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Resumo

O meio marinho é um espaco repleto de diversidade, rico em organismos e em
recursos naturais, sendo um foco na area da investigagao cientifica.

As algas, sdo um tema bastante atual no que toca a diversidade do ambiente
marinho. Estas caracterizam-se como sendo organismos taléfitos (ndo possuem raizes,
caules ou folhas), eucariotas e autotroficos, possuem clorofila @ como o seu principal
pigmento, ndo possuem tecidos ou érgdos especializados e podem ser encontradas
maioritariamente em agua (locais humidos).

As algas sao divididas em microalgas e macroalgas, sendo que macroalgas sdo as
algas macroscépicas e, portanto, visiveis a olho nu, e sdao divididas e classificadas de
acordo com a sua pigmentacdo: algas verdes — filo Chlorophyta; algas castanhas — filo
Heterokontophyta, classe Phaeophyceae; e algas vermelhas — filo Rhodophyta. Estes
organismos ja sdo utilizados hd varias décadas em vdrios paises, no entanto, na Europa,
a sua utilizacdo tem vindo a aumentar. A maioria das algas marinhas sdo algas
vermelhas. A Gigartina pistillata é uma alga vermelha, pertencente ao filo Rhodophyta
e a ordem Gigartinales.

Um dos polissacarideos mais importantes provenientes do filo Rhodophyta é a
carragenana, substancia mucilaginosa que se encontra na parede das algas vermelhas e
gue é o componente principal da parede celular e da matéria intercelular destes
organismos.

Neste presente estudo, a carragenana e compostos polares foram extraidos e
identificados, com o intuito de avaliar a sua atividade antioxidante para uma futura
implementagao nas industrias alimentar e farmacéutica.

A extracdo alcalina a quente com a finalidade de obter extratos de carragenana,
para cada fase do ciclo de vida de Gigartina pistillata. Os extratos foram pesados e o seu
rendimento foi calculado através da férmula do rendimento. Seguidamente foi feita a
extracdo sequencial a fim de extrair compostos polares, obtendo-se um extrato
metandlico do qual foram obtidas duas subfracdes: sobrenadante e precipitado.

Posteriormente foi analisada a composicao quimica dos extratos de carragenana
através de espectroscopia vibracional FTIR-ATR que permitiu identificar os seus

principais grupos funcionais e desta forma distinguir os diferentes tipos de
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carragenanas: carragenana hibrida kappa/iota com percursores biolégicos mu e nu e
carragenana hibrida xi/lambda.

Numa outra fase do trabalho foi avaliada a atividade antiradicalar através da
avaliacdo da capacidade de redugdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) dos
polissacarideos e do extrato metandlico. Verificou-se que os polissacarideos nao
apresentaram qualquer atividade antiradicalar, com exce¢dao da amostra do gametéfito
feminino (1,70%). Relativamente ao extrato metandlico apenas as amostras do
gametodfito feminino (7,35%) e talo ndo frutificado (1,65%) apresentaram atividade
antiradicalar.

A atividade redutora foi determinada pelo método FRAP (Ferric reducing ability
of plasma) nos polissacarideos, sobrenadante e precipitado. As amostras do precipitado
revelaram maior atividade comparativamente as amostras do sobrenadante,
destacando-se a amostra do gametéfito feminino. Os polissacarideos ndo apresentaram
qgualquer atividade.

Por ultimo, foram identificados alguns dos pigmentos que compdem o extrato
metandlico (precipitado), e que parecem contribuir para a atividade redutora da alga,

através da aplicacdo da técnica de cromatografia de camada fina (TLC).

Palavras-chave: Rhodophyta, Gigartina pistillata, carragenana, FTIR-ATR, antioxidantes
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Abstract

The marine environment is a space full of diversity, rich in organisms and natural
resources and it is a focus of scientific research.

Algae are a very current theme regarding to the diversity of the marine
environment. These eukaryotic and autotrophic organisms are characterized by the
absence of roots, stems and leaves. Chlorophyll a is their main pigment and they have
no specialized tissues or organs. Algae can be found mainly in water and they are divided
into microalgae and macroalgae. Macroalgae are macroscopic, lying on the marine
environment and they are divided and classified according to their pigmentation: green
algae — phylum Chlorophyta; brown algae — phylum Heterokontophyta, Phaeophyceae
class; and red algae — phylum Rhodophyta. These organisms have been used for several
decades in several countries, however, in Europe it use has been increasing. Most algae
are red algae. Gigartina pistillata is a red algae belonging to the Rhodophyta phylum and
to the Gigartinales order.

One of the most important polysaccharides from the Rhodophyta phylum is the
carrageenan, a mucilaginous substance found in the walls of red algae being a major
component of the cell wall and intercellular substance of these organism.

In this study carrageenan and polar compounds were extracted and identified in
order to evaluate antioxidant activity for future implementation in food and
pharmaceutical industries.

The alkaline extraction was made in order to obtain carrageenan extracts, for each
phase of the life cycle of Gigartina pistillata. The extracts were weighed and their yield
was calculated by the performance formula. Then, the sequential extraction was made
to extract polar compounds, which produced a methanolic extract which was
fractionated in supernatant and precipitate.

Finally, the chemical composition of the extracts was analyzed through vibrational
spectroscopy FTIR-ATR that identifies the types of chemical bonds of the compounds,
getting different types of carrageenan: hybrid carrageenan kappa/iota with biological
precursors mu and nu and hybrid carrageenan lambday/Xxi.

In another stage, anti-radical potential of polysaccharides and methanolic extracts

was evaluated by assessing the ability of the radical reduction of 2,2-diphenyl-1-picryl-

12



hydrazyl (DPPH). It was found that polysaccharides showed no antiradical activity,
except for the sample with the female gametophyte (1.70%). Regarding the methanol
extract only the female gametophyte samples (7.35%) and stem not fruited (1.65%)
showed antiradical activity.

The reducing activity was determined by the FRAP method (Ferric reducing ability
of plasma) in the polysaccharides, supernatant and precipitate. Samples of the
precipitate showed higher activity compared to supernatant samples, highlighting the
sample of female gametophyte. The polysaccharides didn’t show any activity.

Finally, some of the pigments that compose the methanolic extract (precipitate)
were identified by thin layer chromatography (TLC) and appeared to contribute to the

reducing activity of the algae.

Keywords: Rhodophyta, Gigartina pistillata, carrageenan, FTIR-ATR, antioxidants
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1. Introdugao

A palavra azul é diversas vezes ligada ao céu e ao mar, relembrando o facto de o
planeta Terra apresentar uma colora¢cdo maioritariamente azul.

Os oceanos exibem uma fonte viva de diversidade bioldgica, 4gua, producdo de
biomassa, oxigénio, além de outros aspetos importantes para a saude humana. A
qualidade dos oceanos é assim fundamental para a manuteng¢do do planeta (Moura et
al., 2011).

Devido a dificuldades econdmicas que surgiram durante anos, os habitantes das
costas europeias viram no mar um meio de subsisténcia e comércio. Mudaram assim a
visdo em relagao ao mar, um meio que poderia vir a suplementar os recursos terrestres
(Campbell & Nicholls, 1994). No entanto, nos ultimos tempos, tém sido claras as grandes
altera¢des do ambiente marinho, causadas pelas atividades derivadas da acdo humana,
sendo que as respostas destas alteragdes levam a impactos nos processos ecoldgicos,
pondo em risco de extin¢do varias espécies sensiveis (Moura et al., 2011).

A costa portuguesa suporta extensdes rochosas, muitas delas ricas em algas.
Grande parte das zonas costeiras encontram-se muito expostas a acdao do mar (Lewis,
1964) e as algas do patamar médio litoral localizam-se maioritariamente no horizonte
inferior, demarcado pelo nivel minimo da maré baixa (Murias, 1994; Pereira, 1996).

A observacdo do meio marinho, da sua grandeza e diversidade levou os cientistas
a iniciar o estudo da vida marinha, come¢ando com animais, passando por
microrganismos, plantas (algas) entre outros. Houve, portanto, uma grande necessidade
de criar varios ramos desta ciéncia. Aquela que se dedica aos estudos de algas designa-
se por ficologia ou algologia, que deriva do grego phycos, que significa “algas” (Lee,
2008).

O conceito de alga é extremamente vasto. No geral, algas sdo organismos talofitos
(ndo possuem raizes, caules ou folhas) eucariotas, autotréficos, que possuem clorofila a
como o seu principal pigmento, ndo possuem tecidos ou érgaos especializados e podem
ser encontradas maioritariamente em agua (locais humidos); porém, ocorrem também
em varios outros locais, nomeadamente em altas montanhas cobertas de neve podendo
assim sobreviver a temperaturas gélidas e raios UV, também se encontram em locais

onde vivem junto a liquenes, em solos desérticos e até em fontes termais (Lee, 2008).
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As algas sdao produtores primarios na maioria dos habitats, produzindo matéria
organica para os restantes seres vivos através de varios fatores como a luz solar, o
didxido de carbono e agua, no processo de fotossintese. Para além de constituirem a
fonte basica de alimentos, estes organismos produzem também o oxigénio necessario
para o metabolismo dos organismos consumidores (Lee, 2008). Em suma, estes seres
desempenham um papel ecoldgico fundamental, ndo sé nas cadeias alimentares dos
ecossistemas aquaticos, como também na exibicdo de uma porcdo significativa de
biodiversidade mundial.

As algas sao divididas em microalgas e macroalgas. Consideram-se macroalgas as
algas que sdo macroscdpicas, ou seja, que sdo visiveis a olho nu e que se encontram em
meio marinho, apesar de existirem espécies de agua doce. A diversidade destes
organismos é extraordindria ostentando uma infinidade de formas, tamanhos e cores,
conforme a sua estrutura, complexidade e adaptacdo ao meio. Os seus talos mostram
diversas morfologias: laminares, tubulares, cilindricos e até incrustantes (Pereira, 2010).

As macroalgas sao divididas e classificadas de acordo com a sua pigmentacao: filo
Chlorophyta (algas verdes), filo Hetrokontophyta ou Ochrophyta (classe Phaeophyceae
— algas castanhas) e filo Rhodophyta (algas vermelhas) (Pereira, 2009).

A utilizacdo de algas é relativamente recente na Europa, contudo, em paises
Asidticos a sua utilizacdo advém de tempos antigos, sendo que cerca de quatro milhdes
de toneladas de macroalgas sao colhidas anualmente em todo o mundo, encontrando-
se nos primeiros lugares como principais produtores, a China e o Japdo, seguidos pelos
Estados Unidos e Noruega (Dapper et al., 2014). Estes organismos tém sido muito
apreciados durante os ultimos anos por serem uma fonte de compostos naturais, tendo,
portanto, elevado potencial e interesse em diversas areas. Aproximadamente 70% da
biosfera é detentora de biomas marinhos, os quais contém uma diversidade taxondmica
e bioquimica sendo as macroalgas marinhas uma importante fonte de matérias-primas
e de moléculas biologicamente ativas. A partir das algas marinhas sdao obtidos produtos
indispensaveis a vida do homem, movimentando uma economia com valores que
ultrapassam alguns milhdes de délares anuais. Muitos dos compostos que existem nas
macroalgas marinhas sdo utilizados na industria farmacéutica, cosmética, alimentar e

agricola (Dapper et al., 2014).
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Portugal continental é um pais pequeno, que se localiza a sudoeste da Peninsula
Ibérica, possuindo uma extensa costa com cerca de 845 km de extensdo, composta por
areais e costas rochosas. Segundo Ardré (1970; 1971) foram identificadas e descritas
246 espécies de Rhodophyta, 98 Phaeophyceae e 60 Chlorophyta. A costa portuguesa é
assim detentora de uma grande diversidade de macroalgas marinhas, exibindo um
crescimento no numero de algas vermelhas (nimero de espécies) e um decréscimo do
numero de algas castanhas (numero de espécies), do Norte para Sul de Portugal
(Palminha, 1951; Mesquita Rodrigues, 1963; Ardré, 1970).

Esta diversidade de algas deve-se ao clima do territério portugués, e a influéncia
qgue diferentes massas de dgua tém na costa. O oceano Atlantico banha o Norte,
predominando uma flora de climas frios; j4 o Sul é banhado pelo Mediterraneo,
existindo assim uma maior quantidade de algas tipicas de climas mais quentes. O centro,
por sua vez, conta com a influéncia de ambas as zonas, possuindo assim uma grande
diversidade de algas dos diferentes climas. Contudo, a tematica das alterac¢des
climdticas e o consequente aquecimento das aguas, tem vindo a aumentar, reduzindo
assim o numero de espécies de algas e alterando os padrées que antes existiam, como
é o exemplo do deslocamento de espécies de climas mais quentes, para zonas
caracteristicas de climas mais frios. Uma drastica consequéncia deste fendmeno sera o
desaparecimento de algas tipicas de zonas frias na costa portuguesa (Pereira, 2005,
2008).

A fim de classificar toda a diversidade de espécies de algas existentes ao longo da
costa, esta divide-se em trés zonas: zona supralitoral (localiza-se na parte superior mais
perto do areal, onde fica exposta durante as marés baixas, e onde se encontram
organismos com resisténcia a dessecacdo), a zona médio litoral (que se localiza nos
limites maximo e minimo, que sdo atingidos pelas ondas e marés, na preia-mar e baixa
mar (o local de pocas de marés é mais adequado a colheita de algas pelo facil acesso) e
por fim a zona infralitoral (encontra-se sempre submersa, possuindo condi¢des muito
estaveis o que gera uma enorme biodiversidade mas cuja colheita requer equipamentos
de mergulho devido a profundidade). Esta divisdo da costa permitiu caracterizar de uma
melhor forma as espécies de cada zona, assim como facilitar a sua localizacdo (Almeida,

2007; Sad, 2002).
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O meio marinho é reservatério dos mais diversos compostos bioativos. As suas
particularidades como a salinidade, temperatura, pressdao e incidéncia luminosa
conferem potencial a estes compostos para serem aplicados em alimentacdo para
conservacgao e fortificacdo de alimentos devido aos seus detalhes particulares (Freitas
etal., 2012).

Deste modo, ao longo dos anos, o estudo da vida marinha proporcionou a
descoberta de novos compostos bioativos que tém estimulado diversas areas da
biotecnologia. Em cerca de 220 000 substancias naturais registadas, apenas 10% sao de
origem marinha. Isto pode ser explicado pelo fato de ndo haver um estudo intenso nos
organismos marinhos, devido a alguma fragilidade existente relativamente ao seu
conhecimento e a dificuldades na colheita de algumas amostras (Ainane, 2011). No
entanto, atualmente, tem-se vindo a verificar um interesse crescente no estudo das
algas, que devido a sua abundancia tém sido alvo de vdrios trabalhos de investigacao
gue comprovam o seu grande potencial, especialmente por parte da diversidade de
metabolitos secundarios. Além do seu valor nutritivo (fibras, proteinas, conteudo
mineral), as algas ndo mostraram até entao riscos de alergia e toxicidade. Isto levou, a
gue nas ultimas trés décadas, a descoberta de metabolitos com atividades biolégicas a
partir de macroalgas aumentasse expressivamente (Fleurence et al., 2012).

As algas constituem um alimento natural com elevado valor nutritivo e muito
baixo em calorias. Possuem diversas proteinas com todos os aminoacidos essenciais,
minerais, vitaminas, incluindo a vitamina B12 (ausente nos vegetais superiores), fibras e
baixo conteldo em gorduras (Pereira, 2007). Existem agentes terapéuticos naturais,
isolados de algas, que contém classes de compostos como terpendides, acido
ribonucleico, proteinas, hidratos de carbono, lipidos, entre outros (Fusetani, 2000) com
varias atividades bioldgicas, desde antibacterianas, antioxidantes, antifungicas, anti-
malaricas, antitumorais, anti-inflamatdrias entre outras (Mayer et al., 2009).

Neste intuito, a industria farmacéutica, cosmética e alimentar, focam cada vez
mais os seus esforcos na descoberta de novas substancias naturais, que sejam cada vez

mais eficientes e menos nocivas.
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2. Macroalgas vermelhas: Rhodophyta

As algas vermelhas s3o provavelmente o grupo mais antigo de algas eucaridticas
e 0s mais provaveis descendentes diretos de um cyanome (pigmentos de algas
simbidticas) de Glaucophyta, tendo estas algas presumivelmente evoluido de um local
anteriormente ocupado por cianobactérias que realizam fotossintese juntamente com
as algas verdes (Lee, 2008).

A maioria das algas marinhas sdo algas vermelhas, existindo mais algas vermelhas
do que todas as outras algas marinhas associadas. As algas vermelhas ocorrem em todas
as latitudes, contudo hd uma mudancga relativamente a sua abundancia do equador para
mares mais frios, existindo, portanto, poucas espécies nas regides polares e subpolares
onde predominam as algas verdes e castanhas; porém, em regides tropicais e
temperadas o niumero de algas vermelhas supera as restantes (Lee, 2008).

Neste filo existem cerca de 2500 a 6000 espécies, em aproximadamente 670
géneros, na sua grande maioria marinhas (Woelkerling, 1990).

O filo Rhodophyta é facilmente distinguido dos demais devido a varias
caracteristicas, tais como: auséncia de células flageladas, presenca de clorofila a e d,
pigmentos acessorios chamados de ficobilinas (ficoeritrina e ficocianina), amido florideo
como produto de armazenamento, tilacoides que ocorrem individualmente nos
plastidios sem reticulo endoplasmatico externo, auséncia de parénquima e presenca de
conexdes pit entre as células (Woelkerling, 1990; Grossman et al., 1993; Gurgel and
Lopez, 2007).

As algas vermelhas podem ser separadas em trés componentes principais, um
conjunto unicelular com reproducdo por divisdo celular binaria, um outro multicelular
onde um ramo carpogonial estd ausente ou incipiente (Bangiophyceae) e por fim um
conjunto multicelular com ramos carpogoniais bem desenvolvidos (Florideophyceae)
(Heimann, 2012).

Da parede celular das algas vermelhas podem ser extraidos polissacarideos que
tém a propriedade de formar gel em solucdo aquosa. Devido as suas propriedades geli-
ficantes, estabilizantes e emulsionantes, os ficocoldides passaram a ter grande aplicacao
na industria alimentar, farmacéutica e biotecnoldgica.

O agar e a carragenana sao os exemplos destes ficocoldides extraidos através da

parede das algas deste filo. O agar é extraido de alguns géneros de algas vermelhas,
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especialmente Gelidium, Gracilaria e Gracilariopsis. Cerca de 90% da produgao de agar
é usada na industria alimentar como estabilizante e espessante em recheios de tortas,
bolos, gelados, iogurtes entre outros. Os 10% restantes sdo para uso bacteriolédgico (na
detecdo de bactérias) e biotecnolégico (agarose) sendo que o seu prego é mais elevado
devido aos processos de purificacdo. Ja a carragenana provém também de algas deste
filo sendo a Kappaphycus alvarezii e Euchema denticulatum algas muito comuns para
este efeito. As principais aplicacdes da carragenana também estdo relacionadas com a
industria alimentar na producdo de achocolatados, queijos, gelatinas e produtos a base
de carne (presunto, salsichas, etc.).

Como ja referido anteriormente, no que toca a pigmentos, as algas vermelhas sdo
caracterizadas pela presenca de ficobilinas: a ficoeritrina, presente nas células e
responsavel pela coloracdo avermelhada destes organismos e a ficocianina. Possuem
também clorofilas a e d, carotenoides como B-caroteno, luteina e zeaxantina (Pereira &

Correia, 2015).

2.1. Composicdo quimica

As macroalgas vermelhas s3ao muito afamadas pelo seu conteddo em
polissacarideos e sdo as fontes mais ricas em polissacarideos sulfatados. Estes
compostos sdo recursos extremamente valiosos para a indUstria alimentar pois sdo
usados como aditivos pelas suas capacidades gelificantes e espessantes (ex. agar e
carragenana) e podem ser encontrados segundo os seguintes codigos europeus: agar—
E406, carragenana—E407, carragenana semi-refinada ou “alga Eucheuma processada”-
E407A (Pereira et al., 2013).

O agar é muito utilizado como suporte inerte para meios de cultura bacterianos.
No entanto, possui outras aplicacdes enquanto agente gelificante na drea alimentar. O
agar pode ser encontrado numa grande diversidade de algas vermelhas, contudo, as
mais relevantes a nivel industrial sdo as algas do género Gelidium, Pterocladiella,
Gelidiella, e Gracilaria (Pereira et al., 2003; Pereira, 2011; Pereira et al., 2013).

Pode dizer-se que os polissacarideos mais importantes que provém do filo
Rhodophyta sdo, portanto, o agar e a carragenana. Neste trabalho serd dado énfase a

carragenana por constituir o seu principal objeto de estudo.
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2.1.1. Carragenana

A carragenana é uma substancia mucilaginosa que se encontra na parede das algas
vermelhas da ordem Gigartinales, sendo o componente principal da parede celular e da
matéria intercelular das algas desta ordem. O teor deste polissacarideo varia consoante
a estacdo do ano, a espécie, 0 meio e a idade da alga. O nome “carragenana” deriva da
palavra “carraigeen” que significa “alga” ou do nome “carraghen”, que dd nome a um
distrito irlandés onde se apanha a alga vermelha Chondrus crispus.

Na década de 50, do século passado, teve lugar o inicio do fracionamento dos
extratos brutos deste polissacarideo (Smith et al., 1955), permitindo caracterizar os
diferentes tipos de carragenana; demarcou-se também nesta mesma altura a estrutura
molecular das carragenanas (Oneill, 1955), nomeadamente a estrutura da 3,6-anidro-D-
galactose presente na carragenana kappa, e a ligacdo entre os anéis de galactose e
anidrogalactose.

Os polimeros deste polissacarideo distinguem-se do agar pelo caracter idnico,
devido ao teor em radicais 0SOs".

Em estado puro e seco a carragenana encontra-se sob a forma de um pd, sem
cheiro e sem sabor. Na forma de gel ou solucdo apresenta-se transparente e quando
adicionada a outras solugdes nao altera o seu sabor ou a cor original. Em solugao, os
polimeros da carragenana atuam como coloides hidréfilos anidnicos (Ribier & Godineau,
1984; Craigie, 1990). Estas poligalactanas sulfatadas exibem uma estrutura linear que se
encontra formada por residuos de galactose com alternancia de ligagdes a (1-3) e B (1-
4) (Anderson et al., 1965; Rinaudo, 2002).

As cadeias moleculares da carragenana sao constituidas a partir dum mondmero,
a galactose, e contém uma forte propor¢ao de ésteres sulfato (0SO3’), que conferem
carga negativa ao composto. Em solucdo aquosa, é fixada uma molécula de agua ao
carbono 1 (C1), pela galactose formando uma estrutura instavel, seguidamente da-se a
auto-ciclizagdo em forma de piranose a fim de formar uma ponte de oxigénio entre o C1
e o C5. Este processo de ciclizagdo ocorre sob a forma de 8-D-galactose, sob a forma de
a-D-galactose, ou ainda sob a forma de 3,6 anidro-a-D-galactose, através de uma ponte
de oxigénio entre o C3 e C6 da a-D-galactose (Perez et al., 1992).

A carragenana é uma galactana sulfatada, linear e solivel em agua. A sua

constituicdo alterna entre unidades do tipo 8-D-galactose (unidades G) e a-D-galactose
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(unidades D) ou 3,6-anidrogalactose (unidades A) formando um dissacarideo que se
encontra na estrutura de cada carragenana.

As carragenanas mais comuns encontram-se identificadas através de uma letra do
alfabeto grego (Craigie, 1990; Chopin et al., 1999) (Tabela 1).

A nivel comercial a carragenana iota (1), kappa (k) e lambda (A) sdo as mais
importantes e, segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) e
o codigo de letras, sdo representadas por carragenose 2,4’dissulfato (G4S-DA2S),
carragenose 4’-sulfato (G4S-DA) e carragenana 2,6,2'trissulfato (G2S-D2S,6S),
respetivamente.

A carragenana lambda é uma carragenana espessante/viscosificante, ja por sua

vez, as carragenanas iota e kappa sao gelificantes (van de Velde et al., 2002).

Tabela 1- Tipos de carragenana (adaptada de Amimi et al., 2001).

Ligacdo (1-3)  Ligagdo (1-4) Simbolo grego

Gas e DA K (kapp:

G4S DA2S l [Eotfmpd} Familia kappa
G4S D6S ()

G455 D25.65 v (nu)

a5 n2s 0 (omicron)

g 3:5 ,E: Egh‘ftntll,.];l Familia beta
G6S DA w (Omega)

Ges D&S W (psi)

G D2S.65 d{delta) "

C DAZS o (alpha) Familia lambda
28 D25.65 & {lambda)

G215 DA2S 0 (theta)

G1S D2S £ (xi)

GP2S D2s i (pi)

Durante os ultimos anos, o mercado mundial de carragenanas tem aumentado
cerca de 3% ano, com um volume total de aproximadamente 310 milhdes de euros em
2000 (McHugh, 2003).

Para além dos polissacarideos, as algas vermelhas possuem igualmente pigmentos

fotossintéticos na sua constituicado.
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2.1.2. Pigmentos

Os pigmentos fotossintéticos sdao substancias capazes de absorver luz visivel
utilizada no processo fotossintético, sendo que as clorofilas (g, b, ¢, e d), os carotenoides
(carotenos e xantofilas) e as ficobilinas (ficoeritrina e ficocianina) sdo os mais
importantes.

As clorofilas sdao pigmentos fotossintéticos de cor verde que aparecem em todos
os eucariontes fotossintéticos e cianobactérias. Relativamente aos carotenoides, os
carotenos sdo alaranjados e encontram-se em todos os organismos fotossintéticos, com
excecdo das bactérias. Ja as xantofilas, de cor amarela, encontram-se nas algas
castanhas e nas diatomaceas.

A ficoeritrina, de cor avermelhada e a ficocianina, de cor azul, pertencem as
ficobilinas e estdo presentes nas algas vermelhas e nas cianobactérias.

Os pigmentos fotossintéticos apresentam estruturas diferentes, captando
radiacOes de diferente comprimento de onda, o que fundamenta a coloracdo diferente
entre eles. O padrdo de absorc¢do de cada tipo de pigmento é denominado por espetro
de absorcdo. As radiagdes mais eficientes para o fenédmeno fotossintético situam-se nas
faixas do espetro luminoso vermelho-alaranjada e azul-violeta. A clorofila a funciona
como pigmento fotossintético primdrio ou fundamental, sendo essencial para o
processo fotossintético nos organismos em que se encontra. As clorofilas b e c e d, os
carotenoides e as ficobilinas sao pigmentos fotossintéticos acessoérios ou auxiliares que

ndo substituem o papel da clorofila a.

2.1.2.1. Carotenoides

Os carotenoides s3ao compostos altamente explorados pela industria alimentar
devido a sua cor e capacidade antioxidante como no caso do B-caroteno. Estudos
recentes revelam que estes pigmentos possuem atividade antitumoral, induzem
apoptose em células cancerosas e tém efeitos anti-inflamatérios (Dufossé et al., 2005;

D’Orazio et al., 2012).

a) B-caroteno
O B-caroteno (Figura 1) mais utilizado é o sintético, no entanto, os produtores e

consumidores estdo cada vez mais a exigir a versao bioldgica produzida naturalmente a
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nivel industrial por Dunaliella salina (Chlorophyta) (Spolaore et al., 2006; Milledge,
2010).

No campo da saude humana, o B-caroteno apresenta alguns beneficios: apresenta
atividade provitamina A, consegue manter-se bioativo onde a vitamina C é mais limitada
devido as baixas taxas de oxigénio presentes, modula a expressdo génica quando
induzido por UVA e protege a pele e os olhos de foto-oxidagao contraluz UV prevenindo

algumas doencas como cataratas (Dufossé et al., 2005).

betacaroteno

Figura 1 — Férmula estrutural do B8 —caroteno. (Fonte: http://educacao.globo.com/provas/fuvest-
2013/questoes/11.html).

b) Luteina

A luteina (Figura 2), carotenoide de pigmentacdo amarela, é um forte antioxidante
gue previne danos causados por radicais livres nos tecidos, protegendo as células dos
danos oxidativos e, consequentemente, reduz o risco de desenvolvimento de algumas
doencas crdnicas degenerativas, uma vez que o stresse oxidativo e a atuacdo dos
radicais livres s3o os maiores fatores associados a iniciagdo e propagacdao do
desenvolvimento destas doencas. Segundo Dagnelie et al. a luteina protege os
fotorrecetores da fovea ao filtrar a luz azul prejudicial a macula, reduzindo em 40% a
incidéncia da luz que causa danos na retina. A perda da sensibilidade visual, ocorrida em
pessoas com idade avancada e baixa densidade do pigmento macular nos tecidos
oculares, pode ser a precursora de algumas doencgas dos olhos, incluindo a degeneragao
macular relacionada a idade (DMRI). Dos principais beneficios associados a luteina, além
das evidéncias na reducdo do risco de desenvolvimento da DMRI, destacam-se os efeitos
benéficos na protecdo contra a aterosclerose, as cataratas, o cancro e outras doencas.
Estudos realizados com animais e humanos demonstram que a concentrag¢do de luteina

no sangue e nos tecidos esta estreitamente relacionada com o consumo de alimentos
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ricos neste carotenoide, tais como frutas e hortaligas de folhas verdes (Stringheta et al.,

2006).

Figura 2 — Formula estrutural da luteina. (Fonte: http://aprokura.blogspot.pt/2012/04/luteina-e-doenca-de-
stargardt.html).

c) Zeaxantina

A zeaxantina (Figura 3) é wuma xantofila com pigmentacdo laranja-
avermelhada, encontrada em vegetais assim como em algas, nomeadamente
vermelhas.

Esta xantofila parece apresentar protecdao contra o cancro, e os possiveis
mecanismos de protecdo sdo mediados por sequestro de radicais livres, modulacdo do
metabolismo do cancro, inibicdo da proliferacdo celular, aumento da diferenciacao
celular por via de retinoides, estimulagdo da comunicagado entre as células e aumento
da resposta imune. Estes carotenoides parecem também exercer uma agao protetora

contra degenera¢dao macular e cataratas (Ambrdsio et al., 2006).

HO

Figura 3 — Formula estrutural da zeaxantina. (Fonte: https://es.wikipedia.org/wiki/Meso-zeaxantina).

2.1.2.2.  Clorofilas

Foi a partir da década de 1980 que as pesquisas sobre a atividade antioxidante e
guimo preventiva da clorofila atingiram maior expressao. A clorofila apresenta atividade
pro-oxidante em déleos e gorduras comestiveis (Gomes et al., 2003). Ainda que as
clorofilas facgam parte da constituicio das algas, estas também sdo facilmente
encontradas nas plantas. Existem varios tipos de clorofilas (a, b, ¢ e d) sendo que a

clorofila a (Figura 4) funciona como pigmento fotossintético primario ou fundamental,
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sendo essencial para o processo fotossintético nos organismos em que se encontra e as
clorofilas b e c e d, sdo pigmentos fotossintéticos acessorios ou auxiliares.
As clorofilas sdo bastante apreciadas na industria alimentar pois a sua utilizacdo

direta ou em mistura com outros pigmentos permite obtencdo de coloragdes bastante

apelativas.
\\ Ny H H
i H Clorofila a
HyC=CH By
CH2(3H2(3(:)2(3H2(3H=E|3(CH2'13H2113H2(IZH)SCH3
CH4 H CH4 CHS CHS

Figura 4 — Formula estrutural da clorofila a. (Fonte: http://www.infoescola.com/plantas/clorofila/).

2.1.2.3. Ficobiliproteinas

As ficobiliproteinas sdo pigmentos que conferem a cor azulada (ficocianina)
(Figura 5) a maioria dos organismos do grupo das cianobactérias como o caso de
Arthrospira sp. e a cor avermelhada (ficoeritrina) (Figura 6) as algas do grupo
Rhodophyta como no caso de Porphyridium sp. (Spolaore et al., 2006). Estes pigmentos
naturais e bioldgicos sdo de extrema relevancia no processamento alimentar (Milledge,
2010) sendo de significativo interesse a substituicdo de pigmentos sintéticos pelos
naturais também na industria cosmética e farmacéutica.

Além destas utilizagdes, algumas ficobiliproteinas tém caracteristicas que as
tornam excelentes ferramentas para investigacdo, pois apresentam fluorescéncia a
comprimentos de onda conhecidos sendo aplicadas em estudos de imunologia

enquanto marcadores para fins de investigacdo (Spolaore et al., 2006).

COOH COOH COOH COOH

Figura 5 — Férmula estrutural da ficocianina. (Fonte: Figura 6 — Formula estrutural da ficoeritrina. (Fonte:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Phycocyanobilin2.svg). https://gl.wikipedia.org/wiki/Ficoeritrina).
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2.2. Utilizagbes

As algas vermelhas sdao extremamente importantes para a economia, pois 0s
polissacarideos extraidos da parede celular podem ser usados como emulsionantes em
tintas, cosméticos e produtos farmacéuticos bem como na alimentacdio como
espessante do leite e de gelados e sdo até utilizados na cerveja.

Uma utilizagdo particular é como gelificante em pudins, molhos instantaneos e
cremes, ndo havendo assim necessidade de refrigeracdo (Lee, 2008). Tém também
aplicacdes na area da medicina, por exemplo como inibidores da replicacdo do virus de
imunodeficiéncia humana (HIV) entre outras utilizagdes da carragenana (Spieler, 2002;
Smit, 2004). Além disso, algumas destas algas sdo comercializadas e consumidas como
vegetais.

Existem também as algas coralindceas (algas coralinas) que sao igualmente algas
vermelhas que precipitam nas suas paredes celulares o carbonato de calcio e magnésio,
sob a forma de cristais de calcite. Os fundos do mar resultam da acumulacdo de talos
ramificados e livres, de algas coralinas pertencentes a géneros e espécies diferentes
dependendo das regides de ocorréncia nos oceanos. Estas algas sdo essenciais ainda
para a cimentacao, indispensdvel para a formacédo e a sobrevivéncia dos recifes de coral.
Como estas algas sdo constituidas basicamente por carbonato de calcio e magnésio, e
contém ainda mais de 20 oligoelementos presentes em quantidades varidveis, como Fe,
Mn, B, Ni, Cu, Zn, Mo, Se e Sr, tornam-se numa grande fonte de micronutrientes para as
plantas e animais, que os assimilam facilmente (Dias, 2001).

Estimam-se cerca de 24 espécies usadas na medicina tradicional, 25 espécies na
agricultura em racOes e adubos e cerca de 12 espécies cultivadas em “agronomia

marinha”. Estes dados sdo referentes aos anos 1994/95 (Zemke-White e Ohno, 1999).

3.  Gigartinales

Espécies da ordem Gigartinales apresentam um filamento feminino especializado,
um ramo corpogonial.

O gameta feminino (carpogdnio) apresenta tricoginio, que é uma protuberancia
responsavel por receber os gametas masculinos (espermacio). Dentro do cistocarpo

ocorre germinacdo do zigoto in situ, formando-se grupos de esporos (carpdsporos) ou
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uma geragdo parasita do gametdéfito feminino que produz carpdsporo (carpospordcito)

(Gurgel & Lopez, 2007). O cistocarpo é composto pelo carposporéfito juntamente com

todo o tecido haploide estéril de protecdo do gametodfito feminino rodeando-o e

interagindo com ele (pericarpo). Os carpdsporos desenvolvem o tetrasporéfito, que

pode ser morfologicamente semelhante ou diferente, através do gametdfito.

Tetrasporofitos produzem tetrasporangia através de meiose que libertam tetrdsporos

onde cada um da origem a um gametofito haploide masculino ou feminino (Gurgel &

Lopez, 2007). A maioria das algas vermelhas apresenta uma alternancia trifasica de

geragoes entre carposporéfito, tetrasporofito e gametdfito (as duas ultimas podem ser

isomorficas ou heteromorficas). Além disso, grandes variagdes no histérico de vida estdo

presentes entre os membros deste grupo que podem ser Uteis para a caracterizagao

taxondmica. Contudo, a reproducdo sexuada pode estar ausente em alguns membros.
Segundo 0s sites especializados em macroalgas, Algaebase,

(http://algaebase.org/) e MACOI (http://macoi.ci.uc.pt/) a alga Gigartina pistillata pode

ser classificada taxonomicamente do seguinte modo:

Reino: Plantae

Filo: Rhodophyta

Classe: Florideophyceae

Ordem: Gigartinales

Familia: Gigartinaceae

Género: Gigartina

Espécie: Gigartina pistillata

Sinénimos: Fucus gigartinus Linnaeus 1759 Fucus oederi Esper 1802 Gelidium

gigartinum (Linnaeus) Lyngbye 1819 Sphaerococcus gigartinus var. costatus Suhr 1834.

3.1. Gigartina pistillata

A G. pistillata pertence ao género Gigartina (Kim, 1976; Hommersand et al., 1993)
e apresenta uma consisténcia cartilaginosa/elastica, de colora¢do vermelha escura. O
talo tem até 15 cm de comprimento, com varias ramificacdes dicotdmicas num plano, a
fronde é comprimida com apices pontiagudos e fixa por um pequeno disco. No talo
existe uma zona central com elementos estrelados e uma zona cortical de pequenas

células densas, muito pigmentadas que formam ramos (Heimann, 2012).
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Pode encontrar-se no litoral médio e inferior de costas semi-expostas e expostas
sendo tolerante a cobertura com areia.

Os cistocarpos presentes no gametdfito feminino ao inicio ndo se encontram
projetados da superficie do talo, apenas na fase final do desenvolvimento, sendo
usualmente sésseis e podendo ter pedinculo numa posicdo terminal. Os tetrdsporos sdo
libertados e uma superficie fica exposta e é depois consertada pela proliferacao de
células subcorticais (Hommersand et al., 1992; Pereira, 2004). Na fase do gametdfito e
tetraspordéfito a regido da medula é formada por células em forma de estrela e a
delimitacdo do cértex e da medula ndo é bem definida. No final da diferenciacdao de
tetrasporos, a quantidade de amido florideo é mais reduzida, o que é indicativo de que

este polissacarideo é usado na sintese de componentes da estrutura da parede celular.

3.1.1. Ciclo de vida

G. pistillata tem um ciclo de vida trifasico isomodrfico (Hommersand et al., 1992)
e compreende trés fases distintas: gametdéfitos haploides (masculino e feminino,
separadamente) a fase diploide (carposporéfito) e outra fase diploide (tetrasporofito)
(Figura 7). A estrutura masculina, espermatangio produz espermdcios (n) que sao
imoveis, e sdo transportados pela dgua. A estrutura feminina, carpogonio, desenvolve
um filamento chamado tricoginio (protuberancia recetiva do gdmeta feminino para a
transferéncia dos espermacios). Quando os espermacios (libertados na dgua) encontram
o tricoginio que é entdo responsavel por receber os gametas femininos, fundem-se. O
nucleo masculino migra até a oosfera onde ocorre fecundacgdo. O zigoto (2n) desenvolve
um carposporofito que produz os carpdsporos (2n) que, ao serem libertados, germinam.
Assim, formam um tetrasporéfito (2n) que por meiose forma tetrasporos (n) dentro de
tetrasporangios. Os tetrdsporos germinam, dando origem a gametofitos masculinos e

femininos (n), reiniciando o ciclo.
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Ciclo de vida de Gigartina pistillata
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Figura 7 — Ciclo de vida de Gigartina pistillata (adaptado do ciclo de vida de Chondrus crispus disponivel
em: (https://pt.wikipedia.org/wiki/Chondrus_crispus#/media/File:Life_cycle_Chondrus.jpg).

4. Espectroscopia Vibracional (FTIR-ATR)

Diversas algas produzem hidrocoloides associados a sua parede celular, como ja
referido anteriormente. Algumas destas algas pertencentes ao filo Rhodophyta
produzem galactanas, nomeadamente carragenana, um dos compostos mais usados na
inddstria alimentar. Este ficocoléide foi descoberto por Stanford, um farmacéutico
britanico, no ano de 1862, que extraira este composto a partir de Chondrus crispus.
Inicialmente este ficocoldide era denominado por “carrageenin”, e mais tarde passou a

{i

denominar-se por “carrageenan”, obtendo assim o sufixo “-an” caracteristico dos
polissacarideos. Existem trés tipos principais de carragenana comercial, sdo eles kappa-
, iota- e lambda-, que possuem unidades idealizadas, no entanto, de um modo geral as
algas ndo produzem estas unidades idealizadas nem carragenana pura, mas sim uma
variedade de estruturas hibridas, existindo, portanto, outras unidades como xi, theta,
beta, mu e nu (Pereira et al., 2009).

A espectroscopia de infravermelhos (IR) fora, em tempos, a técnica vibracional
mais utilizada para a determinacdo da composicdo quimica de ficocoldides,
apresentando vantagens como o facto de serem apenas necessarios poucos miligramas

e o método ser considerado como ndo-agressivo e muito preciso. No entanto,

apresentando limitacdes, estas foram ultrapassadas com o uso de novas outras técnicas,
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nomeadamente a técnica de analise FTIR-ATR que se processa através de reflexao total
atenuada, permitindo assim a determinag¢ao da composi¢ao de ficocoldides no estado
sélido sem serem necessarias outras preparacdes (Pereira et al., 2009). A identificacdo
da carragenana é realizada com o auxilio de tabelas de identificacdo de carragenanas
para a técnica de FTIR-ATR (Tabela 2).

Tabela 2 - Tabela de identificagdo de carragenanas através de espectroscopia de infravermelhos (adaptada
de Pereira et al., 2009).

Comprimento Grupos de ligagdo Cddigo Tipo de carragenana
de onda (cm?) de
letras
Kappa Mu lota Nu Beta | Theta | Lambda | Xi
(k) (1) (1) (v) (B) (6) () (€)
1240-1260 S=0 ésteres sulfato + ++ ++ +++ - ++ +++ ++
1070 C-0O de 3,6-anidrogalactose DA + - + - + + - -
970-975 Galactose G/D + s + s + + - -
930 C-0O de 3,6-anidrogalactose DA + - + - + + - -
905 C-0-SOs3no C2 de 3,6- DA2S - - + - - + - -
anidrogalactose
890-900 B-D-galactose ndo sulfatada G/D - - - - + o o o
867 C-0-S0s3 no C6 da galactose G/D6S - + + - - + -
845 C-0-S03 no C4 da galactose G4S + + + + - - - -
825-830 C-0-S0s3 no C2 da galactose G/D2S - - - + - + + n
815-820 C-0-S0s no C6 da galactose G/D6S - + - + - = + =
805 C-0-SO3no C2 de 3,6- DA2S - - + - - + . .
anidrogalactose

-, ausente; +, médio; ++, forte; +++, muito forte; s, inflexao; n, pico estreito

5. Atividade antioxidante

Em ambientes por vezes extremamente competitivos, as algas sintetizam varios
compostos quimicos que funcionam como sistemas de defesa, simplificando a sua
sobrevivéncia nestes meios. Durante os ultimos 40 anos, o estudo sobre produtos
naturais quimicos e defesas quimicas das algas, originou o isolamento de mais de 15 000
novos compostos, muitos dos quais revelaram propriedades bioativas (Kelman et al.,
2012). Dentro das diversas atividades bioldgicas manifestadas pelas algas, sera
enfatizada a atividade antioxidante por integrar a componente de estudo deste
trabalho.

A oxidacdo é um processo metabdlico normal, uma consequéncia da produgdo de
energia, e da variedade de condi¢des adversas que podem surgir no ambiente marinho
(D’Orazio et al., 2012). Este processo é ultrapassado por muitos dos organismos

marinhos através da producdo de moléculas com bioatividade, por meio do seu
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metabolismo secunddrio. Sendo assim, estes compostos que se designam por
antioxidantes, sao agentes ou compostos que atrasam, impedem ou eliminam os danos
oxidativos (Cornish & Garbary, 2010).

Os ambientes marinhos sdao muitas vezes ambientes agressivos e as macroalgas
enfrentam variadas condic6es ambientais como a variacdo de salinidade, a competicao
pelo espaco e nutrientes, radiacao solar e variagdes das marés (Tierney et al., 2010).
Estes fatores levam entdo a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que em
grandes quantidades podem conduzir a danos celulares e/ou morte. A fim de transpor
estas adversidades, as algas marinhas produzem os compostos antioxidantes que sdo
referidos na literatura como é o caso dos polifendis, ficocianinas, varias enzimas,
carotenoides, catequinas e acido ascérbico (Cornish and Garbary, 2010). O aumento do
numero de agentes promotores de stresse oxidativo tem vindOo a aumentar, bem como
consequentemente a procura de compostos antioxidantes eficientes. Assim, as
macroalgas tornam-se num importante alvo de estudo no que toca a procura de
compostos naturais bioativos.

Para a determinacdo da atividade antioxidante destacam-se vdarios testes, como é
o caso da redugao do radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), FRAP (ferric reducing

antioxidant power), reducao do B-caroteno, entre outros.
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PARTE I
1. Objetivos

As macroalgas sdo uma importante fonte produtora de compostos com as mais
variadas atividades funcionais. Elas sdo abundantemente e facilmente encontradas na
costa portuguesa, mas ainda pouco investigadas sendo que a sua exploracdo e
valorizagdao é um fator em crescimento.

Este trabalho foca-se no estudo da macroalga Gigartina pistillata com o intuito de
extrair e identificar o tipo de carragenana, compreender um pouco mais sobre o seu
potencial bioativo, assim como o potencial de outros compostos existentes nesta
espécie e consequentemente avaliar o seu poder biotecnoldgico a nivel industrial.

Assim sendo, os objetivos fundamentais deste trabalho sdo a extra¢do de
carragenana através do método de extracdo alcalina a quente, o calculo do rendimento
dos extratos (peso seco/peso do extrato final seco), identificagdo do tipo de
carragenana, extracdo de compostos polares através da extracdo sequencial e testes

bioativos (antioxidantes) dos polissacarideos e dos extratos metandlicos.
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2. Material e Métodos




2. Material e Métodos

2.1. Amostragem e prepara¢ao das amostras

O material de estudo foi recolhido na Praia de Buarcos (Figura 8b), localizada na
costa oeste Atlantica central de Portugal, entre o cabo Mondego, um cabo natural, e o
estudrio do Mondego; mais especificamente na freguesia de Buarcos e S3o Julido
pertencente ao concelho da Figueira da Foz, distrito de Coimbra. Esta praia possui um
areal com 2,8 km de comprimento, limitado por infraestruturas urbanas e uma faixa
litoral submergivel que apresenta uma plataforma erosiva de afloramentos rochosos
(Freire et al., 2012).

As colheitas foram realizadas em trés periodos distintos: o primeiro foi realizado a
27 de junho de 2015, o segundo ocorreu a 17 de julho de 2015 e o terceiro a 28 de
setembro de 2015.

No local, realizou-se a colheita das algas cortando as frondes acima do suporte de
fixacdo com o auxilio de uma faca, bem como uma primeira limpeza do material que foi
transportado humido, dentro de sacos, no interior de uma mala térmica (Figura 8c). Foi
definido este método de colheita de forma a garantir a regeneracdo da biomassa no
local de colheita. A biomassa recolhida foi posteriormente lavada em laboratério, foi
dividida em diferentes grupos (tetrasporofito, talo ndo frutificado e gametdfito
feminino) (Figura 8d) e foi posteriormente congelada.

As razdes que levaram a escolha deste local de colheita estao relacionadas, por
um lado com a sua proximidade geogréafica a Coimbra (local onde se encontra o
laboratério), e por outro lado por existir grandes quantidades desta macroalga, e, como
referido anteriormente, a medida que nos deslocamos para Sul ocorre uma maior

predominancia de macroalgas vermelhas.
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Figura 8 — Local de amostragem de Gigartina pistillata. a) Localizagdo geografica da praia; b) Praia de Buarcos; c)
armazenamento da alga para o transporte; d) Separagdo segundo as diferentes fases do ciclo de vida. (Imagens por:
Nidia André).

2.2. Métodos de extragao

Algas carragendfitas da familia Gigartinaceae podem ser encontradas distribuidas
em grande escala na costa atlantica centro e norte de Portugal (Pereira, 2003). A
carragenana é uma substancia que se encontra na parede celular das algas da ordem
Gigartinales e que pode formar gel quando combinada com variadas solucdes. Tem
diversas aplicagdes na industria farmacéutica e alimentar, na cosmética entre outros
(Pereira & Mesquita, 2003).

Este polissacarideo é, portanto, extremamente importante em diversas areas,
sendo que atualmente existem inUmeros estudos para a descoberta e caracterizagao
destes compostos. Assim, a carragenana é extraida a partir de algumas espécies de algas
vermelhas (Rhodophyta) (Pereira et al., 2003) através de varios processos como é o caso
da extracdo alcalina a quente, extracdo essa utilizada neste trabalho.

As amostras foram descongeladas e seguidamente foram secas numa estufa a 60

oC durante um periodo minimo de 24 horas tendo sido posteriormente moidas. Apds
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este processo foi pesado aproximadamente 1 g de cada fase do ciclo de vida para
posterior processo de extragdo alcalina a quente. Todo o processo de extragdo foi
realizado de forma a rentabilizar ao maximo todo o material utilizado. E ainda de referir
que todo o processo foi aplicado igualmente as trés amostras em estudo e foi apenas
usado material de duas das trés datas de recolha, nomeadamente as de 17 de julho de
2015 e 28 de setembro de 2015. No entanto, sé foram usadas nos ensaios de
bioatividade as amostras de 28 de setembro de 2015 devido ao facto de as amostras de

17 de julho de 2015 ndo serem suficientes para a realizacdo de todos os ensaios.

2.2.1. Extracgdo alcalina a quente: polissacarideos

Depois de pesado 1 g de alga pertencente a cada geracao, foi colocado num copo
de 200 mL, juntamente com 150 mL de dgua destilada, durante cerca de 12 horas a 4 2C.
De seguida, a alga foi colocada numa mistura de metanol com acetona (75 mL de
metanol e 75 mL de acetona), durante 12 horas a 4 2C a fim de eliminar a fragcdo organo-
soluvel (Figura 9b). Depois, foi decantada a parte liquida, a parte solida foi seca e
novamente hidratada com dgua destilada. Apés este processo, o material foi colocado
numa solucdo de NaOH (1M), em banho-maria, a 80 2C (Figura 9c) durante 3 horas para
futura extracdo. Depois deste periodo, a mistura foi filtrada através de um funil Buchner
N3, com um tecido branco, para um frasco, apoiado através de uma bomba de vacuo
(Figura 9d). De seguida, o material do frasco foi novamente filtrado através de um funil
de filtracdo com silica ou funil de gooch de porosidade G3, com um tecido branco para
o interior de um frasco (Figura 9e). A este frasco foram adicionados 200 mL de alcool
etilico absoluto (etanol 100%) para se dar a precipitacdo da carragenana sob a forma de
uma fibra esbranquicada que foi retirada e comprimida, através de uma vareta de vidro,
para o interior de um copo limpo. Juntou-se 100 mL de dlcool etilico absoluto e colocou-
se 0s copos em repouso durante 12/24 horas a 4 °C (Figura 9f). Depois deste tempo o
alcool foi retirado e as carragenanas foram colocadas numa estufa a 60 2C durante um
periodo de 24 horas para a secarem (Figura 9g) (Pereira e Mesquita, 2004).

Ulteriormente, foi calculado o rendimento (peso do extrato/peso da amostra para
extracdo). Os espectros foram obtidos pelo grupo do professor Paulo J. A. Ribeiro-Claro,
na Universidade de Aveiro, que possui o equipamento adequado para obter espectros

FTIR-ATR (ver metodologia) (Pereira, 2013).
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Figura 9 — Processo de extragdo alcalina a quente. a) Hidratagdo da alga seca com agua destilada; b) Alga com mistura de
metanol e acetona; c) banho-maria a 80 2C; d) bomba de vacuo; e) filtragdo com um funil BN3 e um tecido branco; f)
Carragenana extraida embebida em dlcool etilico absoluto; g) Extrato final seco. (Imagens por: Nidia André).
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2.2.2. Extragao sequencial: extrato metandlico

A extracdao utilizada baseou-se na metodologia da extragdo sequencial em
macroalgas proposta por Carvalho (2013), com modifica¢Ges.

Usualmente sdo feitas trés extracOes diferentes neste método para extrair
substéancias apolares, polares e polissacarideos que originam quatro extratos diferentes.
No entanto, neste trabalho foi apenas realizada uma das trés extragées, a extragdo com
metanol, a fim de extrair compostos polares, pelo facto de a primeira etapa ndo ser
realizdvel uma vez que os compostos ndo eram extraidos e a terceira etapa por se tratar
de extragao de polissacarideos, processo esse ja realizado anteriormente com recurso a
um método mais especifico para esse fim.

Para a realizacdo deste processo foi moido 1 g de alga seca e foram adicionados
20 mL de metanol, num gobelet (Figura 10a), o qual se manteve em agitacdo durante 20
minutos para se dar a extracdo dos compostos (Figura 10b). Decorrido esse tempo,
filtrou-se, sob vacuo por tromba de agua, usando funis de filtracdo com silica de
porosidade G3 acoplados em quitasatos. Sob vacuo, o contetdo do gobelet foi vertido
para o filtro e o solvente recuperado para o quitasato ficando a amostra inicial retida no
filtro. O solvente recuperado foi depois transferido para um frasco reagente (Figura 10c)
e reservado ao abrigo da luz. Este processo foi repetido até que a solugdo ficasse
translicida. Os pigmentos sdo bons indicadores do processo extrativo pelo que a
coloragdao do extrato permite avaliar o esgotamento dos compostos na amostra e o
respetivo final desta parte do processo extrativo.

Este processo foi realizado para amostras das trés fases do ciclo de vida
(gametofito feminino, tetraspordfito e talo ndo frutificado).

No final, todo o extrato metandlico que foi recolhido ao longo do processo, foi
concentrado para volumes muito menores (maximo 3 mL) utilizando um evaporador
rotativo a 40 oC (Figura 10d). Durante a sua concentracdo observou-se a formacdo de
um precipitado que foi separado por centrifugacdo. O precipitado foi posteriormente

ressolubilizado com metanol e juntamente com o sobrenadante foram armazenados a -
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3 oC no frigorifico.

Figura 10 — Extracdo sequencial com metanol; a) colocagdo do metanol na alga seca; b) agitacdo da solugdo;
c) extrato metandlico; d) concentragdo da amostra no evaporador rotativo; e) extrato no evaporador rotativo.
(Imagens por: Nidia André).

2.3. Espectroscopia vibracional (FTIR-ATR): metodologia

Antes do envio das amostras de G. pistillata para a analise FTIR-ATR, estas foram
lavadas em agua destilada de forma a eliminar o sal e os outros contaminantes da
superficie dos talos. De seguida, e apds uma separagdo em trés grupos, nomeadamente
em: tetrasporofito, talo ndo frutificado e gametdfito feminino, com o auxilio de uma
lupa binocular, foram secas a 60 2C numa estufa. Apds este periodo de secagem, as algas
secas foram moidas com o auxilio de um moinho de café a fim de uniformizar a amostra.
Para este tipo de analise, através de FTIR-ATR, as amostras de alga moida ndo requerem
qualquer tratamento adicional, sendo analisadas diretamente (Pereira, 2004).

Os espectros FTIR foram obtidos num espectrémetro IFS 55, que usou um sistema

“Golden Gate single reflection diamond ATR”, sem necessidade de preparar
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previamente as amostras. Os espectros sao o resultado da média de duas contagens,

com 128 “scans” cada, e uma resolucdo de 2 cm™ (Pereira, 2004).

2.4. Determinagao da atividade antioxidante

2.4.1. Determinagao da atividade antioxidante — DPPH: polissacarideos

Apds a obtencdao das amostras de polissacarideos, estes foram guardados ao
abrigo da luz dentro de um exsicador para a posterior realizacdo do ensaio de atividade
sequestradora de radicais livres pelo radical 2,2difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) e
determinada pela adaptacdo do método descrito por Abad et al., (2013).

Para cada ensaio é feita inicialmente uma solu¢cdo metandlica de DPPH (0,00195
g/50 mL) (Figura 12c). Devido a sua facil degradacdo em contacto com a luz, este deve
ser armazenado num local escuro e protegido ao maximo no decorrer de todo o ensaio.

O branco do controlo foi preparado adicionando 1 mL de metanol e 2,5 mL de
metanol/agua (1:1) num tubo de ensaio; o controlo preparou-se adicionando 2,5 mL de
metanol/agua (1:1) e 1 mL da solugdo de DPPH, previamente feita. O controlo foi
avaliado anteriormente devendo apresentar valores de absorvancia de 0,91 a 1,2 no
comprimento de onda de 517 nm, para que o teste possa prosseguir.

A amostra foi preparada pesando-se 2,5 mg de polissacarideo (Figura 12a) em 2,5
mL de metanol/agua (1:1). O branco da amostra foi preparado adicionando 1 mL de
metanol 2,5 mL de amostra num tubo de ensaio. Para o ensaio com a amostra adicionou-
se, num tubo de ensaio, 2,5 mL de amostra e 1 mL da solu¢cdao de DPPH obtendo-se uma
concentragdo de 0,71 mg polissacarideo/mL no meio reacional. Imediatamente a adi¢do
do DPPH nos tubos de ensaio, estes foram agitados no vértex de modo a homogeneizar
a solucdo e colocados ao abrigo da luz durante 30 minutos, antes de efetuar a leitura,
num espectrofotometro (Cintra 101), do valor da absorvancia a 517 nm (Figura 12d).

Cada concentracao foi testada em duplicado.

BC C BT T BGF GF BTNF TNF

Figura 11 — Desenho de cada tudo de ensaio na atividade com DPPH. BC: branco do controlo; C: controlo; BT: branco da amostra
do tetrasporofito; T: amostra do tetraspordfito; BGF: branco da amostra com o gametdfito feminino; GF: amostra do gametoéfito
feminino; BTNF: branco da amostra do talo ndo frutificado; TNF: amostra do talo n3o frutificado.

41



Registados os resultados, determinou-se a percentagem de inibicdo para cada

concentragdo através da formula:

. Abs_. — Absg
% Inibicio = BT * 100
(=

Absc: Absorvancia do controlo

Absg: Absorvancia do extrato apds 30 min no escuro

Com os resultados da percentagem de inibigdo, realizou-se a média para cada

ensaio.

Figura 12 — Ensaio da atividade antioxidante, método DPPH: a) pesagem da carragenana; b) montagem do
ensaio; c) DPPH; d) cores obtidas na reagdo. (Imagens por: Nidia André).
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2.4.2. Determinagao da atividade antioxidante — DPPH: extrato metandlico

ApOds a obtengao dos extratos metandlicos, estes foram guardados ao abrigo da
luz no frigorifico para posterior realizacdo do ensaio de atividade sequestradora de
radicais livres pelo radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) e determinada pela
adaptacdo do método descrito por Blois (1858).

Para cada ensaio é feita inicialmente uma solu¢do de 0,00548 g de DPPH para 25
mL de metanol. Devido a sua facil degradacdo em contacto com a luz, este deve ser
armazenado num local escuro e protegido ao maximo no decorrer de todo o ensaio. E
foi preparado o tampdo acetato colocando 0,5 mL de acido acético 0,2 M e 9,5 mL de
acetato de sédio 0,2 M acertando o pH a 6.

O branco do controlo foi preparado adicionando 2 mL de metanol e 1 mL de
tampdo num tubo de ensaio; o controlo preparou-se adicionando 1 mL de tampado, 1,5
mL de metanol e 0,5 mL da solugdo de DPPH, previamente feita. O controlo foi avaliado
precedentemente devendo apresentar valores de absorvancia de 0,91 a 1,2 no
comprimento de onda de 517 nm, para que o teste possa prosseguir. O branco da
amostra foi preparado adicionando 1 mL de tampao, 1,9 mL de metanol e 0,1 mL de
amostra num tubo de ensaio.

Para a amostra adicionou-se, num tubo de ensaio, 1 mL de tampao, 1,4 mL de
metanol, 0,1 mL de amostra (0,47 g alga/ mL) e 0,5 mL da solu¢do de DPPH previamente
preparada. Imediatamente a adigdo do DPPH nos tubos de ensaio, estes sao agitados no
vértex de modo a homogeneizar toda a reacdo, e colocados ao abrigo da luz durante 30
minutos, antes da leitura do valor da absorvancia a 517 nm num espectrofotémetro
(Cintra 101). Cada concentracao foi testada em duplicado.

Os resultados foram registados e a percentagem de inibicao foi calcula através da
férmula usada no ensaio de atividade com os polissacarideos. O desenho do ensaio

realizou-se da mesma forma que o ensaio dos polissacarideos referido acima (Figura 11).
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2.4.3. FRAP (Ferric reducing ability of plasma)

O método FRAP é um ensaio da capacidade antioxidante que usa Trolox como um
padrdo e depende da reducdo do completo férrico tripiridiltriazina para o complexo
ferroso tripiridiltriazina por um redutor a pH baixo (Kaushik et al., 2012). E muitas vezes
utilizado para medir a capacidade antioxidante de alimentos, bebidas e suplementos
nutricionais.

As condicdes técnicas para a realizacdo deste método foram baseadas no método
de (Benzie, 1996).

Neste ensaio, foram testados os polissacarideos, o sobrenadante e o precipitado
solubilizado em metanol (Figura 13b).

Inicialmente para preparar o reagente FRAP (Figura 13c) procedeu-se a realizagao
de vdérios reagentes, primeiramente preparou-se o tampao acetato pesando 0,775 g de
NaAcO.3H:0, colocando em 8 mL de acido acético glacial e perfazendo com 250 mL de
agua MiliQ. De seguida preparou-se o TPTZ pesando 0,0781 g colocando em 25 mL de
HCL 40 mM. E, finalmente o FeCls.6H,0 pesando 0,1351 g colocando em 25 mL de agua
MiliQ. No final juntar todos os reagentes numa propor¢dao de (250:25:25)
respetivamente.

Para o ensaio propriamente dito foram preparados tubos de ensaio com 3 mL do
reagente e 100 pL da respetiva amostra (sobrenadante: 0,33 g alga/ mL; precipitado:
0,16 g alga/ mL). Os tubos foram agitados no vértex a fim de homogeneizar a solugdo.

No final, foi medida a absorvancia a 593 nm ao fim de 6 minutos de incubacdo (Figura

13d) e foram registados os resultados.
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Figura 13 — Ensaio de FRAP: a) extrato metandlico com precipitado; b) precipitado solubilizado em
metanol; c) reagente FRAP; d) reacdo com o reagente FRAP e uma amostra. (Imagens por: Nidia André).

2.4.4. Cromatografia em camada fina (TLC): pigmentos

As condicGes técnicas para a realizacdo desta TLC foram baseadas no método de
Mikami (2013). Recorreu-se a placas de silica gel 60 F254 (Merck), sendo a fase movel
constituida por uma solucdo de éter de petrdleo-acetona (7:3, v/v). A solucdo de
petréleo-acetona foi colocada na cdmara de cromatografia deixando-se saturar cerca de
30 minutos (Figura 14a). Nas placas, a cerca de 1 cm da base, foram aplicados 20 ul da
solucdo (precipitado) (Figura 14b e 14c). A placa foi depois inserida na camara
permitindo que o eluente corresse até uma altura de cerca de 10 centimetros (Figura
14d). No final, a placa foi retirada e apds a completa evaporacdo do solvente a
temperatura ambiente, observou-se a luz visivel. Seguidamente submeteram-se as

placas a acdo dos reagentes de revelagdo (solugdo metandlica de DPPH 2 mg/20 mL),

observando-se os resultados a luz visivel e ultravioleta.
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Figura 14 — Técnica de TLC; a) cdmara cromatografica com eluente; b) amostras do precipitado para ensaio;

c) placa de silica com a amostra aplicada; d) eluente a correr na placa de silica dentro da cdmara
cromatografica. (Imagens por: Nidia André).
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3. Resultados

3.1. Rendimento dos extratos

O rendimento é um calculo efetuado que permite ter uma ideia da quantidade de
produto obtido pela extracdo com solventes. Neste caso é baseado no peso obtido apds
a extracdo alcalina a quente, método usualmente utilizado para a extracdo de

carragenana através de algas vermelhas, e calculado através da formula:

Rendimento (%) = ((peso do extrato (g)) / (peso da amostra para extragdo (g)))*100

Assim, os valores de rendimento obtidos nas extra¢des serdao discutidos por
comparagdo entre as amostras. E ainda de relembrar que se tararam previamente os
recipientes utilizados, a fim de se registar o peso dos extratos secos que foram pesados
normalmente dentro de uma caixa de Petri numa balanca. Foi apenas utilizado cerca de
1 g de alga moida, com o objetivo de obter quantidades suficientes para realizagao das
extracdes. Apesar de todos os cuidados para obter o maximo de rentabilidade, ao longo
do processo ocorrem pequenas perdas de material o que pode interferir com as
guantidades e rentabilidade dos extratos finais.

Os resultados obtidos referentes ao rendimento da carragenana estudada nesta
pesquisa estdo expressos nas figuras 15, 16, 17 e 18.

De um modo geral, a figura 15 mostra que a percentagem de rendimento do
gametdfito feminino é visivelmente superior no verdo (29%+0,07) relativamente ao

outono.
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Figura 15 — Rendimento dos extratos do gametéfito feminino em Gigartina pistillata (média tsd; verdo:
(N=4); outono: (N=3)).

Relativamente ao grafico da figura 16, este mostra que a percentagem de

rendimento do tetraspordfito no verdo (17%+0,07) é superior a de outono.

RENDIMENTO DO TETRASPOROFITO

| I

0,
17,00% 15,94%

RENDIMENTO

VERAO OUTONO
ESTACAO DO ANO

Figura 16 — Rendimento dos extratos do tetrasporofito em Gigartina pistillata (média tsd; verdo: (N=4);
outono: (N=3)).
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O mesmo se passa na figura 17 onde se observa que o rendimento do talo nao

frutificado é também superior no verdo (25%z 0,09).

RENDIMENTO DO TALO NAO

FRUTIFICADO
I |

o 25,00% 23,23%
z
w
=
a
z
w
o

VERAO OUTONO

ESTACAO DO ANO

Figura 17 — Rendimento dos extratos do talo ndo frutificado em Gigartina pistillata (média tsd; verdo:
(N=4); outono: (N=3)).

Os rendimentos totais obtidos (Figura 18) das trés fases do ciclo de vida de
Gigartina pistillata mostram que é no outono que o rendimento de carragenana é
inferior quando comparado com os valores do verao, acontecendo para todas as fases
do ciclo de vida.

De um modo geral, pode entdo verificar-se que os valores mais baixos de
rendimento correspondem as amostras do tetraspordéfito, enquanto os valores mais

elevados de rendimento pertencem as amostras do gametdfito feminino.
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Figura 18 — Rendimento total dos extratos relativos as trés fases do ciclo de vida de Gigartina pistillata
(média #sd; verdo: (N=4); outono: (N=3)) onde: 1- Gametdfito feminino, 2- Tetraspordfito e 3- Talo ndo

frutificado.

3.2. Espectroscopia vibracional FTIR-ATR

Para a analise através da espectroscopia vibracional FTIR-ATR foram enviados
extratos de carragenana moidas, e o processamento e tratamento dos espectros brutos
enviados para analise foram efetuados no programa Origin9 (OriginLab), de modo a
definir de uma melhor maneira a zona dos espetros referente a andlise dos coloides.

A resolucao melhorada dos espectros FTIR-ATR proporciona mais informacgdo do
gue a conseguida com a espectroscopia tradicional de infravermelho. A andlise deteta
as fracdes dominantes assim como os respetivos percursores. Além disso, o software
dos espectrémetros de FTIR-ATR possibilita o processamento dos dados espectrais, em
especial, a conversdao para espectros de segunda-derivada, que proporciona mais
informacao sobretudo devido a melhor resolucdo apresentada em alguns comprimentos
de onda (Matsuhiro, 1996; Caceres et al., 1997; Chopin et al., 1999).

Os espectros apresentam varios picos de absorcdo para os varios tipos de
carragenana (Pereira, 2004).

Analisando o espetro da figura 19, que corresponde ao gametofito feminino de
G. pistillata, no sentido crescente do numero de onda pode observar-se que os picos

apresentam intensidades com alguma discrepancia entre si. Em termos de picos
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relevantes o primeiro a surgir é o pico de 802 cm™ com baixa intensidade e em forma
de ombro, posteriormente seguem-se os picos 845 cm™ e 924 cm™ com intensidades
muito proximas entre si, superiores as do primeiro pico sendo bandas estreitas e
agucadas; em quarto lugar surge o pico 970 cm™ com a mais baixa intensidade de todas
as bandas; a 1066 cm™ esta presente o pico mais intenso do espectro, com aspeto muito
estreito; e em ultimo lugar aparece um pico muito largo, a 1220 cm™.

Gigartina pistillata GF

—
500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

Wavenumber (cm-1)

Figura 19 — Espectro FTIR-ATR de carragenana hibrida kappa/iota com percursores mu e nu, do
gametofito feminino de Gigartina pistillata.

O espectro da figura 20, correspondente ao talo ndo frutificado de G. pistillata,
apresenta varios picos, nomeadamente: o pico de 804 cm™ que é o primeiro pico no
sentido crescente do comprimento de onda, que exibe uma baixa intensidade e tem
forma de ombro; a seguir aparecem os picos 843 cm™ e 927 cm?, estreitos e com
intensidades muito proximas entre si. O pico 969 cm™ encontra-se a seguir com uma
intensidade muito baixa. Por fim, aparecem os picos de 1066 cm™e 1222 cm™ em que o

primeiro é muito intenso e estreito e o segundo menos intenso e largo.
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Figura 20 — Espectro FTIR-ATR de carragenana hibrida kappa/iota com percursores mu e nu, do talo ndo
frutificado de Gigartina pistillata.

Finalmente, a figura 21, correspondente ao tetraspordfito de G. pistillata, exibe
um espectro com trés picos relevantes. O primeiro a 821 cm™, muito largo com alguma
intensidade. De seguida é exibido o pico de 936 cm™, muito pouco acentuado, com
curvatura praticamente nula e pouco intenso. E por fim aparece o pico de 1214 cm’,

muito intenso e estreito.

Gigartina pistillata Tetraspordfito

" 1 " 1 " " " " " "
500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
Wavenumber (cm-1)

Figura 21 — Espectro FTIR-ATR de carragenana hibrida xi/lambda, maioritariamente lambda, do
tetraspordfito de Gigartina pistillata.
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3.3. Determinagao da atividade antioxidante

3.3.1. Determinagdo da atividade antioxidante — DPPH: polissacarideos

A capacidade antioxidante dos polissacarideos em estudo foi avaliada através do
método do DDPH. O radical DDPH é um radical relativamente estavel e o ensaio é
baseado na medi¢ao da capacidade de neutralizagdo do radical DPPH por parte dos
antioxidantes presentes na amostra. As suas caracteristicas permitem o seu uso em
ensaios in vitro funcionando como modelo de aproximacao ao que acontece aos radicais
livres no organismo humano. Este radical apresenta uma coloragao 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

absorgdo na regido visivel.

Tabela 3 — Percentagem de redugdo dos polissacarideos (0,71 mg polissacarideo/mL) correspondentes as
trés amostras em estudo (média * SD; N=3); ND: Sem atividade.

Percentagem de

redugdo
Tetrasporofito ND
Gametofito feminino 1,70+0,03
Talo ndo frutificado ND

De uma forma geral e através dos resultados apresentados na tabela 3, é possivel
verificar que o Unico extrato que apresentou atividade captadora de radicais DPPH foi o

extrato do gametofito feminino, sendo, no entanto, uma atividade pouco significativa.

3.3.2. Determinagdo da atividade antioxidante — DPPH: extrato metandlico

De uma forma geral e observando os resultados apresentados na tabela 4, é
possivel verificar que o extrato com mais atividade captadora de radicais DPPH é o
extrato do gametéfito feminino, seguido do extrato do talo nao frutificado, sendo que o

extrato do tetraspordfito ndo apresentou atividade antioxidante.

54



Tabela 4 — Percentagem de reduc¢do dos extratos metandlicos (0,47 g alga/mL) correspondentes as trés
amostras em estudo (média + SD; N=3); ND: Sem atividade.

Percentagem de

reducao
Tetrasporofito ND
Gametoéfito feminino 7,35+0,02
Talo nao frutificado 1,65+0,03

3.3.3. FRAP (Ferric reducing ability of plasma)

O método de FRAP é um ensaio da capacidade antioxidante colorimétrico e as
amostras reagem com o FRAP convertendo a solugdo de cor alaranjada a uma cor azul.
Neste método foi realizado um ensaio preliminar para avaliar o potencial redutor dos
polissacarideos, no entanto, esta amostra ndo apresentou qualquer atividade pelo que

se optou por testar apenas o precipitado e o sobrenadante, obtidos a partir do extrato

metandlico.
FRAP Sobrenadante
c 0,15
c 0,099
S 01 0,081 0,093
N
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Figura 22 — Absorvancias obtidas pelos extratos metandlicos correspondentes a fase sobrenadante (0,33
galga/mL) das trés amostras em estudo (média; N=2). Onde: T —Tetraspordfito; GF — Gametoéfito feminino;
TNF — Talo nao frutificado.
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Figura 23 — Absorvancias obtidas pelos extratos metandlicos correspondentes ao precipitado (0,16 g
alga/mL) das trés amostras em estudo (média; N=2). Onde: T — Tetrasporofito; GF — Gametofito feminino;
TNF — Talo nao frutificado.

Observando os resultados, é possivel verificar que neste ensaio, quer no extrato
com o sobrenadante (Figura 22), quer no extrato do precipitado (Figura 23), ambos do
extrato metandlico, todas as amostras mostraram atividade redutora de Fe. Sendo que
no extrato com o sobrenadante a amostra com mais atividade foi a amostra do talo ndo
frutificado, seguida da amostra do gametoéfito feminino e por ultimo a amostra do
tetraspordfito, sendo que estes resultados sdo resultados promissores. Ja no extrato do
precipitado a amostra com mais atividade foi a amostra do gametéfito feminino, seguida

da amostra do tetrasporéfito e por ultimo a amostra do talo ndo frutificado.

3.3.4. Cromatografia de camada fina (TLC): analise de pigmentos
Para uma analise rapida e preliminar da composi¢ao dos extratos metandlicos, fez-
se uma cromatografia de camada fina (TLC) orientada para a pesquisa de pigmentos.

Através da medicdo das distancias de migracdo de cada composto foi possivel obter o
fator de retencdo (Rf). Neste estudo foram testados os precipitados das trés amostras
em estudo e obtidos através da extracdao sequencial com metanol.

O calculo do Rf é efetuado através da formula:

Rf = distancia de migracdo do composto (cm)/ distancia percorrida pelo eluente* (cm)

* desde do ponto de aplicacdo das amostras a linha de frente do eluente
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A figura 24 ilustra os cromatogramas obtidos, apds desenvolvimento das placas e

revelagao dos compostos separados.

<4—— Linhafinal do eluente
Rf1

Rf2

Rf3
Rf4

4—— Linha de aplicagdo das
amostras

Figura 24 — Perfil cromatografico por TLC: a) placa sem revelador; b) placa revelada com DPPH que mostra perfil
antioxidante (preparado com 2 mg de DPPH para 20 mL de metanol). (Imagens por: Nidia André).

Abreviaturas: TNF — amostra metandlica do extrato do talo ndo frutificado; GF — amostra metandlica do extrato do

gametofito feminino; T —amostra metandlica do extrato do tetrasporofito.

Observando os resultados foi possivel verificar que os pigmentos sdo iguais para
as trés amostras. Na primeira placa (Figura 24a) ndo foi utilizado qualquer reagente
revelador, sendo que se pode observar diferentes pigmentos com diferentes cores entre
si, em cada amostra. Na segunda placa (Figura 24b) a detecdo de atividade antioxidante
por parte dos pigmentos foi realizada com DPPH que funcionou como revelador de
atividade.

Nos extratos metandlicos sem agente revelador, é visivel o aparecimento de

manchas de cor verde e outras de cor amarela nas trés amostras em estudo.

57



4. Discussao




4. Discussao

4.1. Rendimento dos extratos

Os extratos sdo componentes essenciais para estudos em investigacdo cientifica.
S3do obtidos através da adicdo de solventes, sendo selecionados de acordo com os
compostos e estudos que se pretende realizar. Todo o processo de extragao bem como
os solventes sdo fatores que tém influéncia sobre o rendimento, havendo sempre
pequenas perdas de material.

Neste trabalho pode verificar-se a obtencdo de rendimentos dos extratos entre os
5% e os 38%. Em outros estudos, a Gigartina pistillata obteve uma média de 38,2% no
estudo de variacdo sazonal em todas as estacdes do ano (Pereira, 2004).

De acordo com os resultados do presente trabalho, o extrato que obteve o maior
rendimento foi o extrato de verdo do gametéfito feminino. Enquanto o extrato com
menor rendimento pertence a uma amostra de outono do tetrasporéfito o que pode ser
indicio de que existe uma maior quantidade de carragenana sintetizada pela alga nas
épocas mais quentes como é o verao.

O peso seco de G. pistillata tem uma reduzida variacdo sazonal, ao contrario da
variacdo da produtividade em carragenana, que apresenta grandes oscilagcdes entre os
periodos de outono/inverno e de primavera/verdo (Pereira, 2004). Sendo que neste
estudo as percentagens de rendimento dos polissacarideos diferem entre estacdes do
ano (verdao e outono) e entre as varias fases do ciclo de vida (gametdéfito feminino,
tetraspordfito e talo ndo frutificado). Pode verificar-se que o rendimento do gametéfito
feminino no verdo foi de 29% e no outono cerca de 23%. Do tetrasporofito resultou um
rendimento de 17% no verdo e cerca de 16% no outono e por fim, do talo ndo frutificado
resultaram percentagens de aproximadamente 25% no verdo e de 23% no outono. O
gue leva a concluir que efetivamente a produc¢ao de carragenana difere de estacdo para
estacdo sendo que é no periodo de primavera/verdo que existem os picos mais altos de
producdo de carragenana em oposicdo ao periodo de outono/inverno. O baixo contetdo
em ficocoldides registado no outono, em oposicdo ao elevado teor verificado nas
amostras de verdao, pode estar relacionado, respetivamente, com os elevados e

reduzidos niveis de nutrientes (azoto e fésforo) presentes na dgua sendo que estes
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resultados sdo concordantes com os apresentados em trabalhos anteriores de Pereira
(2004).

As variagdes das caracteristicas fisico-quimicas do meio, durante as diferentes
estacdes do ano, tém uma notdvel influéncia no crescimento e composi¢ao quimica dos
talos das algas carragendfitas (Mathieson et al., 1984; Cosson et al., 1990; Zinoun &
Cosson, 1996; Chopin e Wagey, 1999; Pereira & Mesquita, 2004).

Os fatores responsdveis pelos padrdes sazonais do conteldo em ficocoldides
incluem o fotoperiodo, a fase do ciclo de vida, o nivel de crescimento, a temperatura
(do ar e da dgua do mar), o pH e a salinidade da agua e os nutrientes (niveis de fosforo
e azoto). No entanto os fatores que mais fortemente se relacionam com o contetudo em
carragenana sdo a temperatura e o nivel de nutrientes possuindo um papel chave nas
flutuacoes do teor deste ficocoléide.

Podem referir-se diversos estudos efetuados com Chondrus crispus, onde é
referido, como principal fator na variacdo sazonal do teor em carragenana, o nivel de
nutrientes na agua (Kopp, 1975; Kopp & Perez, 1979; Chopin et al., 1999a; Chopin et al.,
1995; Chopin et al., 1999b).

A correlagao negativa entre os niveis de nutrientes e o conteludo em carragenana
foi também referida em estudos com outras algas carragenodfitas como C. jubata
(Zinoun, 1993; Zinoun & Cosson, 1996), G. crenulatus (Mathieson et al., 1984; Cosson et
al., 1990), M. stellatus (Mathieson & Tveter, 1975, 1976), C. teedei e C. teedei var.
lusitanicus (Zinoun, 1993; Zinoun et al., 1993; Pereira & Mesquita, 2004).

A alga deste trabalho foi colhida na baia de Buarcos que esta sujeita a uma
variacdo sazonal no nivel de nutrientes presentes na agua. Essa variacao relaciona-se
com a proximidade a foz do rio Mondego e da permanente descarga de dgua na baia. O
rio Mondego descarrega anualmente 8,5x10 m3/ano™ de dgua, 120 toneladas de azoto
(N) e 15 toneladas de fésforo (P) (Flindt et al., 1997). No entanto, grandes variacdes nos
niveis de azoto inorganico dissolvido (com elevados valores registados no inverno e
baixos valores no verao), caracterizam as aguas despejadas na baia de Buarcos (Flindt et
al., 1997; Martins et al., 2001), sendo responsaveis pelos padrdes sazonais do contetdo
em ficocoléides das carragendfitas presentes nesta baia como é o caso da G. pistillata.

Estudos realizados por Zinoun e Cosson (1996), mostram que o teor em

carragenana decresce durante o crescimento ativo dos talos, que tem inicio no final do
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inverno e continua durante a primavera. Nesse periodo, caracterizado pelos elevados
niveis de nutrientes na agua e temperaturas baixas, ha uma acumulagao preferencial de
amido florideo (substancia de reserva que se encontra na parede celular), sobretudo no
principio da primavera. No periodo seguinte, de maio a agosto, o nivel de nutrientes
decresce e a irradiagdo solar aumenta e, consequentemente, o ritmo de crescimento
dos talos diminui.

Segundo Zinoun (1993), o conteudo em amido florideo varia, sazonalmente, na
razdo inversa a do conteddo em carragenana. Assim, os elevados contetdos de amido
florideo registados na primavera sugerem que os talos com crescimento ativo sintetizam
predominantemente este polimero de reserva citoplasmatico. Durante o periodo de
verdo, as quantidades de amido florideo decrescem e as de carragenana aumentam.
Assim, o amido florideo é provavelmente usado na sintese de carragenana, durante a

formacao das paredes celulares.

4.2. Espectroscopia vibracional (FTIR-ATR)

A espectroscopia vibracional FTIR-ATR (Fourrier Transfor Infrared - Attenuated
Total Refelctance) permite identificar os tipos de ligagdes quimicas dos compostos e
como tal determinar a composicao de ficocoldides. Esta técnica é rdpida, ndo-destrutiva,
e exige pequenas quantidades de amostra (Pereira et al, 2003).

A matriz extracelular das carragendfitas é constituida, em grande parte, por
poligalactanas sulfatadas hidrofilicas. A presenca de D-galactose e anidro-D-galactose
distingue as carragenanas mais sulfatadas, dos agares menos sulfatados (anidro-L-
galactose) (Craigie, 1990; Knutsen et al., 1994).

Existe uma maior concentracao de polissacarideos sulfatados na parte mais
externa dos talos das espécies carragendfitas, sobretudo na zona cortical
comparativamente a parte mais interna (zona medular) (Pereira, 2004).

Analisando os espectros FTIR-ATR do gametdfito feminino e do talo nao frutificado
de G. pistillata (Gigartinaceae) podemos verificar que estes apresentam bandas de forte
absorc3o na regido: de aproximadamente 930 cm™ (924 cm™ no gametdfito feminino e
927 cm® no talo ndo frutificado) que mostram a presenca de 3,6-anidro-D-galactose
(DA) que é caracteristica da carragenana kappa, iota, beta e theta; apresentam também

picos na regido 845 cm™ (no gametéfito feminino) e 843 cm™ (no talo n3o frutificado)
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associados as vibragdes do C(s)-0-S03, fragmento da galactose sulfatada (G4S), que é
caracteristica dos espectros da carragenana kappa, iota e dos respetivos percursores
bioldgicos mu e nu, tipicos da carragenana kappa. Exibem também picos nas regides de
970 cm™ (no gametodfito feminino) e 969 cm™ (no talo ndo frutificado) que indicam a
presenca de galactose, sendo um espectro caracteristico das carragenanas kappa, iota,
beta e theta. Contudo, estes espectros apresentam reduzida absorvancia na regido 805
cm™ (802 cm™ no gametdfito feminino e 804 cm™ no talo ndo frutificado) que se
relaciona com as vibragdes em torno de C(»-0-SOs, fragmento da 3,6-anidrogalactose
sulfatada (DA2S), e que é apenas observado nos espectros da carragenana iota e theta,
o que significa a presenca de pequenas quantidades de carragenana iota (Pereira, 2004).
Resumindo, os espectros do gametoéfito feminino e dos talos nao frutificados pertencem
a um espectro de carragenana hibrida kappa/iota com os respetivos percursores
biolégicos mu e nu.

Grande parte dos gametdfitos das espécies pertencentes a familia Gigartinaceae
produz carragenanas hibridas kappa/iota com racios especificos entre as unidades
kappa e as unidades iota, independentes de variacdes sazonais (Pereira, 2004).

Os espectros FTIR-ATR dos tetrasporofitos de G. pistillata apresentam uma banda
larga na regido espectral 821 cm™, que se relaciona com as vibra¢bes de C(2)-0-S0s,
fragmento da galactose (G/D2S), sendo observada nos espectros das carragenanas theta
e lambda e do percursor nu. E apresentam também outro pico na regido de 936 cm,
indicando a presenca de 3,6-anidrogalactose (DA), caracteristica dos espectros da
carragenana kappa, iota, beta e theta (Pereira, 2004). Este espectro pertence, portanto,
a um espectro de carragenana hibrida xi/lambda, maioritariamente tipo lambda.

Por fim, todos os espectros das trés fases do ciclo de vida de G. pistillata
apresentam em comum outras bandas de forte absorcdo para além das ja mencionadas,
como é o caso de bandas na regido 1210-1260 cm™, correspondentes ao S=0 dos ésteres
sulfato (estas bandas estdo sempre presentes nas amostras de polissacarideos
sulfatados, em contraste com outras bandas vibracionais que sdo caracteristicas das
carragenanas) e das bandas na regido 1010-1080 cm™, correspondentes a ligacdo
glicosidica, comum a todas as carragenanas (Pereira et al., 2003). Resumidamente, os
outros grupos quimicos sdo caracteristicos de cada tipo de 3,6-anidrogalactose (DA) a

925-935 cm%; a galactose-4-sulfato (G4S) a 845-850 cm™; galactose-2-sulfato (G/D2S) a
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820-830 cm™ e 3,6-anidrogalactose-2-sulfato (DA2S) (Roberts & Quemener, 1999;
Pereira et al., 2003).

Descobertas feitas por Yaphe e Arsenaul (1965) comprovaram que a carragenana
kappa era predominante nos ficocoldide produzidos pelos gametoéfitos e a carragenana
lambda nos tetrasporéfitos.

Mais tarde, pesquisas feitas com amostras portuguesas de tetrasporofitos e
analisadas por Anderson e colaboradores (1968) e por Pereira e Mesquita (2003),
mostravam a existéncia aparente de carragenana lambda. Apds algum tempo, estes
estudos foram corroborados por Pereira (2004) que de acordo com dados
espectroscépicos (FT-Raman), concluiram que os estudos de ambos os autores estavam
corretos, ou seja, os tetrasporofitos de G. pistillata produzem uma carragenana hibrida,
apresentando simultaneamente fracdes xi e lambda. A producdo de uma carragenana
hibrida xi/lambda pelos tetraspordfitos de G. pistillata ficou confirmada no estudo de
Pereira (2004), estando de acordo com as andlises feitas por Amimi e colaboradores
(2001), com base num espectro de *C-RMN. Apés a identificacdo das carragenanas,
obtemos a informacdo do seu aspeto e da sua capacidade para formar uma solucdo
espessa ou géis, sendo que a carragenana lambda é uma carragenana
espessante/viscosificante, e por sua vez, as carragenanas iota e kappa sdo gelificantes

(van de Velde et al., 2002).

4.3. Determinagao da atividade antioxidante

O potencial antioxidante das macroalgas vermelhas é tido como um importante
regulador de processos de oxidacdo quer in vivo quer in vitro (Mohamed et al. 2012),
derivando a maioria da atividade antioxidante de compostos ricos em polifendis,

carotenoides, vitaminas e hormonas (Abad et al. 2013).

4.3.1. Determinacao da atividade antioxidante — DPPH: polissacarideos

Os polissacarideos derivados de algas tém vindo a desempenhar um papel
extremamente importante no que toca a eliminacdo de radicais livres in vitro e em
processos de prevencgao de riscos oxidativos (Kumar et al., 2008).

Estudos mostram que glucanos sulfatados exibem um maior poder antioxidante

do que outros tipos de polissacarideos, o que sugere que estes terdo maior propensao
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a ter uma maior atividade sequestradora de radicais livres (Tsipali et al., 2001).
Resultados de vérios estudos, sugerem também, que carragenanas e os seus oligdmeros
e derivados, tém imensas propriedades antioxidantes (Abad et al., 2013).

Neste estudo, no ensaio de DPPH com os polissacarideos, apenas os
polissacarideos correspondentes a amostra do gametofito feminino revelaram alguma
resposta a este ensaio, 1,7% de redugdo, no entanto ndo foi um resultado promissor
sendo que a atividade demonstrada por esta amostra foi baixa. As amostras do talo ndao
frutificado e do tetraspordéfito ndo apresentaram qualquer atividade. Estes resultados
ndo sdo concordantes com estudos que afirmam que estes compostos derivados de
algas vermelhas tém um grande poder antioxidante.

Isto pode dever-se, em primeiro lugar, ao facto de a producao de carragenana
variar com a estacdo do ano, de espécie para espécie, nas diferentes etapas do ciclo de
vida, no meio e na idade da espécie. No outono, o contelddo em ficocoldides é inferior
ao registado no verdo, o que se relaciona respetivamente com os elevados e reduzidos
niveis de nutrientes (azoto e fésforo) na agua (Pereira, 2004). Outros fatores que
influenciam esta variacdo no conteddo em ficocoldides abrangem também o
fotoperiodo, a fase do ciclo de vida, o nivel de crescimento, a temperatura (do ar e da
agua do mar), o pH, a salinidade da agua e os nutrientes (niveis de fésforo e azoto). No
entanto, os fatores que mais fortemente se relacionam com o contelddo em
carragenana, sao a temperatura e o nivel de nutrientes (Pereira, 2004). Uma vez que
para estes ensaios antioxidantes foram usados os extratos das amostras recolhidas no
periodo de outono, esta poderd ser uma explicacdo para o facto de apenas os extratos
do gametéfito feminino terem revelado atividade, embora reduzida.

Em segundo lugar, outro fator que podera ter influenciado os resultados deste
estudo é o facto de na mesma alga, a carragenana que é obtida a partir das partes mais
jovens (ramos terminais), que sdo submetidas a um grande crescimento, apresenta
menor qualidade do que aquela que se encontra contida nas outras porgdes mais velhas
(na base da alga) (Pereira, L.). Ou seja, a quantidade de alga que foi utilizada para extrair
a carragenana no processo de extracdo é muito reduzida, apenas 1 g de alga, portanto
poderd ser considerada uma quantidade baixa, o que pode influenciar, uma vez que essa

guantidade utilizada podera apenas conter carragenana de baixa qualidade sendo que
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no ensaio de DPPH a atividade tenha sido reduzida ou até mesmo nula em algumas das

amostras.

4.3.2. Determinacao da atividade antioxidante — DPPH: extrato metandlico

Neste ensaio foi usado todo o extrato metandlico (o sobrenadante e o
precipitado). Os resultados apresentaram baixa atividade, 7,35% de redugdo no caso da
amostra do gametéfito feminino, 1,65% de reducdo no caso da amostra do
tetrasporéfito e 0% de reducdo no caso do tetraspordfito, no entanto, a percentagem
de redugdao em algumas destas amostras foi superior as percentagens registas no caso
do ensaio com os polissacarideos. As amostras do gametéfito feminino e do talo ndo
frutificado mostraram sinais de atividade redutora de radicais DPPH, podendo este valor
sugerir que estdo presentes compostos antioxidantes como carotenoides (ex.
Zeaxantina, Luteina) (Dring, 1982) e outro tipo de pigmentos.

E sabido que a eficiéncia da utilizacdo de metanol é consideravelmente grande,
sendo, portanto, expectdvel que os extratos metandlicos apresentem conteudos
superiores em compostos antioxidantes relativamente aos polissacarideos. A eficiéncia
do metanol como solvente organico, em quantidade e diversidade de compostos
extraidos, poderd dever-se a uma maior abundancia de compostos lipidicos polares na
Gigartina pistillata. Contudo, todos os valores observados de potencial antioxidante,
sejam altos ou baixos, ndo dependem sé de uma boa capacidade de carga/extracido do
solvente utilizado, visto existir influéncia direta de diferentes varidveis ambientais e
bioquimicas, caracteristicas do meio onde o espécime cresce (Lehninger, 2005).
Diferentes condi¢des de crescimento podem revelar valores de conteudos e potenciais
antioxidantes bastante distintos. A capacidade antioxidante é diretamente relacionada
com mecanismos de fotoprotecdo, sendo esta aparentemente mais elevada em
espécies caracteristicas do horizonte médio litoral, local onde se pode encontrar a
Gigartina pistillata, expostas a mudancas drasticas no espectro de radiagdo luminosa e
UV (Aguilera et al., 2002). Todos os resultados dependem também do tratamento
ulterior oferecido as amostras, podendo a secagem na estufa a uma temperatura mais
elevada e o subsequente armazenamento reduzir drasticamente todo este potencial

(Aguilera et al., 2002; Yuan et al., 2005; Ambrozova et al., 2014).
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Os estudos desenvolveram-se com concentragdes muito baixas de amostra, sendo
que as extragOes sao realizadas a partir de 1 g de alga, que é uma quantidade de alga
baixa e isto pode levar a que a bioatividade seja reduzida ou nula ainda que o extrato
tenha um bom rendimento e o processo de extracdo com metanol seja eficaz e

vantajoso.

4.3.3. FRAP (Ferric reducing ability of plasma)

Neste ensaio a atividade antioxidante foi determinada pelo método de FRAP que
depende da reducdao de Fe(lll) a Fe(ll) (Kaushik et al., 2012). Quando o Fe(lll) do
complexo de Fe(lll)-tripiriditriazina é reduzido a Fe(ll) forma-se, em meio acido, uma
intensa coloragao azul passivel de ser quantificada espectrofotometricamente a 593 nm
e que é proporcional a quantidade de espécies redutoras presentes na amostra (Benzie
& Strain, 1996). O referido ensaio é simples, rapido, pouco dispendioso e robusto,
podendo ser realizado com o auxilio de métodos manuais, semiautomaticos ou
automaticos (Prior et al., 2005).

Os polissacarideos ndo evidenciaram qualquer atividade redutora, facto que
parece ser confirmado pela auséncia de referéncias bibliograficas sobre esta atividade
nestes compostos.

J4 no extrato metandlico (sobrenadante e precipitado) os resultados mostram
diferengas notaveis entre o controlo e as amostras em estudo. No precipitado, as
amostras revelaram uma atividade antioxidante mais elevada, o que é espectavel tendo
em conta que existe mais quantidade de pigmentos e que estes sdo uma fonte de
antioxidantes, comparativamente aos extratos do sobrenadante, o que pode justificar
gue a atividade revelada por esta alga neste estudo se deva aos pigmentos, tendo estes
um papel crucial na atividade sequestradora de radicais livres desta espécie; contudo,
todas as amostras dos dois ensaios mostraram capacidade bioativa.

A atividade redutora do precipitado (0,16 g alga/mL) foi superior ao sobrenadante
(0,33 g alga/mL), isto podera ser justificado pelo facto de no precipitado existir mais
guantidade de pigmentos e consequentemente conferirem mais atividade redutora as
amostras deste extrato comparativamente ao sobrenadante que terd menos

guantidade destes pigmentos. Todavia, ha a necessidade de realizar outros tipos de
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ensaios de atividade redutora para fazer uma analise mais rigorosa dos constituintes

destes extratos a fim de perceber quais os compostos responsaveis pela mesma.

4.3.4. Cromatografia de camada fina (TLC): andlise de pigmentos

A aplicacdo de métodos de TLC permite a separacdo de compostos
individualmente. Estes tém vindo a ser muito utilizados na dete¢do e quantificacao de
compostos existentes nas macroalgas, sendo muitas vezes complementado com a
aplicacdo de outras técnicas.

Na TLC deste trabalho é de notar imediatamente os principais pigmentos: o B-
caroteno (Rf=0,92), a clorofila a (Rf=0,75) (Reiss, 1994), a zeaxantina (Rf=0,85) e a luteina
(0,68) (Sajilata et al.,2008).

O B-caroteno foi o componente menos polar, interagindo mais com a fase movel
e menos com a fase estacionaria (polar) sendo desta forma deslocado mais facilmente
pela mistura de solventes. Ja a clorofila desloca-se menos do que o caroteno ficando
abaixo na corrida do solvente. E importante frisar que existem outros componentes que
nao sdo identificados e/ou visiveis na placa, sendo para isso necessario a realizacdo de
outros estudos mais aprofundados a fim de realizar a caracterizacdo dos mesmos.

A coloragao dos pigmentos identificados ndo é uma coloragdo muito carregada
uma vez que a concentracdo e quantidade da amostra usadas foram baixas. Aqui poder-
se-ia ter utilizado uma concentracao maior de amostra para que os pigmentos fossem
mais visiveis para assim facilitar a identificagao.

A fim de verificar a bioatividade dos pigmentos foi utilizado na placa o DPPH como
revelador e os resultados foram positivos e promissores uma vez que 0s compostos
identificados possuem atividade antioxidante (a redugao é visivel pelo aparecimento de
uma coloracdo amarela), sendo os pigmentos uma possivel explicacdo para a atividade
antioxidante dos extratos metandélicos, uma vez que estes também possuem pigmentos,

comparativamente aos polissacarideos onde estes pigmentos nao estdo presentes.
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5. Conclusao e perspetivas
futuras
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5. Conclusdo e perspetivas futuras

A Gigartina pistillata é uma boa fonte de carragenanas com interesse no
desenvolvimento biotecnoldgico em setores industriais, alimentares e farmacéuticos.
Neste estudo, concluiu-se que a quantidade de carragenana produzida por esta alga
varia com a época do ano e com o ciclo de vida. Neste trabalho, foram identificadas as
carragenanas hibridas kappa/iota e xi/lambda, sendo que estes compostos ndo
apresentaram atividade antioxidante significativa, no entanto, poderdao apresentar
outros tipos de atividades. No seguimento deste estudo sera de extremo interesse
avaliar a atividade antibacteriana, antifungica e antiviral das carragenanas identificadas
nesta alga, que poderdo ter aplica¢cdes na area farmacéutica.

Esta alga é também uma fonte de pigmentos que, neste trabalho, apresentaram
atividade antiradicalar e redutora, sendo desta forma provavelmente os principais
responsaveis pela atividade antioxidante da mesma. Concluiu-se também que a
guantidade destes pigmentos varia consoante a fase do ciclo de vida da alga,
influenciando assim, a sua atividade antioxidante. Adicionalmente dever-se-a proceder
a identificacdo de outros constituintes desta alga, bem como avaliar esta e outras

atividades.
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