga pesada, mais densa do que outras ja
testadas. Isto faz com que esta se deposite n® fdosl matrazes, ndo ocorrendo o
fornecimento de nutrientes nem exposicdo a lumilaold. Portanto, é de referir, que
para esta espécie 0 cultivo em matrazes ndo é s atEquado, sendo por isso
necessario adaptar o material & espécie da algasamo. E de realgar também a
importancia do arejamento para a taxa de crescim@esgta espécie, uma vez que é
atraves deste que ha uma intensificacdo da exposighsorcéo de luz e nutrientes.

Outro factor, que podera ter levado ao insucessexgariéncia, foi a utilizacao
de betadine (cujo o principio ativo é a iodopoviglboomo desinfetante. Weinbergpr
al. (1997) realizou um estudo com a alga verm@hacilaria confertao qual analisa
diferentes componentes como meétodos de esteritiza§@éste é referido que os
antibioticos e os desinfetantes normalmente utibgsagpodem ter trés efeitos diferentes
nas algas: danificar diretamente a alga; protegailga através da eliminacdo ou
inativacdo de bactérias; danificar indiretamentalga pela eliminacdo das bactérias
protetoras. Apesar de serem espécies diferentas¢c@sdicdo pode ser comparavel. De
facto, verificou-se qud. bifurcata liberta substancias para a agua, que provocam a
coloracdo amarelada da agua e que possivelmeri@fiam como sistema de defesa. A
utilizacdo deste método de esterilizagdo poderinterferido com este mecanismo de
defesa, e assim ter ocorrido uma danificagdo itedive alga.

Outra experiéncia, realizada por Correaal (1999), testou a resposta de
cicatrizacdo e regeneracao da espéajartina skottsbergiiEste procedeu a excisao de
fragmentos das frondes @& skottsbergiie concluiu que a resposta a cicatrizacdo dos
fragmentos das frondes da alga é significativamiafiteenciada pela temperatura, luz e
meio. Na experiéncia realizada por estes autdoes) €laro que, para os cortes do talo,
uma combinacdo adequada de intensidade luminasgetatura e tipo de meio de
cultura (5 umol fotdes ths?, 15 °C, 4gua do mar sem adicdo de qualquer meio
nutritivo) podem melhorar as taxas de cicatrizaaf@ovalores de 100%. Considerando

os resultados de Correda al (1999), apesar de serem de espécies diferentiea, das
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provaveis explicacbes para a degradaca®.dbifurcatapodera ser uma combinacéo

inadequada dos vérios fatores, o que impossibiitoegeneracdo dos apices. De facto
uns dias apos o corte dos apices, verificava-ggaceeimento de uma coloracdo negra
no local da exciséo.

Deste modo, podemos inferir que a espécie em estme@ facil de cultivar por
propagacdo vegetativa e que existem muitos fatpwespodem ter contribuido para o
insucesso desta experiéncia. No entanto a otinozéggprocesso de cultivo, bem como
a descoberta das condi¢cdes ideais para o0 seu noeggo, poderdo ser aspetos

importantes a ter em conta.

Apesar dos resultados obtidos a nivel laboratoBalbifurcata € uma alga
passivel de cultivar em sistemas de IMTA, comprovaela experiéncia de aquacultura
exterior. Contudo é necessario que o formato dugutss se adeque, isto €, que evite a
sua deposicéo no fundo.

Neste trabalho foi aplicado um cultivo por propagagegetativa. Verificou-se
gue ambas as épocas sao propensas para 0 culsita efpécie algal, porém foi no
periodo primaveril que se obteve um maior crescimerprodutividade em sistemas de
IMTA. O que entra em concordancia com a literapurblicada, onde é realcado que a
temperatura, o fotoperiodo e niumero de horas deptuzdia sdo fatores que tem
influéncia sobre a taxa de crescimento (Pereir@6RAinda assim, é de referir que na
época primaveril, além do maior crescimento e daragdo mais clara do material
algal, ocorreu também um maior desenvolvimento skeuteiras reprodutivas, em
relacdo a época de outono/inverno. Este aspeta entrconformidade com o periodo
reprodutivo (abril a outubro) referido no ciclo déda, podendo significar que maiores
temperaturas e luminosidade levam a maturacéodetiva.

A nivel das referéncias bibliograficas sobre oieoltle B. bifurcatando existe
nenhum do nosso conhecimento, neste momento. ldatenbutras espécies como, por
exemplo a Gracilaria vermiculophylla ja foram testadas em experiéncias de
agquacultura em tanques. Para esta obtiveram-se t@dgacrescimento, para uma
densidade de 3 Kgfnque rondam os 2% no periodo de Novembro — Dezemble 6
- 4% de Maio a Junho. A nivel da produtividade oeouma variacéo de 75 a 225§ m
dia ™ para os periodos referidos anteriormente (Aleteal, 2011). Comparando com
esta espécie, apesar de serem espécies distiatdigavse que @8. bifurcatatem um

crescimento e uma produtividade menor.
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E de referir também que nos dois periodos expetaignapesar de nao
avaliado, a quantidade de nutrientes € distinta.ilfNverno devido ao metabolismo
reduzido dos peixes estes eram menos alimentadpsg provocara uma diminui¢cdo do
teor de nutrientes na agua proveniente do sisteenagdiacultura de peixes. Ja no
periodo primaveril com o aumento densidade e alagdo dos peixes, ocorrera um
aumento da carga nutricional. Segundo Abetual, (2011) existe um padrdo de
variagao sazonal do teor de nutrientes na ria dgrédwvTudo isto e juntando o facto da
variacdo de nutrientes também existente na agumadppodera ser uma condicionante
que influéncia o desenvolvimento desta espéciesiRamente, na experiéncia 3 por
existir melhores fatores ambientais e uma maiggacautricional tenha resultado num
melhor crescimento e produtividade.

Outro facto a verificar € que B. bifurcatg quando em cultivo nos tanques,
libertava substancias que provocavam uma tonalidat@relada a agua. Estas
substancias possivelmente funcionam como métogoatecdo, podendo ser um fator
justificativo da falta de epifitas aderidas a sugesficie. Por isso uma analise quimica a
agua proveniente da aquacultura desta espécieuseniaquisito de interesse e a ter em
conta.

Tendo em conta os resultados descritos e de tadtaares envolvidos, ha que
ter em consideracdo que se trata de uma algafixeegbr uma base discoide e com um
aspeto rasteiro. Portanto, a utilizacdo de apivesslde qualquer fixacdo em continuo
movimento na agua (presenca de arejamento) poeentribuido para as taxas de
crescimento irregulares que se verificaram. Par, isara esta espécie sera necessario a
realizagdo de mais tentativas de cultivo anteskdieie a sua utilizagdo em sistemas de
IMTA. Ainda assim, € de salientar a importanciantEnutencao desta espécie algal na
area natural, uma vez que se verifica uma relativandancia ao longo da costa
portuguesa, bem como em outros paises. Deste mé@nlesea invalida a sua futura

utilizagéo, tanto para estudos como para uma pelagilizacdo comercial.
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4.2 - Rendimento dos extratos

Os extratos sdo componentes essenciais para estindiosestigacdo cientifica.
Sao obtidos através da adicdo de solventes, sezidoiomados de acordo com o0s
compostos e estudos que se pretende realizar.d pdacesso de extracdo bem como o
solvente sdo fatores que tém influéncia sobre dimento, havendo sempre pequenas
perdas de material.

Neste trabalho pode-se verificar a obtencdo deimamdos entre 0s 4% e 0s
26%. O extrato que obteve o maior rendimento, éxdtu os polissacarideos, foi o
metanolico em comparagcdo com 0s extratos de hexagooso de ambas as amostras.
Em termos das amostras verificamos que a amosuagsen teve um maior rendimento
em relacdo a de aquacultura (tabela V).

Quando comparamos com o0s valores da literaturdicaese também existe
algumas diferencas de rendimentos. A nivel da esedvifurcataexiste apenas um
estudo que refere o rendimento dos extratos. Nestselo foi utilizado 0,5 g de alga
moida passando por extracdes organicas (metanm, @égcetona) e aquosas (agua).
Deste modo, obtiveram um rendimento de 64,71% pagatrato organico e 44,61%
para o extrato aquoso (Jiménez-Esceigal, 2012). Noutro estudo, em que sao
avaliadas varias algas, utilizam 5 g de alga meidamo solventes a agua e o etanol.
Para as algas castanhas, inclusive da ordem Fuoakssdimento para o extrato aquoso
variou de 51,3% a 15,7%, ao passo que para o etacohtra-se entre 21,8% a 6,4%
(Sabeena Farvin & Jacobsen, 2013).

Nas duas bibliografias publicadas séo referidasreliicas de rendimento entre
diferentes espécies de algas, assim como nos sedvetilizados. Normalmente sdo as
extragdes aquosas ou com acetona onde se verifreaones rendimentos, em contraste
com as extragcdes com metanol. Estas disparidadesxpéicadas com as diferencas de
polaridades dos solventes, onde existe um aumenterimento com aumento do
indice de polaridade (Wargg al, 2009; Sabeena Fan&Jacobsen, 2013).

Com isto, verifica-se que os resultados a nivalethoimento neste trabalho ndo
sdo concordantes com os estudos referidos. Aindemas&o os inviabiliza, pois
diferenca a nivel do processo e condi¢cbes de éxtragssim como o local de colheita

das algas podera influenciar os resultados.
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4.3- Avaliacdo do teor de compostos fendlicos e da @dade antioxidante dos

extratos

Atualmente o termo antioxidante tem sido muito ni@mmado, com especial foco
nos que sao derivados de produtos naturais. Os astoyp antioxidantes sao
considerados como a solucéo na luta contra vaoesgas, assim como no processo de
envelhecimento. Um grande nimero de compostosxathiates tem sido identificados
e isolados a partir de varias algas, 0s quais Sackm 0os compostos fendlicos para as
algas castanhas. Estes sdo considerados graneé&siores de potenciais antioxidantes
(Zubia et al., 2009).

Neste trabalho verificou-se que existem grandestaglemles de compostos
fendlicos nos dois extratos testados. Para o extmatandlico foi a amostra de
aquacultura (77,90 £ 3,00 pg EAG/mg) que revelouiomauantidade destes
compostos, e no extrato aquoso foi a amostra satvg@5,27 £ 2,61 ug EAG/mQ)
(tabela VI). De forma geral, a amostra de aquaakwua a mais enriquecida em fenois
totais (164,6 ug EAG/mg).

A nivel da bibliografia publicada, para esta espéidé algas, existem trés
estudos onde é demonstrado o conteudo de fen@snp&odo de~olin—Ciocalteu
Segundo Jiménez-Escrgg al (2012), aB. bifurcatapossui alto contetudo de polifendis,
em comparacado com outras algas. Obtiveram pararat@organico (extraido com
metanol e agua) cerca de 2,4 g/100 g e para o@xtgaioso cerca de 2,3 g/100 g. No
estudo realizado por Zubé&t al (2009), em que avaliaram o contetdo de fendlital to
de extratos brutos de algas castanhas, para aespgestudo neste trabalho obtiveram
o valor de 0,96% de peso seco. Por fim, um estadoftliéncia dos diferentes tipos de
condicionamento sobre os compostos fendlicos,zaddi por Lanr& StigerPouvreau
(2008). Neste verificaram que pdabifurcataa luz tem influéncia sobre os compostos
fendlicos, assim como obtiveram maior conteudo lfendpara extratos que foram
utilizados frescos e congelados (cerca de 4,47% s®s0). A maior perda do conteudo
fendlico foi obtida por extratos secos na estufa.

De acordo com estudos anteriores o conteudo desfeadia entre diferentes
espécies de algas e depende de varias variaveis edmbitat, estacdo de colheita e
condicbes ambientais (luz, temperatura e salinjda&ieda assim, este trabalho esta de
acordo com estudos anteriores em Phaeophyceaegaetbtado que a ordem Fucales

possui um maior contetudo de polifendis das algstschas (Zubiat al., 2009).
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O extrato aquoso foi mais eficaz do que o extragtandlico para 0s compostos
fendlicos, nas amostras testadas. Este facto emraconcordancia com estudos
precedentes onde é referido que extragbes aquosassturas aquosas de metanol,
etanol ou acetona sdo mais eficientes para a éxti@de polifenois (Wangt al, 2009;
Koivikko et al, 2005). Verificamos assim que os resultados obtiteste trabalho estao
enquadrados dentro dos valores alcancados porsoestudos, apesar de algumas
diferencas no método aplicado.

Um estudo complementar a determinacdo dos compdstodlicos, é a
determinacdo da atividade antioxidante através mieéradical DPPH Apesar do
DPPH ser um radical sem importancia fisiolégica, éizdilo na avaliacam vitro da
capacidade anti-radicalar de varias amostras. Feata de facil execucéo, rapido e com
boa estabilidade e, por estes motivos, tem siddousanplamente para analise de
atividades antioxidantes.

Neste trabalho, a nivel do extrato metandlico fain@stra de aquacultura que
teve um menor I€;, ao passo que no extrato aquoso foi a amostragastv (0,057 +
0,007 mg/mL e 0,060 + 0,006 mg/mL, respetivame(iela VII). E de referir que o
extrato aquoso no processo de extracdo apresentaws coloragcdo
acastanhada/alaranjada, podendo ser resultadcedenga de fuconxantina. Sendo de
referenciar que, normalmente, a fucoxantina € iEdraom recurso a sequéncias de
solventes como metanol, agua, hexano, entre o(Foget al, 2013). Isto pode-nos
levar a crer que este composto seja um dos resppsgela atividade antioxidante. Os
resultados foram obtidos por realizacdo de rettigticamente estaveis, em que se
verifica que o aumento da concentracdo do extnateopa um aumento da capacidade
antioxidante.

No estudo de Zubiat al (2009),B. bifurcatafoi uma das mais ativas com um
ICs0 de 0,56 mg/mL. No caso do estudo de Lann & SiRpmrvreau(2008), mais uma
vez foram os extratos frescos e congelados qudarawe maior atividade antioxidante
(ICso cerca de 8 mg/mL). Num estudo mais recente reldipmr Carvalho (2013), sob
as mesmas condicOes realizadas neste trabalhoedBig 388 pug/mL e 23 pg/mL para
0 extrato metandlico e aquoso, respetivamente.

Observa-se assim que os valores obtidos, apesmfat®res em relacdo aos
dois primeiros estudos referidos, alguns séo sieslaob as mesmas condigbes de
extracdo. Existe também correlacdo positiva contamspostos fendlicos, isto €, os
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extratos com maiores conteudos fendlicos revelanama maior capacidade
antioxidante. Devido as diferengas nos méetodosxtlagéio, metodologia e unidades
usadas nos varios estudos sobre atividade antiuridie algas relatados na literatura,
torna a comparacao direta dos resultados mais amadple por vezes impossivel.
Tendo em conta que a espécie em estudo é uma fmgaccasatanha e que a estas
tem sido associada alta atividade antioxidantedde@ compostos como polifendis
(sobretudo florotaninos) e fucoxantina, sdo comptase que provavelmente estarao

presentes no extrato aquoso.

4.4- Atividade antifungica

O uso indiscriminado e prolongador de farmacosydatobianos conduziram ao
aparecimento de fungos patogénicos resistentes.ldgbu a uma maior procura de
compostos naturais antimicrobianos, através dedastvitro. Apesar destes testes de
suscetibilidade ndo serem rotineiramente utilizagés importantes na verificacdo da
resisténcia, para escolhas dos tratamentos e pgagagaisa de substancias alternativas
para serem utilizados como medicamentos (Guetdals 2012).

A atividade antifungica pode ser influenciada p@ridveis como habitat,
periodo de colheita, estado reprodutivo da algapaod& experimentais, entre outros.
Existem varios solventes que sao utilizados pararménacao da atividade antifungica
das algas, no entanto ainda é dubio qual o maiazefiara utilizar nas extragées. Ainda
assim, dos diferentes estudos é de realcar a geesenuma vasta gama de compostos
naturais que poderao ser aplicados na saude hyiMana/annaret al, 2011).

Neste trabalho, a atividade antifingica foi testaela método de macrodiluicdo
em caldo com determinacdo de MIC e MLC. Verificeuegie a nivel das amostras,
aquacultura e selvagem, néo existiam grandes dfasede atividade. De forma geral,
foi apenas o extrato metandlico que mostrou atiledeontra os dermatofitos. Estes na
sua maioria foram inibidos pelo extrato Be bifurcatg sendoM. canisFF1 e oOE.
floccosumFF9 as estirpes mais sensiveis com concentragt@és de 800 e 400 pg/mL,
respetivamente (tabela VIII).

A nivel de bibliografia publicada sobre atividaddif@ngica deB. bifurcatg
através do método de macrodiluicdo em caldo e &@#rmesmas estirpes de fungos,
existe apenas um trabalho realizado recentememt€gwvalho (2013). Neste estudo,
sobre as mesmas condicbes das referidas nestdhtrabambém sé o extrato
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metanolico revela acdo. As espécies mais susceptoramE. floccosum(MIC de 100

— 200 pg/mL; MLC de 200 pg/mL);. rubrum (MIC de 200 pg/mL; MLC de-400
png/mL), M. canis (MIC de 400 pg/mL; MLC de>400 pg/mL) e por fimT.
mentagrophytegMIC de 100 pg/mL; MLC de > 800 pg/mL). Os res&nfungos
cresceram ou apenas sofreram inibicdo na concéotae 800 pg/mL. Comparando os
resultados, verificamos que a espécie testada medtalho possui menor atividade
antifingica em relacdo aos resultados da publicagferida anteriormente. Ainda
assim, existe uma concordancia das estirpes colwr manenor resisténcia ao extrato,
apesar das diferentes concentracdes. No entarde, réferir que as espécies foram
recolhidas em locais geograficos e épocas difeseriiem como podem ter sido
submetidas a condi¢cbes distintas durante a redbzaxperimental. Um parametro
importante na realizacao deste ensaio € a dissollms extratos, que para esta espécie
nem sempre foi obtida a homogeneidade, o que pdliemciar os resultados. Tudo
isto pode revelar diferencas a niveis de consfitug compostos, que por conseguinte
levam a distintos potenciais. De forma global, ficaise que a espéck. bifurcata
possui atividade antifungica reduzida para as auregdes testadas, levando a querer
ser necessario maiores concentracoes para rewdtanrcial contra dermatofitos.

Outro estudo, realizado por Lopes al (2013), utilizou extratos ricos em
florotaninos de varias macroalgas castanhas (orfdecales) para testar a atividade
antifingica. Neste foi utilizado uma concentracdo 62,5 mg/mL, o qual o valor
minimo MIC e MLC apresentado é 3.9 e 7.8 mg/mLpedsamente. Comparando com
este estudo, apesar de espécies diferentes masst@anordemB. bifurcatapossui um
efeito antifingico muito superior, suportando asaintleia que para a maioria destes
fungos sé@o necessarias concentracdes maioregadatenestes trabalho.

E de realcar que para este ensaio foram utilizasasoncentracbes de 800
pg/mL por ser uma concentracao referéncia na quabmpostos sao considerados de
interesse a nivel farmacolégico. Ainda assim né&@biliza o potencial desta alga para
0s estudos antifungicos uma vez que foram testadtstos, isto € uma mistura
complexa de compostos. Por serem uma mistura deasios provavelmente podera
existir efeitos sinergéticos o que vai reduzira kalor de cada composto. Desta forma,
verificamos queB. bifurcataé realmente uma alga com potencial biotecnolégigoe
fracionamento, bem como identificacdo dos compogtes compdem esta alga € um

passo importante para a compreensao das atividsalgfestadas.
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4.5- Andlise quantitativa e qualitativa

A aplicacdo de métodos de HPLC e TLC permitem arsgdo de compostos
individualmente. Estes tém sido atualmente muilzatlos na dete¢éo e quantificacao
de compostos fendlicos de macroalgas, sendo mu#éass complementado com a
aplicacao de outras técnicas.

Neste trabalho verificamos que os extratos posstmmposicdes diferentes a
nivel de compostos, revelando picos em zonas tlistiho cromatograma. Os extratos
aquosos sdo constituidos sobretudo por compostekiigéo mais tardia, ao passo que
0S metanolicos apresentam tempos de retencao baikos. Nestes também ocorreram
diferencas quantitativas, onde as algas proversed#e aquacultura revelaram uma
maior quantidade de fenois. Em relacdo as amostiasse verificaram diferencas
qualitativas, mas visualizaram-se diferencas qtaivias. Este método s6 por si ndo
permitiu inferir mais informacé&o sobre a composifgiwlica. Por isso foi realizado um
TLC, utilizando dois reveladores diferentes e adfpucinol. Neste foi notéria a
presenca de compostos fendlicos em todas as asjostas apenas nos extratos
aquosos se revelou a presenca de florotaninos. &agatrato metanolico apenas
evidenciou a presenca de compostos fendlicos, mggi¢eva a crer que grande parte da
atividade demonstrada se deve possivelmente angaesie diterpenos (usualmente
extraido com metanol como solvente) (Le Lahal, 2014.

Em relacdo a publicacdes sobre HPLC e TLC em estratutosB. bifurcata
nao existe nenhum relato. Para esta espécie apeists um estudo em TLC, mas para
identificacdo dos diterpenos que esta produz (Lenled al, 2014). No entantpara o
caso do HPLC, existem apenas varias alusfes atdimacdo em algas castanhas. O
foco tem sido a identificacdo, separacdo e queatfio dos florotaninos, dada a sua
abundancia nestas algas assim como o potenciagmolque tem demonstrado. Porém
apesar da extensa pesquisa, ainda nao existe urdord# HPLC adequado para algas
castanhas. Este facto é explicado pela complexidadgeparar compostos individuais, a
partir de uma mistura polimérica que ocorre natnealte (Koivikko et al., 2008).Uma
espécie em que tem sido abundantemente aplicaélena de HPLC para estudo a
nivel de florotaninos (composto fendlico) éocus vesiculosudJtiliza-se sobretudo
uma sequéncia de solventes, a fim de isolar aomuagi composto em estudo. Devido
as diferencas nas extracdes e técnicas utilizadesmgaracdo entre estes torna-se

dificultada. No entanto, é referida a dificuldadesestudo destes compostos devido a
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sua complexidade e falta de padrées comerciaismasemo a necessidade de
complementaridade com outras técnicas (Koivigkal, 2007; Wanget al, 2012).

De um modo geral da para perceber que a técnicel®HE€ e TLC sédo eficazes
na separacao de compostos fenélicos e que asnddsrextracdes vao ter influéncia na
composicao final erB. bifurcata Assim estas técnicas tornam-se um complemento em
todo o estudo, confirmando-se a presenca de coogpdshdlicos para esta espécie

algal.
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As macroalgas sao organismos de uma enorme grataties diversidade e
complexidade. O facto de viverem em sistemas comrshs interacdes torna-as uma
enorme fonte de compostos bioldgicos e quimicosa €ste trabalho revelou-se que a
costa portuguesa tem potenciais fontes de compatsitass, apesar de ainda estarem
nos seus primérdios de investigacdo. Todas awlttiides e os poucos conhecimentos
sobreBifurcaria bifurcatatornou este trabalho um verdadeiro desafio. Cadagpdado
no processo experimental, desde da colheita di@aale cada ensaio, tem o seu valor
podendo influenciar posteriormente os resultadasdada Contudo o protocolo foi
desenvolvido com o maximo de rentabilidade e reagt@amento, de forma a obter o
maior rendimento possivel.

Este trabalho permite ter uma pequena ideia donpiate que Bifurcaria
bifurcata detém. Comprovou-se o0 seu elevado conteudo fengliesente nas algas
castanhas, bem como a presenca de atividade alaind®ie antifangica. Para a primeira
atividade foi o extrato aquoso que deteve maioacdade. Complementado com as
técnicas cromatogréficas, permite-nos inferir gsie @otencial resulta da presenca de
compostos mais polares, dos quais se destacardloratsininos. No caso do extrato
metandlico evidenciou a presenca de compostos doipdes mais apolares e de
fendlicos, exibindo assim alguma capacidade argifi@ De forma geral, verificaram-
se diferencas entre os extratos, mas nao entre@sras.

A nivel da aquacultura, esta espécie é passivalitiear. No entanto, apesar de
todos os cuidados, foram obtidos valores baixosrdecimento e produtividade em
relacdo a outras algas ja testadas.

Posto isto tudo, uma questao se levanta: Sera eccanmente rentavel o cultivo
da espéci®. bifurcat® E de salientar a sua abundancia ao longo da posdtajuesa e
noutros paises, bem como a inexisténcia de difageagtre as duas amostras para as
atividades testadas. Sendo uma espécie com targocpad, uma das possiveis solugcdes
nao passara pela sua manutencao nas zonas c@steiras

Apesar disso, comprovou-se assim o potencial dalgfa, justificado pelos
diversos estudos que tém sido realizados. Todadizessidade de métodos passiveis
de serem utilizados, a grande variabilidade entterés externos e as diferentes
espécies de algas torna muitas vezes as confrestalficeis e/ou impossiveis. Porém

o isolamento de cada composto pode resultar eniveassplicacdes farmacéuticas e
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nutracéuticas. A area das macroalgas € de uma ersarmplexidade, na qual pequenos
estudos tém sempre um contributo para a descotlesta “mundo”, mesmo que 0s
resultados ndo sejam os esperados. Por isso nwgts é afirmado o seu futuro

promissor, pois é das dificuldades que se constiitentivo e a ciéncia.

No seguimento deste trabalho seria interessanligaretbdo 0 processo para as
amostras de aquacultura e selvagem referente ghegtamaveril, a fim de verificar se
existem diferencas. Continuar na realizacdo destige;do para identificacdo de
compostos e fracionamento das amostras, assim eap®yiéncias de atividades que
estas podem revelar. Por fim, repetir novamenteltara desta espécie hum sistema
laboratorial e crescimento exterior sob um sistematinuo, bem como a realizacao

analises quimicas da agua aplicada e retirada dsacaljura desta espécie.
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