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“The known is infinite, the unknown infinite; intellectually we stand on an islet the
midst of an illimitable ocean of inexplicability. Our business in every generation is to reclaim

a little more land, to add something to the extent and the solidity of our possessions.”
in “The reception of ‘Origin of Species’”

Thomas Henry Huxley
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Resumo

No presente trabalho s3o apresentados estudos de interesse biotecnoldgico na macroalga
laminar vermelha (filo Rhodophyta) da familia Dumontiaceae, Dilsea carnosa (Schmidel) Kuntze.

D. carnosa é uma alga do Atlantico Norte, esparsa na Europa Central ¢ do Norte. Esta
presente ao longo da costa Centro e Norte Portuguesa, sendo o seu limite Sul de ocorréncia descrito
em Portugal, mais especificamente na Praia da Aguda, distrito do Porto. Ocorre naturalmente em
cantos ou abrigos entre as rochas, em aguas frias com temperaturas minimas de 12°C e maximas de
15°C, no horizonte médiolitoral inferior ou infralitoral superior, até 25m de profundidade.

O cultivo de algas marinhas em sistemas de IMTA (Aquacultura integrada multitréfica)
constitui ndo s6, uma importante ferramenta para processos ecoldgicos mas também uma fonte de
matéria-prima de exceléncia para as industrias de exploracdo de recursos macroalgais marinhos. O
cultivo desta espécie em diferentes condigdes foi avaliado, a fim de encontrar possiveis extrapolagdes
para modelos de crescimento & escala comercial. Numa primeira fase foram estudados cultivos em
condi¢des laboratoriais e de seguida num sistema de IMTA concreto, da empresa ALGAplus na Ria de
Aveiro (Portugal), de modo a prespetivar o seu potencial de cultivo em aquacultura.

Como fonte primaria de matéria organica, as aplicagdes das algas marinhas no campo
biotecnoldégico sdo muito vastas. Ndo s6 constituem uma fonte alimentar bastante completa em
nutrientes, minerais e fibras, como no campo da nutracutica t€m provado fornecer importantes
beneficios a quem as consome, gracas as multifacetadas respostas antivirais, antibioticas, anti tumoral,
entre outras. O potencial de comercializacdo de algas marinhas como alimentos funcionais para a
industria de produtos nutracéuticos € grande e assegura um futuro promissor.

De maneira a enriquecer este estudo, varias extragdes com recurso a diferentes solventes
organicos foram realizadas, em amostras de diferentes origens de D. carnosa, tendo o seu perfil para
extracdes descrito sob forma de rendimento. As fragdes obtidas: metandlica, em n-hexano e
polissacarideos, foram posteriormente alvo de estudos de bioatividade.

As aplicagdes industriais e cientificas, baseadas na extragdo e utilizagdo de compostos
ficologicos, com especial incidéncia em polissacarideos e extratos algais, constituem uma importante
percentagem da utilizagdo biotecnologica destes organismos. Com o objetivo de abrir portas a futuras
investigacdes, o contetido dos polissacarideos das diferentes amostras da alga D. carnosa foi analisado
com recurso a tecnologia de FTIR-ATR, permitindo caracterizar o seu coloide consoante determinadas
origens, a fim de determinar potenciais aplicagdes futuras. Analises do potencial antioxidante e
antimicrobiano foram realizadas, segundo diversas metodologias. O Potencial antioxidante de extratos
de D. carnosa foi tragado através das técnicas de ORAC, QTP e do método do DPPH. A nivel do
potencial antimicrobiano foram usados trés organismos modelo, duas bactérias, Gram+ e Gram-, e um
fungo, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans, respetivamente.

Outros estudos tém sido elaborados em torno desta alga. Grande parte do potencial de D.
carnosa ainda se encontra por descobrir sendo portanto extremamente interessante a realizagdo deste
trabalho.

Palavras-chave: Biotecnologia marinha, Macroalgas, Dilsea carnosa, IMTA, Bioatividade
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Abstract

In the present work, the development of biotechnological research on laminar red macroalgae
(phylum Rhodophyta) of the Dumontiaceae family, Dilsea carnosa, is proposed.

Dilsea carnosa is seaweed from the North Atlantic, common in Central and Northern Europe.
It is present along the coast of Central and Northern Portugal, with the Southern limit of its occurrence
profiled in Portugal — more specifically in Praia da Aguda, Porto district. It occurs naturally in shelters
between rocks, in cold water with minimum temperatures of 12 °C and maximum of 15 °C, from the
lower mediolittoral horizon to the higher infralittoral horizon, in waters up to 25m deep. Due mainly to
the lack of current information available and with the aim of enriching the register of D. carnosa
records, a new descriptive survey was conducted in this study.

The cultivation of seaweed in IMTA (Integrated Multitrofic Aquaculture) systems is not only
an important tool for ecological processes, but is also an excellent source of raw material for other
industries that explore seaweed resources. The cultivation of this species under different conditions
was made in order to evaluate its cultivation potential. In the first phase, laboratory essays were
conducted and then outdoor trials under the cultivation conditions of a comercial IMTA operation
(ALGAplus Lda) Ria de Aveiro, Portugal.

As a primary source of organic matter, the applications of seaweed in the field of
biotechnology are vast. Seaweeds not only constitute a very complete alimentary source of nutrients,
minerals and fibres, but have also proven to provide significant benefit in the field of nutraceuticals for
those who consume them, thanks to the multifaceted responses that can effectively provide developed
antiviral reactions, antibiotic reactions and anti-tumour reactions, among others. The marketing
potential of seaweed as functional foods for the nutraceutical products industry is large and ensures a
promising future.

In order to enrich this study, several extractions using different organic solvents were
performed on samples of different origins of D. carnosa, with the extractions profile described in the
form of Yield. The obtained fractions: methanol, n-hexane and polysaccharides were subsequently
targeted bioactivity studies. Industrial and scientific applications, based on the extraction and use of
seaweed compounds, with a particular focus on polysaccharides and algal extracts, are an important
percentage of the biotechnological uses of these organisms.

With the objective of opening the door to further investigations, the polysaccharides content of
the different samples of Dilsea carnosa were analyzed using FTIR-ATR technology, allowing for the
characterization of this colloid according to certain sources of the seaweed to determine its potential
future applications. Analyses of antioxidant and antimicrobial potential were carried out according to
various methodologies. The antioxidant potential of D. carnosa extracts was traced through ORAC
techniques, QTP techniques and the DPPH method. The antimicrobial potential was measured using
three model organisms: two bacteria (Gram + and Gram -) and a fungus, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and Candida albicans, respectively.

Other studies have been developed on this alga due to its remarkable antifouling capacity and
the possibility of preparing a dye through its pigmentation. Much of the potential of Dilsea carnosa
remains undiscovered and, therefore, is extremely interesting this work.

Keywords: Marine Biotechnology, macroalgae, Dilsea carnosa, IMTA, Bioactivity
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1 Introducao






1.1 Flora Algal da costa Portuguesa

A costa continental Portuguesa disfruta de circunstancias biogeograficas unicas que
influenciam severamente a biodiversidade algal do pais, a influéncia climatica do Oceano
Atlantico a Norte e do Mar Mediterranco a Sul fazem da sua costa uma zona de transicao de
floras algais, onde € possivel observar um declinio gradual de espécies de aguas temperadas a
medida que a latitude decresce; formando um gradiente de biodiversidade ao longo de toda a
costa (Aratjo et al. 2009). A Norte do pais € possivel observar espécies de algas da Europa
Central e a Sul, encontramos espécies de macroalgas essencialmente Mediterranicas e
Africanas (Gaspar et al. 2012). Este gradiente ecoldgico torna a costa Portuguesa uma zona
biogeografica de grande interesse para investigar mudangas na distribuicdo de diversas
espécies de macroalgas marinhas (Araujo et al. 2005), destacando-se a regido do Minho,
considerada um Aot spot de biodiversidade marinha que proporciona um o6timo local para

estudo de diversas espécies e comunidades (Aragjo et al. 2009).

A costa continental Portuguesa constitui o limite de ocupagdo Sul de
aproximadamente 40 espécies de macroalgas (Araujo et al. 2009), possuindo um regime de
marés semidiurno, com maior amplitude na primavera (3,5 a 4 m). Em especifico, a costa do
Noroeste portugués, tipicamente granitica, estd exposta a ondulagdo oceanica de noroeste. No
inverno regista ondulagdo severa, que pode ultrapassar os 5 metros de altura; a temperatura da
agua, a superficie, varia normalmente entre os 13°C e os 20°C (Araujo et al. 2005), sendo um

fator dominante na distribuicao geral dos faxa.

As linhas de costa constituem ambientes heterogéneos que suportam vastas variedades
de formas bidticas. Na zona médiolitoral, definida pelo espaco fisico do limite méximo da
maré (preia-mar) até ao limite minimo (baixa-mar), a distribui¢do das diferentes espécies da-
se ao longo de um eixo, com orientacao vertical e direcdo do substrato rochoso terrestre para
as profundezas ocednicas. Ao longo deste eixo ¢ possivel distinguir 3 zonas, o horizonte
médiolitoral superior, horizonte médiolitoral médio e horizonte médiolitoral inferior (Pereira
& Correia 2015), criadas pelo stresse provocado pela agitacdo maritima/padrao das marés e
pelas respetivas tolerancias fisioldgicas das espécies que ocupam as diferentes zonas (padrao
de zonagdo das costas rochosas) (Stephenson & Stephenson 1949,(Denny & Gaines 2007). O
horizonte médiolitoral superior da costa Norte do pais ¢ dominado por liquenes incrustantes, o
horizonte médiolitoral médio por algumas macroalgas castanhas como Fucus spiralis, Fucus

vesiculosus, Ascophyllum nodosum e Pelvetia caniculata (Phaecophyceae) e o médiolitoral

3



inferior caracterizado por uma abundancia de espécies algais, entre elas Saccorhiza
polyschides, Laminaria ochroleuca, Laminaria hyperborea, Bifurcaria bifurcata

(Phaeophyceae) e Chondracanthus aciculares (Rhodophyta) (Araujo et al. 2005).

A biodiversidade algal ¢ determinada pela combina¢do de varios fatores como
perturbagdes fisicas, predagdo por herbivoria, stresse abiodtico e disponibilidade de nutrientes
(Bracken et al. 2008). No horizonte médiolitoral, aquando da baixa-mar, ocorre a exposi¢ao
de diversos organismos bentonicos ao ar e radiacao solar, conferindo este stresse seletividade
na distribui¢do das espécies bentonicas pelo substrato rochoso, com a baixa-mar ocorre
também a formagdo de pogas de maré, pequenas ilhas ecoldgicas com elevada biodiversidade.
As pocas de maré superiores tendem a ser mais stressantes devido a mudancas de maior
amplitude térmica, salinidade, pH e concentracdo de oxigénio, sendo portanto as que possuem
menor riqueza especifica. Tendem a ser ocupadas maioritariamente por espécies mais
tolerantes como cianobactérias e algas verdes. As comunidades encontradas em pogas de maré
intermédias e inferiores sdo bastante mais diversas dadas as condi¢des fisicas menos rigorosas

(Lobban & Harrison 1997).

Nestes ecossistemas ¢ possivel, no mesmo local, encontrar comunidades bidticas bem
distintas provocadas pelas variagdes na topografia do substrato, uma vez que locais com
sombra proporcionam condi¢des bem diferentes a fauna e flora que locais expostos & radiacdo

solar (Lobban & Harrison 1997, Araujo et al. 2009).

1.2 Algas

As algas apresentam formas de vida muito variadas, habitando, em geral, em qualquer

lugar onde as condi¢des necessarias permitam a realizacdo da Fotossintese.

O termo Alga nao apresenta qualquer valor filogenético, sdo polifiléticas, assim sendo
no grupo das algas encontramos espécies pertencentes a diferentes Reinos, ndo partilhando
verdadeiramente um ancestral comum (Madhusudan 2011). O seu agrupamento sistematico ¢
baseado em caracteristicas gerais como a composi¢cdo quimica dos seus pigmentos, o tipo de
ciclo de vida, a forma de armazenamento de substancias de reserva, o tipo de parede celular e
as caracteristicas citologicas das suas ultraestruturas celulares (nomeadamente a estrutura dos
seus cloroplastos ou da origem dos seus plastidios - origem endossimbiotica) (Graham et al.

2000). Atualmente, no panorama referente a diversidade, taxonomia e variabilidade das

4



formas algais o termo Alga define-se como sendo o conceito de agregacdo heterogénea, de
seres de grupos remotamente relacionados que apresentam diversos atributos ecofisioldgicos
em comum: sendo maioritariamente fotossintéticos, produtores de oxigénio e matéria
organica, na sua maioria aquaticos e geralmente mais pequenos € mais elementares que as
plantas superiores. Existem porém excecdes as duas primeiras generalizagdes, as espécies
algais mixotroficas e heterotroficas e as algas que habitam meio terrestres; existindo porém

excegoes.

As algas variam muito em formas e tamanhos, sendo possivel distinguir dois grandes
grupos: as macroalgas e as microalgas. As microalgas, microscopicas (do grego Mikros,
pequeno) e impercetiveis a olho nu sdo formas unicelulares ou coloniais muito diversas,
encontradas por toda a superficie terrestre. Ocorrem em habitats litorais, bentonicos,
terrestres, na coluna de agua de rios e lagos, mares ou oceanos (neste ultimo na forma de
Fitoplancton). Sao maioritariamente fotoautotroficas, podendo algumas formas ser
heterotréficas apenas realizando a fotossintese opcionalmente e os seus tamanhos podem

variar entre os 3 pm a 10 pm.

Os meios benténicos e estuarinos de aguas pouco profundas suportam uma
comunidade de flora exclusiva, compostas por seres multicelulares produtores de matéria

orgénica e oxigénio, muito diversos - as Macroalgas.

As macroalgas estdo muitas vezes relacionadas conceptualmente e sistematicamente
com as plantas vasculares pois apresentam formas objetivamente parecidas em fungdo. A
diversidade morfologica dos seus talos contrasta fortemente com a uniformidade encontrada
em plantas vasculares, sendo a diferenciacdo meristematica apenas observavel em poucas
macroalgas marinhas, sendo que a maioria cresce de forma linear ou por filamentos corticais
(Lobban & Harrison 1997). Sdo proximas das plantas nas estratégias de defesa que utilizam,
pois produzem compostos anti-herbivoria, alelopaticos e antimicrobianos, contudo, estudos
filogenéticos sugerem que estdo remotamente ligadas as plantas e similaridades na estrutura

macroscopica devem-se a formas de evolugdo paralelas (Graham et al. 2000).

Estas formas de vida macroscopica desempenham a importante funcdo de suporte as
cadeias troficas bentonicas, constituindo alimento e zonas de maternidade em ecossistemas
marinhos. Realizam diversas interagdes biologicas como relagdes de epifitismo com macro e
microrganismos; de herbivoria (macroalgas e epiflora). Os principais fatores ambientais

responsaveis pela sua ocorréncia sdo: a luz, temperatura, salinidade, movimento da coluna de
5



agua e disponibilidade de nutrientes, sendo que, os seus padrdes de crescimento, morfologia e

reproducdo constituem efeitos combinados destes aspetos (Lobban & Harrison 1997).

Dos fatores preponderantes para a sua ocorréncia, a quantidade e qualidade da luz que
recebem para realizar fotossintese desempenham um papel importante nas respostas
metabodlicas, contudo, estes dois pardmetros variam com a profundidade e com a turbidez da
propria dgua. A capacidade de uma espécie de alga viver a uma determinada profundidade
esta intimamente relacionada com a composi¢do dos seus pigmentos fotossintéticos € com a
intensidade e caracteristicas de luz que recebe. Desta forma a adaptacdo de cada espécie a
determinada profundidade ¢ feita até a profundidade maxima com que, o minimo de luz lhe
permite realizar a fotossintese (Anon 1937). O Fotoperiodo apresenta um papel preponderante
na inducdo de estados reprodutivos no ciclo de vida das algas. A salinidade regula a fisiologia
das macroalgas através de variagdes do potencial osmotico e da composi¢do idnica. A
agitacdo maritima e o movimento da coluna de 4gua sdo aspetos determinantes para as trocas
gasosas e de nutrientes. A emersdo aquando da baixa-mar representa outra ameaga a sua
sobrevivéncia, nesta fase, encontram-se expostas a dessecagdo, a temperaturas fora do seu

espetro 6timo e a auséncia de nutrientes (Lobban & Harrison 1997).

Sdo um grupo bastante grande de seres vivos, com um passado paleontologicamente
bem documentado. Os primeiros registos de organismos fotossintéticos datam de ha 3000
milhdes de anos. Foram encontrados registos fosseis datados do Pré-Cambrico de algas

vermelhas e castanhas, com 600 milhdes de anos (Anon 1937).

Apesar da evolucdao ao longo do tempo dos sistemas de classificacdo ¢ consensual
considerar 4 filos distintos de algas com base nas diferentes pigmentagdes. A presenca
exclusiva de clorofila a ¢ caracteristica do filo Cyanobacteria, assim como a presenca dos
carotendides: B-caroteno, equinona, mixoxantofila, zeaxantina e de ficobilinas: C-ficocianina
e C-ficoeritrina. A presenca de clorofila a e d, assim como dos carotenoides: B-caroteno,
luteina e zeaxantina e das ficobilinas: R-ficocianina e R-ficoeritrina sdo caracteristicas do filo
Rhodophyta. O filo Chlorophyta possui clorofilas @ € b na sua pigmentagdo e apresenta os
carotenoides P-caroteno, luteina e neoxantina, violaxantina e zeaxantina. Por ultimo, o Filo
Heterokontophyta (ou Ochrophyta) possui as clorofilas a e ¢ e B-caroteno, violaxantina e

fucoxantina como carotenoides (Pereira & Correia 2015).



As macroalgas merecem um especial destaque neste exercicio de investigacdo, devido
ao seu forte potencial biotecnoldgico com diversas aplicagdes no sector industrial capaz de

gerar mais-valias na sua exploracao.

1.3 As macroalgas marinhas como mais-valia

O aumento frenético da populagdo mundial trouxe a necessidade emergente de
obtencdo de mais recursos naturais para a Humanidade. Gradualmente estes recursos vao
escasseando em terra seca. Os Ecossistemas marinhos sdo o ber¢o de inimeras comunidades
bidticas com diversas formas de vida por explorar. Os seus recursos sao um bem precioso a
Humanidade, que teré por sua vez de os explorar com responsabilidade e inteligéncia, de uma

forma sustentavel para que esta preciosa fonte de vida e recursos nunca se esgote (Kim 2011).

As macroalgas sao fontes muito ricas de compostos de interesse devido a versatilidade
das suas formas e func¢des. Os compostos produzidos por estes seres vivos sdo capazes de
desempenhar importantes tarefas bioldgicas contra diversas formas de agressdes celulares.
Sao igualmente tdo uteis como importantes na descoberta, desenvolvimento ¢ producdo de

farmacos, alimentos e outros produtos em geral (Pereira & Critchley 2009).

A polivaléncia e riqueza destes compostos algais sdo fatores adaptativos determinantes
para resistir as condi¢gdes marinhas extremas, tornando as macroalgas organismos
extremamente bem adaptados para resistir as varias agressoes do meio marinho. A elevada
salinidade, dessecagdo prolongada, resisténcia mecéanica contra o impacto da ondulagdo, horas
prolongadas de exposicdo direta a raios solares, o combate ao parasitismo, entre muitos
outros; combinados com uma fisiologia e histologia elementar (tecidos muito simples e pouco
diferenciados) fazem das algas seres muito interessantes. O interesse nestes organismos tem
sido crescente face a necessidade de obten¢do de novas biomoléculas que procurem satisfazer
as exigéncias da populacdo humana, de tal modo, ha quatro décadas que se tém vindo a isolar
novos compostos provenientes de macroalgas, visando aproveitar todo o seu potencial

biotecnoldgico (Kim 2011).

Os maiores produtores e exportadores de macroalgas para o comércio global sdo: a
China, o Japao, a Republica da Coreia, os Estados Unidos da América, a Irlanda, a Franga, a
Indonésia, a Noruega e o Canad4. Numeros para a viragem do milénio apontavam para uma

producdo de macroalgas marinhas no valor de 10 milhdes de toneladas por ano, crescimento
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este que tem sido suportado pela produgdo a larga escala em regimes de aquacultura, estando

a colheita de algas em ambientes selvagens estagnada nos ultimos 12 anos (Pereira 2012).

Muitas das propriedades dos seus compostos encontram-se ainda por explorar e a sua
aplicabilidade pode ser realmente vasta em vdarios setores econdmicos. A exploragdo,
inovacao e desenvolvimento de produtos e funcionalidades provenientes dos compostos algais
representam oportunidades promissoras para o futuro. As algas e os seus biocompostos
podem ser usados diretamente como alimento para o Homem e para animais, usadas como
medicamento nas areas da medicina, farmacologia e nutraceutica devido aos seus conhecidos

beneficios em inumeras atividades biologicas (Pereira 2012).

1.3.1 Algas como alimento

As macroalgas ediveis t€ém uma longa histdria cultural em paises do Extremo Oriente e
em diversas regides do Pacifico, estando o consumo de algumas espécies de macroalgas
datado do século VIII (Kim 2011). Em paises como a Malasia, Coreia do Sul, Australia,
China e Japao tém uma aplicagdo gastrondmica vastissima, sendo que, constituem cerca de
10% a 25% da dieta tradicional japonesa. (Pereira 2012). Este mesmo facto ndo se constata
nas culturas dos paises da Europa e América Ocidental, onde o consumo de algas apenas esta
enraizado em paises como a Irlanda ou Canada, Franga e Portugal numa fragdo mais modesta

(McHugh 2003).

As algas vermelhas mais comuns na alimentacdo sdo: Porphyra ternera — “Nori” (a
alga mais utilizada na gastronomia Niponica) e Palmaria palmata — “Dulse”, muito
consumida em paises ocidentais. As algas castanhas mais apreciadas na gastronomia oriental
sao o Sargassum fusiforme — “Hijiki”, Undaria pinnatifida — “Wakame”, e Saccharina
Jjaponica — “Makonbu”. Na classe das algas verdes a Ulva sp. ¢ a alga mais utilizada na

culinaria Havaiana, denominada “Limu palahalaha” (Yuan & Walsh 2006).

A inclusdo das algas na alimentagdo quotidiana ¢ de extrema importancia devido aos
seus claros beneficios para a satide. Ao comparar dietas dos paises orientais, onde o consumo
de algas ¢ cultural, ha muitos séculos, com as dietas que ndo incluem algas na alimentacgao,
(dieta ocidental) verificou-se que, em paises orientais, as taxas de incidéncia de doencgas
cronicas como o cancro da mama, intestino e pele sdo significativamente mais baixas. Estes

dados epidemioldgicos apresentam uma forte fundamentacdo em diversos estudos que



demonstraram uma vantagem consideravel na inclusdo de macroalgas na dieta ocidental
diaria, resultando numa forte preven¢do deste tipo de doencas gragas ao seu forte potencial
antioxidante e anti-mutagénico (Pisani et al., 2002). Sao consideradas um superalimento
gracas as multifacetadas respostas que conseguem providenciar (Anon 1937), atuando em
diversos mecanismos biologicos, onde desempenham eficazmente respostas antivirais,
antibidticas, anticancerigena, anti tumoral, anti tromboticas, anti-inflamatorias, Hipo-

colesterolémicas, hipoglicémicas entre outras (Smit 2004).

As algas ndo soé apresentam altos potenciais antioxidantes quando frescas, devido a
substancias como o ascorbato e a glutationa mas também quando secas, devido a moléculas
mais estaveis como carotenoides, aminoacidos micosporinicos ¢ uma variedade muito
consideravel de polifenois (e.g. catequinas, florotaninos) (Yuan & Walsh 2006). O potencial
de comercializagdo de algas marinhas como alimentos funcionais para a industria de
nutracutica ¢ grande e assegura um futuro promissor. As macroalgas sdo agentes naturais
apropriados para fornecer compostos antioxidantes de exceléncia porque (com base em
aspetos multifuncionais destes metabolitos secundarios) ndo apresentam toxicidade para o
nosso organismo, potenciando efeitos sinergéticos entre as varias moléculas e aumentando
também a capacidade de tamponizagdo entre os compostos que possam ter sido

intencionalmente ingeridos (Smit 2004, Pereira 2012).

Um alimento funcional €, a par do seu valor nutritivo, um alimento capaz de produzir
efeitos benéficos numa ou mais funcdes fisioldgicas aumentado o bem-estar de quem o
consome. Nos anos que correm tem havido um aumento do interesse da populacdo ocidental
nestes alimentos, devido maioritariamente ao stresse e as caréncias nutritivas da dieta

ocidental, sendo as algas um alimento funcional de exceléncia (Pereira 2012).

Todas as respostas estas biologicas devem-se a varios aspetos multifuncionais, como
por exemplo o elevado conteido em minerais (como lodo e Calcio, muito importantes para o
organismo), podendo chegar até¢ 36% do seu peso seco. Sdo ricas em macronutrientes como
sodio, magnésio, potassio, cloro, enxofre e fosforo; e micronutrientes como o ferro, zinco,
cobre, selénio, molibdénio, flior, manganésio, boro, niquel e cobalto (Madhusudan 2011).
Sdo reconhecidas como o alimento principal na biodisponibilidade de Iodo, visto que
presentam valores muito superiores a qualquer outra espécie vegetal (Madhusudan 2011,

Pereira 2012).



Possuem um elevado conteudo em fibras dietéticas insoluveis, importantissimas para
processos do trato gastrointestinal. Sdo riquissimas em vitaminas, destacando se a presenga de
cobalamina - Vitamina B12, indispensavel na eritropoiese € na manutencdo do sistema
nervoso. Na sua composi¢do abundam também metabolitos secundarios como a fucoxantina
(um dos carotenoides mais abundantes em organismos vivos) que possui um papel
preponderante na sintese de Vitamina A, que regula fendmenos como a respiragdo celular e
sintese de pigmentos da retina. S3o uma importante fonte de compostos fenolicos, os
florotaninos (taninos das algas castanhas e vermelhas) sdo importantes agentes sinergéticos
atuando contra fenomenos de herbivora, prote¢do contra radiagdo UVB, e agente quelante na
sequestracdo de metais pesados (Yuan & Walsh 2006, Pereira 2012). Sao ainda fracas em
gorduras saturadas mas ricas em aminodcidos essenciais e acidos gordos polinsaturados.
Contém poucos aglcares e sdo uma fonte de enzimas, entre elas lipases, proteases,
transaminases, Importantissimas na remog¢do de numerosos residuos quimicos toxicos
passiveis de se acumularem no nosso organismo (Madhusudan 2011). As algas comecam,
cada vez mais, a fazer parte da dieta ocidental aparecendo nos nossos pratos como uma fonte
subexplorada de biomoléculas e beneficios para a satde pois sdo eficientes gestoras e
coletoras de energia eletromagnética, e por isso, sdo alimentos altamente nutritivos que
podem e devem ser consumidos regularmente sem medo de toxicidades metabdlicas (Pereira

2012).

1.3.2 Algas na industria alimentar

Atualmente a industria alimentar recorre ao uso de diversos compostos de origem
biologica de modo a melhorar e acrescentar valor ao produto final vendido ao consumidor
(Kim 2011). Dentro desta panoplia, os polissacarideos destacam-se devido ao grande espectro
de utilizagdes e a polivaléncia de fungdes que desempenham, sendo que a incorporagdo de
hidrocoldides algais em alimentos processados ¢ feita em formulagdes muito baixas, cerca de
1 a 3% do peso total, ndo alterando a aparéncia do produto. Os ficocoldides possuem uma
otima capacidade de gelificacdo que permite desenvolver um variado leque de produtos
alimentares como gelatinas, geleias, molhos, leites com sabores, vinho e cerveja, gelados, etc.
(Pereira 2012). Na elaboragdo de vinhos as carragenanas sao usadas como agente clarificante
precipitando as impurezas (Lahann 2006), nas cervejas sdo o elemento que confere uma

espuma apetecivel (Pereira 2002), retardam a degradacdo de diversas substiancias como o
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amido, retétm a humidade dos alimentos, potenciam o conteudo em fibra, controlam a
formagao de cristais de gelo conferindo estabilidade a produtos que sofram muitos processos
de congelamento e descongelamento, melhorando a qualidade do produto final (Pereira et al.

2013).

Os compostos antimicrobianos e antioxidantes algais t€ém provado fornecer beneficios
ndo s6 na sua utilizagdo mas como no seu consumo associado a outros alimentos, provando
potenciar a seguranca alimentar ¢ melhorar a qualidade dos produtos. E esperado que este
consenso potencie a sua utilizagdo industrial em alimentos como em proteinas animais, pastas
e farinhas, etc. Os polifendis algais, principalmente abundantes em algas castanhas, provaram
ser um importante antioxidante em produtos alimentares (Gupta & Abu-Ghannam 2011), em
especial os florotaninos, que, aplicados no peixe aquando o seu congelamento provaram ser
mais efetivos que o antioxidante sintético utilizado contra a peroxidagao lipidica (Mohamed et
al. 2012). A presenga de Undaria pinnatifida na elaboragdo de massas favorece a interagao
entre granulos de amido e as proteinas da matriz resultando numa textura mais suave
(Prabhasankar et al. 2009). O efeito antimicrobiano dos extratos algais ¢ muitas vezes
utilizado em proteinas marinhas para consumo, peixes ¢ mariscos sao muitas vezes tratados
com fragdes algais ricas também em polifendis e polissacarideos que provaram ser uma

alternativa natural para o combate contra microrganismos patogénicos (Kumaran et al. 2010).

1.3.3 A industria de ficocoloides

Ficocoldides sdo moléculas de grande tamanho, constituidas por agucares simples que
preenchem a parede celular e os espagos intercelulares de grande ntimero de algas castanhas e
vermelhas (Pereira 2008). Remetendo 4 origem da palavra ¢ possivel compreender que
ficocoloide, do Grego Phykos — alga, e coloide - relacionado com a habilidade de formar uma
solucdo que apresenta duas fases distintas, uma continua em suspensdo noutra, pretende
designar uma substincia de origem algal com propriedades coloidais. Atuam como
espessantes, gelificantes, emulsionantes e estabilizadores que nao sao digeridos nem
assimilados pelo organismo. As suas principais propriedades sdo a caréncia de qualquer sabor,
cheiro ou cor, solubilidade em dgua e conciliabilidade com a maioria dos alimentos (Pereira
2008). Estas propriedades fazem dos ficocoldides substancias extremamente versateis, muito
apreciadas na industria alimentar e farmacéutica (De Freitas et al. 1997, Zacharopoulos &

Phillips 1997, Mercier et al. 2001, Zhou et al. 2004) .
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Na industria de extragdo de ficocoloides, sdo usadas 41 espécies de algas que
produzem acido alginico, 33 espécies que produzem agar e 27 espécies que produzem
carragenanas (Pereira 2008), sendo Ahnfeltia, Gelidiella, Gelidium, Gracilaria e Pterocladiella
os géneros mais utilizados por esta industria (Pereira 2012). Os codigos dos diferentes
ficocoldides usados na industria alimentar como aditivos naturais, definidos pela UE sdo:

Acido alginico — E400

Alginato de Soédio — E401

Alginato de Potassio — E402

Alginato de Amoénia — E403

Alginato de Calcio — E404

Alginato de propilenoglicol — E405

Agar — E406
Carragenana — E407

A descoberta do processo de extragdo do primeiro ficocoloide, o Agar, a partir de uma
alga vermelha, data de 1658 no Japao. Extratos de Chondrus crispus contendo carragenanas,
eram utilizados como agentes espessantes na Irlanda, no século XIX. Em 1930, foi extraido o
primeiro ficocoloide a partir de uma alga castanha com propriedades gelificantes e
espessantes, o alginato. Todavia, foi no periodo pdés Segunda Guerra Mundial que esta
industria deu um grande salto, permitindo ndo s6 a obtencdo a larga escala de ficocoldides
diversificando a sua aplicacdo, como também permitindo que diversos avangos fossem
possiveis, generalizando o processo de investigagdo em torno destes biocompostos para a

maioria dos paises (McHugh 2003).

O recurso ao cultivo destes organismos em sistemas de maricultura, através do
conhecimento pleno dos seus ciclos de vida tornou possivel aumentar em muito esta industria.
Na atualidade, sdo produzidas cerca de 1 milhdo de toneladas de algas frescas, resultando num
processo de extracdo de 55 000 toneladas dos trés principais ficocoldides produzidos pela
industria — O Agar, as Carragenanas e os Alginatos (McHugh 2003). A producao de
Carragenanas, o ficocoldide mais produzido € responsavel por um lucro de 240 milhdes de
dolares (US$) por ano, estava limitada a apanha, em modo selvagem, de Chondrus crispus
que apenas crescia em agua frias. Contudo, em 1970, desde a descoberta de outras algas
produtoras de carragenanas e a respetiva producao em paises de mao-de-obra mais econdmica
permitiu um répido avango na producdo industrial deste ficocoldide, sendo a aquacultura a

principal fonte de matéria-prima para a industria (McHugh 2003).
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1.3.3.1 Carragenanas

As carragenanas sao polissacarideos extraidos de diversas familias de algas da ordem
Gigartinales. Sao responsaveis por um aumento de elasticidade dos seus talos de forma resistir
ao stresse da zona das marés e, sobretudo, a0 movimento das ondas, proporcionando uma

grande flexibilidade. (Pereira 2004).

Sao substancias mucilaginosas da matriz da parede celular de algumas algas vermelhas
que se formam a partir da conversdao de amido florideo, regulador osmético e principal
substancia de reserva citoplasmatica da maioria das algas vermelhas (Lobban & Harrison

1997, Lehninger 2005, Vonthron-Sénécheau et al. 2008).

Na primavera, altura de crescimento vegetativo das macroalgas, verifica-se um
aumento do contetdo glicosidico associado a sintese e acumulagdo de amido florideo, devido
a abundancia de nutrientes e boa radiacao solar (Zinoun & Cosson 1996). Com a chegada do
verdo os niveis de azoto inorganico decrescem e a radiacdo solar torna-se mais forte,
registando-se um decréscimo em propor¢do inversa, do conteido de hidratos de carbono e
azoto (amido florideo) ¢ um aumento (respetivo ao inicio da biossintese) de carragenanas,

através da conversao do amido florideo (Fournet et al. 1999).

As carragenanas possuem na base da sua estrutura molecular polimeros de um agtcar
monomeérico de 6 carbonos, a galactose, com alternancia de ligacdes a(1-3) e B(1-4) (Pereira
2004). Possuem carga negativa devido ao elevado teor em ligagdes esteres de sulfato, sendo
moléculas bastante ricas em radicais OSO’; (24 a 26%). Este carater i6nico negativo, pela
elevada presenca de radicais sulfatados, faz divergir as carragenanas do Agar, visto que este
ultimo apresenta um conteudo em sulfatagcdes substancialmente mais baixo. Por sua vez, os
alginatos diferem das carragenanas pela natureza do potencial i6nico, nomeadamente, devido
a presenga de grupos carboxilicos (COO") em vez de grupos sulfatados (Pereira 2002, Pereira

2004).

O grau de sulfatagdes de uma carragenana ¢ o fator que dita a habilidade para esta
gelificar, assim, quanto maior for o indice de sulfatacdo, mais dificil sera formar um gel em
solucao aquosa. Este facto deve-se aumento da eletronegatividade da totalidade da molécula
com o aumento da sulfatagdo, resultando numa repulsao entre moléculas de galactose. Sabe-se
também, que a habilidade para gelificar apenas ¢ possivel devido a formagao de uma espiral

de unidades de galactose. Cada monomero apresenta, no espaco, uma disposi¢ao “em cadeira”
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e a sequéncia de todas estas moléculas adquire uma estrutura em hélice. Se a repulsdo for
excessiva devido a elevada sulfatacdo, ndo ocorre a formacdo de uma ponte de 3,6-anidro em
C4 (caso da familia de carragenanas A) e a estrutura em hélice ndo se forma, adquirindo a
sequéncia molecular de galactose uma conformagao em “zig-zag”, permanecendo as cadeias
dispersas na agua, (aumentando contudo a viscosidade da soluc¢dao). Entre carragenanas
gelificantes, o nivel de sulfatagcdes dita as caracteristicas reoldgicas dos seus géis, sendo as
carragenanas menos sulfatadas, as menos aptas a perder agua por sinérese. As propriedades
dos géis variam também consoante a concentracao de carragenana em solugdo aquosa e com a

temperatura (Pereira 2004).

Como ¢ possivel encontrar varios tipos de carragenanas diferentes, por convengao,
classificam-se consoante a sua habilidade de formar géis em solucdo aquosa (grau de
esterificagdo para carragenanas gelificantes), ou com a habilidade de aumentar a viscosidade
de uma solugdo (para carragenanas viscosificantes ou espessantes). A nomenclatura [UPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) atribui a cada familia de carragenanas
uma letra do abeceddrio grego (o, B, Y, O, etc.), tendo sempre como referéncia uma
carragenana pura (e.g. a carragenana n extraida de Chondrus crispus e Gigartina stellata). E
de salientar também que ndo existem sO carragenanas puras, ¢ frequente encontrar
carragenanas hibridas, partilhando similaridades entre familias, ou at¢ mesmo com Agar,

denominadas carragares (Chopin et al. 1999).

Sao compostos de elevada carga molecular, com um elevado grau de
polidispersividade. As carragenanas comerciais, muito utilizadas pela indistria alimentar,
possuem um elevado peso molecular que varia normalmente entre os 400 e os 600 KDa. O
seu peso minimo foi estipulado por entidades reguladoras (FDA, EUC, etc.) nos 100 KDa
face a relatos de ocorréncia de ulceragdo do cego e colon, por carragenanas altamente
degradadas. Em geral, a distribui¢do da massa molecular de cada carragenana varia de
amostra para amostra dependendo da sua origem, idade do exemplar, época da colheita, modo

de extragdo e duracao do tratamento (Pereira 2004).

Sabe-se que o tipo de carragenana produzidas por uma alga pode variar consoante o
estagio do ciclo de vida. Estdo descritas na literatura, entre precursores e moléculas de
carragenanas finais, mais de 10 tipos de carragenanas diferentes (Chopin et al. 1999).
Contudo, algumas sao caracteristicas de macroalgas do hemisfério Sul e ndo serdo abordadas

neste trabalho. Globalmente, as carragenanas de maior valor comercial sdo a Iota (1), a Kappa
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(x) e a Lambda (1), tendo sido descrita na literatura a ocorréncia em Portugal, de macroalgas
carragenofitas das familias supracitadas. A conversdo dos precursores nas carragenanas
gelificantes ocorre na membrana plasmatica ou na parede celular, pela acao de
sulfohidrolases, enquanto a conversao de carragenanas espessantes/viscosificantes ocorre no
citoplasma por agdo de enzimas “dekinkases”. Os precursores das carragenanas kappa e iota
(gelificantes) sdo respetivamente os tipos mu (i) € nu (v), a carragenana 6 é a precursora da

carragenana A (viscosificante) (Chopin et al. 1999, Pereira 2004).

A carragenana, em estado puro seco, apresenta-se sob a forma de um po, inodoro e
sem sabor. A solugdo e o gel de carragenana apresentam-se, normalmente, translicidos e a sua
incorpora¢do noutras solugdes ndo modifica nem o gosto nem a coloragdo original destas. Em
solucdo, os polimeros de carragenana comportam-se como coloides hidrofilos anidnicos
(Pereira 2002, Pereira 2004). O recurso a ferramentas de caracterizagio como a
espectroscopia por FTIR (Fourier transform infrared sprectroscopy) fornece preciosos
detalhes na caracterizagdo dos grupos orginicos destes polissacarideos, possibilitando
diversos avancos na area dos ficocoldides. Constituem uma técnica rapida, barata e simples
que apenas requer pequenas por¢des de amostras secas € moidas, que inclusivamente podem
ser provenientes de exemplares de herbarium. Esta tecnologia permite comparar
polissacarideos padrdo, ja conhecidos, como novos ficocoldides extraidos, de modo a prever

de forma aproximada a sua estrutura (Chopin et al. 1999, Pereira et al. 2003).

1.3.4 As algas no progresso médico, farmacéutico e cosmético

Na industria cosmética os alginatos e as carragenanas sdo largamente utilizados em
cremes, locdes corporais, pomadas para a pele, pois asseguram uma hidratagdao prolongada,
potenciam a cicatrizacao de feridas e retardam o seu envelhecimento (Kim 2011, Pereira et al.
2013). Na talassoterapia, pastas feitas de algas moidas frias sdo aplicadas no corpo de uma
pessoa e aquecidas por radiacdo infravermelha, relaxando e nutrindo a pele e em conjunto
com a utilizagdo de agua do mar aliviam os sintomas do reumatismo e da osteoporose
(McHugh 2003). No ambito da investigacao cientifica o agar e os géis de agarose sdo usados
ndo s6 em métodos de separacdo e purificagdo laboratorial (em eletroforeses, cromatografias,
etc.) mas também como em meios de cultura sélidos para o crescimento de microrganismos

(Lahann 2006).
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No panorama terapéutico de doengas cronicas a tendéncia atual aponta para a
substituicdo de moléculas sintéticas, que trazem consequéncias secundarias para a saude, por
biomoléculas com principios ativos semelhantes mas menos toxicas. Estudos recentes em
macroalgas destacam as propriedades das suas biomoléculas como potenciais substituintes das
moléculas sintéticas (Mohamed et al. 2012), gracas a enorme variedade de componentes
bioativos ja descritos, com estruturas diferentes das conhecidas e propriedades funcionais
interessantes (Wijesinghe & Jeon 2012), capazes de adjuvar na cura e prevencao de doengas
metabolicas cronicas e degenerativas. Um extenso trabalho de caracterizagao de bioatividade
tem sido feito como método de pesquisa para novos medicamentos ¢ descobertas. Resultados
destas pesquisas apontam para potenciais usos de compostos macroalgais em terapias de
diversos tipos de cancro, alergias, diabetes, stresse oxidativo, inflamagdes, tromboses,

obesidade, hipertensao (Mohamed et al. 2012).

A nivel de potencial antioxidante, as algas marinhas destacam-se das plantas
superiores pela efetividade das suas respostas. Os flavonoides, biofenodis terrestres mais
abundantes, possuem trés a quatro anéis interligados (como ¢ o caso das catequinas). Em
comparagdo, os florotaninos algais para além de possuirem até oito anéis interligados
(tornando-os 10 a 100 vezes mais potentes e estaveis do que os fenois terrestres) possibilitam
uma melhor e maior sequestragdo de radicais livres, possuindo também um periodo de meia
vida que pode chegar até 12 horas no nosso organismo, comparados com os 30 a 180 minutos
dos biofenois terrestres (Kang et al. 2003). Outro sinal do grande potencial dos antioxidantes
algais ¢ observado através da reducdo da oxidacao lipidica in vivo, mesmo em situagdes de
doenca e de envelhecimento. Os niveis de malodialdeido, marcador enddgeno da peroxidacdo
lipidica, foram significativamente reduzidos no figado, coragdo e cérebro de mamiferos de
idade avangada por porfiranas e galactanas sulfatadas de Porphyra sp. (Matanjun et al. 2008).
O consumo de algas estd associado a um aumento estimulatorio endégeno da dismutase do

superoxido, glutationa peroxidase e por vezes de catalases (Yuan & Walsh 2006).

No combate a doengas infeciosas causadas por microrganismos os polissacarideos e
extratos das algas vermelhas e castanhas desempenham fortes respostas antimicrobianas e
antivirais. S3o inibidoras eficientes de diversos fungos e bactérias Gram positivas, inibindo
também o crescimento de algumas bactérias Gram negativas (Ballantine et al. 1987). Os
compostos antibacterianos com maior eficiéncia sdo os acidos gordos, compostos lipofilicos,
metabolitos secundarios acetogénicos, terpenos, alcaloides e polifenois (Cowan 1999, Potin et

al. 2002, Salvador et al. 2007, Smyrniotopoulos et al. 2010, El Gamal 2010).
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A capacidade antiviral de alguns tipos de carragenanas provou ser potente na inibi¢ao
de diversos virus que infetam a espécie humana. Algumas investigagdes sugerem-nas como
drogas bastante eficazes na inibicdo do citomegalovirus — HCMV, o virus da
imunodeficiéncia adquirida, tipo 1 — HIV 1, o virus da dengue, o virus do papiloma humano
(Alarcon et al. 1987 ,Baba et al. 1988, Buck et al. 2006), as estirpes 1 e 2 do Herpes simplex e

o virus sincicial respiratorio (Feldman et al. 1999, Mohamed et al. 2012).

Providenciam ainda respostas contra mecanismos antiproliferativos e tumorais, com
efeito supressivo quer de neoplasias benignas ou cancros (Eskin et al. 1995, Yang et al. 2010)
sendo os polissacarideos hidrossoluveis os principais compostos algais anticancro (Yamasaki-
Miyamoto et al. 2009). Ao nivel da tiroide, a suplementacdo de macroalgas aumenta a
segregacdo da TSH (thyroid stimulating hormone) em mulheres pos-menopausa saudaveis,
pois sdo uma fonte rica em iodina (Dunn & Delange 2001). As macroalgas possuem ainda
propriedades fitoestrogénicas capazes de aumentar o ciclo menstrual, estimulando a ovulagao
e diminuindo a razdo estrogénio/progesterona em mulheres na fase pré-menopausa (Skibola et
al. 2005), sendo ainda capazes de alterar favoravelmente o metabolismo do estrogénio e do

fitoestrogénio (Teas et al. 2009).

Devido ao seu elevado contetido em fibras dietéticas soluveis sdo 6timas no combate
a, capazes de retardar a digestdo e a absor¢ao de calorias. Ajudam também a moderar o apetite
atrasando a absor¢@o a nivel do intestino delgado. Os seus acidos gordos ®-3 diminuem os
triglicerideos e tém efeitos regulatorios homeostaticos (Paxman et al. 2008). No controlo dos
diabetes tipo 2, associado a resisténcia a insulina e envelhecimento (10% da populagdo
mundial), um estudo pela Korean National Health and Nutrition, mostrou que o consumo de
algas fez decrescer a incidéncia em individuos do sexo masculino. O consumo de Undaria
pinnatifida reduz o colesterol, a pressdao sistolica e diastdlica em pacientes hipertensos
(Mohamed et al. 2012). Sao também fortes neuroprotetores contra a doenga de Alzheimer
(Alarcon et al. 2005, Jhamandas et al. 2005, Yoon et al. 2008, Natarajan et al. 2009,
Mohamed et al. 2012)..

1.3.5 O seu valor ecolégico e como servi¢o de ecossistemas

As comunidades de macroalgas marinhas caracteristicas da costa rochosa de paises
temperados sdo as principais modeladoras destes ecossistemas (Lobban & Harrison 1997,

Tuya et al. 2014). Embora as primeiras referéncias ao conceito de fungdes e servigos de
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ecossistemas datem de meados dos anos 1960 (De Groot et al. 2002), nas tltimas décadas
tem-se presenciado um aumento de preocupagdo em torno da economia ecologica e da
valorizacao destes servigos € mais-valias face ao seu desgaste € as consequentes repercussoes

em diversos setores econémicos (Kim 2011).

A avaliacdo economica destes ecossistemas, onde os servigos e bens sdo classificados
em funcao do valor direto da sua utilizacdo (e.g. compostos bioativos, comida fresca), do
valor indireto (e.g. sequestracdo de carbono, retencao de nutrientes) ¢ do valor da sua
utilizagdo relativa (e.g. emprego, investigacdo aplicada, patriménio cultural e historico
associado), dependendo esta do valor que a sociedade atribui a preservagdo das comunidades
macroalgais como heranca cultural, reservatorio de biodiversidade, banco genético, etc.. Deste
modo todos os servigos de ecossistemas apresentam um valor definido econdémica e
socialmente, passivel de sofrer alteragdes segundo novas descobertas, aparecimento de
industrias emergentes ¢ do melhor reconhecimento do seu papel socio-ecoldgico (De Groot et
al. 2002, Unep 2007, Troell et al. 2009, Vasquez et al. 2013). Estes servicos sdo muitas vezes
desvalorizados pelo Homem, ndo associando o bom estado de preservagdo de ecossistemas
marinhos a saude financeira de diversos setores como pescas, industria farmacéutica e
cosmética, turismo, entre outros; levando a uma depreciagdo da importancia do meio
ambiente e a sua respetiva deterioragdo, traduzindo-se na perda de biodiversidade em fun¢ao
da sua exploracdo excessiva (De Groot et al. 2002). Este facto para o futuro poderd trazer

consequeéncias gravissimas.

As areas costeiras sdo hoje os principais centros populacionais e de industrializagao,
sendo portanto as que mais sofrem com a atividade Humana. O crescimento acelerado da
populagdo e da consequente atividade humana através de praticas como agricultura intensiva,
descarga de efluentes industriais, escoamento de esgotos urbanos, queima de combustiveis
fosseis e criacdo intensiva de alimento em sistemas de maricultura resultado num aumento
massivo do in put de poluentes no meio marinho, resultando, na maioria das vezes, em

processos de destruigdo ambiental a escalas inimaginaveis (Anon 1937).

A necessidade de solucionar a maior parte destes problemas, concentrou atengdes na
utilizagdo de macroalgas como agente biorremediador (Anon 1937, He et al. 2008). Este
precioso servico de ecossistema deve-se a sua elevada capacidade de adsorcao de metais
pesados e nutrientes. As algas constituem eficientes biofiltros, capazes de extrair de aguas

eutrofizadas a maior parte dos nutrientes em excesso como o azoto e fosforo e de metais
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pesados derivados de descargas industriais da atividade fabril de industrias costeiras, como
Zinco, Cadmio, Cobre e Ferro (Chopin et al. 2001, Kim 2011), que se acumulam sem ser

possivel a sua decomposicao (Anon 1937, Matsunaga et al. 1999).

Sao igualmente eficientes no tratamento de efluentes da aquacultura intensiva de
peixe, sendo que a amonia, principal constituinte destes efluentes, ¢ uma fonte nutritiva de
exceléncia para o crescimento de macroalgas (Chopin et al. 2001, Buschmann et al. 2008,

Kang et al. 2008).

1.4 Aquacultura integrada multitrofica (IMTA)

O aparecimento de sistemas de Aquacultura multi-trofica integrada permitiu resolver
problemas de biomitigacao, visto que quando cultivadas na proximidade de monoculturas de
peixes, as macroalgas convertem em biomassa, quase na totalidade, os niveis de amonia,
fosfatos e CO, excretados pelos peixes, devolvendo ao (eco)sistema dgua limpa (Abreu et al.

2011).

O mais recente relatorio da Organizagdo para a Alimentacdo e Agricultura das Nagdes
Unidas (FAO 2014) alerta para a necessidade de alimentar em 2050 os 9,6 bilides de pessoas
existentes no planeta, através de sistemas sustentaveis e eficientes de produgdo alimentar,
capazes de garantir uma alimentacdo segura e equilibrada. Uma forma de atingir tais
objetivos, acrescentam, assenta na utilizagao de sistemas de aquacultura eficientes como mais-
valia na producdo de alimento. Com um crescimento médio de 6.9% ao ano a producdo de
peixe em regime de aquacultura igualou em 2006 o valor anual de pescas desse mesmo ano e
representa o sector de producao alimentar que mais cresce no mundo (Moffitt & Cajas-Cano
2014). Contudo, devido ao levantamento de preocupagdes por parte do consumidor na
qualidade do peixe e do aumento da polui¢cdo ambiental provocada por esta atividade, tem-se

verificado um abrandamento na taxa de crescimento neste setor (Abreu et al. 2011).

No relatorio de 2014, a FAO atenta para a necessidade de um “crescimento azul”
como abordagem coerente para a gestdo ambientalmente compativel, socioeconomicamente
sensivel e integrada de recursos aquaticos (Moffitt & Cajas-Cano 2014). Nesse mesmo
sentido, o conceito de Aquacultura Multitrofica Integrada, que conta com quase 30 anos de
existéncia e desenvolvimento (Ryther et al. 1975) e que teve um aumento substancial nos

ultimos 15 anos (Chopin et al. 2008), surge como opc¢ao crucial para solucionar alguns dos
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problemas ecologicos causados por praticas de aquacultura intensiva. Os sistemas de IMTA
sdo ferramentas da engenharia ecoldgica que permitem mitigar os problemas ambientais
causados pela sobrecarga de nutrientes, provenientes da alimentacdo da aquacultura intensiva
de organismos marinhos e da elevada carga de agentes antibidticos libertados para as aguas;
capazes de promover uma maior sustentabilidade e integracdo (Chopin et al. 2001, Abreu et
al. 2009). Neste contexto foi proposta por Buschmann e colaboradores em 2008, a insercao de
macroalgas para crescimento em regimes de aquacultura (IMTA). A conversio de
monoculturas em policulturas de diferentes niveis troficos tem-se mostrado vantajosa,
permitindo ndo sé que os efluentes voltem a circular para o sistema limpos ou que sejam

descarregados para o meio ambiente sem o colocar em risco (Chopin et al. 2001).

Estes avangos cientificos, ndo s6 permitem resolver os problemas no ambito da
biorremediacao e biomitigacdo como sdo passiveis de acrescentar um valor econdmico a estes
sistemas, visto que a obtencdo de biomassa algal de alta produtividade podera e devera ser
canalizada como matéria-prima para outras industrias. As industrias no ambito da producdo
utilizacdo de ficocoldides, ragcdes para animais, produtos cosméticos e farmacéuticos em
muito beneficiam da adogao de praticas deste calibre, podendo adquirir matéria-prima a um
preco mais competitivo (Chopin et al. 2001, Abreu et al. 2009), resultando num efeito

sinergético win/win para economias locais e nacionais.

r

Para atingir estas metas ¢ importante reconhecer o cardcter economico do sistema,
tendo por base na escolha de potenciais macroalgas para cultivo, espécies com valor
econdmico no mercado. A aposta em macroalgas com valor comercial quer devido a sua
utilizagdo para a alimentacdo humana/possibilidade de incorporagdo na alimentagdo de
organismos dos outros niveis tréficos do sistema; quer como matéria-prima para industrias de
ficocolodides, farmacéutica ou cosmética; a par da sua eficiéncia como biofiltros, € crucial para
o funcionamento econdmico e tecnologico do sistema (Chopin et al. 2001, Abreu et al. 2009).
O cultivo de algas em regime de IMTA possui maiores indices de produtividade, com menos
niveis de variabilidade do que o crescimento selvagem, devido a uma maior disponibilidade e
melhor circulacdo de nutrientes no sistema (Chopin 2006, Abreu et al. 2009, Abreu et al.
2011). O uso de vérias espécies bioassimiladoras, em conjunto, provou-se aumentar a
eficiéncia do processo, diminuindo também a area requerida para o seu cultivo (Chopin et al.
2001, Abreu et al. 2009, Troell et al. 2009). A instalacao de sistemas de IMTA em mar aberto
¢ uma opgao viavel contudo enfrenta varias limitagdes na atualidade. A escolha de um local

abrigado com pouca ondulagdo, os elevados custos de manuten¢do do sistema e os problemas
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logisticos causados pela localizagdo das infraestruturas sdo os maiores entraves destes

modelos (Troell et al. 2009).

Figura 1 - Panoramica das infraestruturas da empresa ALGAplus, a direita observam-se os tanques de cultivo
algais, ao fundo os tanques de cultivo de dourada (Sparus aurata) e a esquerda as infraestruturas laboratoriais

da empresa. (ALGAplus)

A instalacdo destes sistemas em terra abre portas, ndo s, a algumas possibilidades no
tratamento e aproveitamento dos efluentes mas também a exploragdo de espécies ndo
passiveis de cultivar em sistema long-line. Sistemas piloto de exploragdo de IMTA como o da
empresa ALGAplus, localizado na cidade de flhavo, distrito de Aveiro, Portugal sio de
extrema importancia para o desenvolvimento futuro deste conceito. A ALGAplus, pioneira na
implementa¢do comercial de um sistema de cultivo de macroalgas sob o conceito IMTA em
terra firme, vocaciona a sua investigagdo para a produgdo de macroalgas adaptada a
necessidade dos sectores alimentares e cosmética, trabalhando tanto no desenvolvimento do
cultivo de espécies de interesse como na melhoria da composi¢do quimica de espécies com
sistemas de cultivo implementados. Estas empresas sdo exemplos que representam uma mais-
valia no panorama global da aquacultura pois constituem polos de informagao e investigagao

de referéncia, valiosos para o futuro do planeta no caminho para a sustentabilidade global.

1.5 Dilsea carnosa

Dilsea carnosa ¢ uma alga do filo Rhodophyta, da ordem Gigartinales, possui frondes
grandes e carnudas, sendo considerada uma das maiores algas vermelhas. E facilmente
identificavel pelas suas laminas que podem medir entre 15 a 30 cm de comprimento e 5 a 20
cm de largura em forma de colher, eretas, sem nervura central, nem veios. Apresenta uma
coloragdo vermelha escura, cor rubra de sangue e a sua fronde descreve uma lagrima, perfeita
e invertida, fixando-se ao substrato através de um disco de forma ovoide, com
aproximadamente 30 a 40 mm de comprimento ¢ 20 a 30 mm de largura; de onde emergem

varios exemplares através de pequenoas estipes cilindricas. O seu talo ¢ cartilagineo, bastante
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rigido, achatado e espesso (ou macicgo) (do Latim carnosum; carnoso, espesso), ¢ considerada
a alga mais espessa das espécies folhosas do Atlantico Norte. Ao toque, a sua textura
aproxima-se com a de couro, assim como um odor semelhante fora de agua. Nos seus estadios
juvenis apresenta uma forma ligulada bastante definida, em idades mais avangadas pode
apresentar rasgos verticais ou sec¢des de corte circulares no seu talo, quase nunca divergindo
da sua forma original; a coloragdo amarelada na extremidade apical do seu talo ¢ também
caracteristica de estadios de desenvolvimento tardios. Pertencente a Classe Florideophyceae
(consideradas das mais evoluidas), exibe um ciclo de vida congruentemente complexo
(Pereira & Correia 2015). Vulgarmente pode ser confundida com Schizymenia dubyi,
Kallymenia reniformis, Grateloupia turuturu ¢ Palmaria palmata; sendo todas estas espécies

substancialmente mais finas, pequenas e escorregadias ao toque que a propria D. carnosa

(Guiry & Guiry 2015)
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Figura 2 — Fotografias e exemplar de algério de D. carnosa (Pereira 2010, Crouan & Crouan n.d., Guiry n. d.)

1.5.1 Taxonomia

Foi primeiramente descrita em 1794 pelo botanico alemdo Schmidel, tendo lhe
atribuido o nome de Fucus carnosus. A sua primeira descricdo detalhada foi publicada por
Withering, em 1796, ainda com o nome de Fucus edulis, provavelmente a partir de amostras
fornecidas por Stackhouse, que também publicou uma descrigdo do taxon sob o mesmo nome
no ano seguinte. O seu nome genérico foi alterado em 1809 por Stackhouse, para Dilsea
edulis (Stackhouse). Durante o seu longo processo de classificacdo, varios outros nomes
foram propostos até que, em 1898 outro botanico Alemao, Otto Kuntze, a estabeleceu no

género Dilsea, com o nome que perdura até hoje, Dilsea carnosa (Lindstrom 1985).

A classificacdo atual de algas da familia das Dumontiaceae (17 géneros descritos na
literatura (Saunders 2005)) ¢ maioritariamente feita recorrendo a observagao morfoldgica de
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similaridades entre espécies (Saundersl & Lindstrom 2011). Tai et al. (2001) descrevem o
género Dilsea como sendo monofilético e a familia das Dumontiaceae como possuidora de
diversas espécies cripticas. A andlise genética comparativa das diferentes espécies do género
Dilsea realizada por Saunders (2005), através do marcador mitocondrial da subunidade I do
citocromo oxidase (cox), permitiu estabelecer uma filogenia muito proxima entre as espécies
Dilsea integra (Canadd) e D. carnosa (Europa). Diferencas na sequéncia genética de cox -5’
entre as duas espécies de apenas 7 nucleotidos permitiram a Saunders concluir que nao se
trataria de uma espécie criptica mas sim duas espécies muito proximas filogeneticamente.
Hebert ¢ colaboradores (2003) classificaram esta técnica como a base para um sistema de
bioidentificagdo global de seres vivos, devido a sua versatilidade, podendo observar-se
valores intraespecificos a variar entre 0 e 3 nucledtidos e de 0 a 30 pares de bases em valores

interespecificos.

1.5.1.1 Posicio Taxonémica

Dominio: Eucariota

Reino: Plantae

Filo: Rhodophyta

Subfilo: Eurhodophytina

Classe: Florideophyceae
Subclasse: Rhodymeniophycidea
Ordem: Gigartinales

Familia: Dumontiaceae

Género: Dilsea

Figura 3 — Ilustragdes de D. carnosa,

(Harvey n. d.)
Espécie: Dilsea carnosa (Schmidel) Kuntze

1.5.2 Ecologia

E uma alga do Atlantico Norte, escarsa na Europa Central ¢ do Norte. Mais
especificamente em Portugal, Espanha, Franca, Dinamarca, Noruega, Suécia, Ilhas Britanicas,
Islandia e ilhas do arquipélago artico Noruegués de Svalbard (Guiry & Guiry 2015) onde
possui o seu Limite Norte de ocorréncia. A sua observagao mais a Sul € descrita em Portugal
(Aragjo et al. 2009), mais especificamente por Gaspar et al. (2012), no distrito do Porto, na
praia da Aguda. Ocorre naturalmente em aguas frias, com temperaturas minimas de 12 °C e
maximas de 15 °C, no horizonte médiolitoral inferior ou médiolitoral superior, até 25m de

profundidade. E normalmente encontrada em cantos ou abrigos entre as rochas, necessitando
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a sua observacao de uma paciente e cuidadosa busca, restrita a determinados lugares do
substrato rochoso. Preferencialmente ocorre em pocas de maré profundas e escuras, em zonas

sombrias e resguardadas ou em florestas de kelp; aparecendo quase sempre em comunidades

pontuais (Barry & Dillon 1945).

1.5.3 Interesse Econdmico

A edibilidade de algumas macroalgas marinhas ¢ um aspeto chave para a valorizagao
destas como produtos alimentares, pois constituem um alimento muito versatil, exético para a
maioria da populagdo ocidental, trazendo um pouco de requinte aos pratos de quem as decide
provar. D. carnosa ¢ descrita como tendo um sabor apurado e distinto (Pereira 2012) e apesar
de estar presente na alta cozinha, utilizada por cheffs como José Avillez
(http://revistadesignmagazine.com/mergulho-no-mar/), ndo consta na lista de espécies ediveis

da Europa.

Alem disso, e sem tirar protagonismo a este carater exotico e requintado, as
macroalgas ediveis merecem destaque também por outras razdes. O facto de serem alimentos
funcionais de exceléncia (Yuan & Walsh 2006, MacArtain et al. 2007), ja referido neste
trabalho, confere a este grupo caracteristicas bem benéficas para a saide de quem as consome.
E o caso de D. carnosa, uma espécie, descrita como semelhante a nivel nutricional e de sabor
a espécie Palmaria palmata (Pereira 2012). D. carnosa, com alga vermelha, € rica em PUFAs
como Omega 3 ¢ Omega 6. E possuidora de infimeros carotenoides como luteina, licopeno e
Zeaxantina, muito eficazes na prote¢do contra fendmenos mutagénicos e de hipertensao.
Possui altos teores de pigmentos que, ao serem ingeridos, desempenham papeis antioxidantes
como as Ficobilinas (ficocianina e ficoeritrina). Possui diversos polifenois, em especial
flavenoides. Possui carragenanas com eficientes propriedades anti-tumorais € com atividade

imunomodulatoria (Pereira 2012).

A exploragdo de compostos de interesse em D. carnosa também representa uma faceta
de grande potencial desta alga na biotecnologia, em comparagdo a Palmaria palmata (Yuan et
al. 2009), a utilizacdo de aminoacidos micospornicos (MAAs) e polifendis e para
incorporagdo em logdes protetoras de raios solares UV parece ser um topico promissor para
industrias cosméticas (Yuan & Walsh 2006, Pereira 2012). Um estudo encabecado por Mille-
Claire, em 1993 foi capaz de desenvolver um corante com fung¢do de marcador

imunofluorescente através da extragdo da r-ficoeritrina de D. carnosa.
24



Virios estudos acerca do caracter anti incrustante de extratos D. carnosa contra
epibiontes revelaram também sucesso (Hellio et al. 2002, Nylund et al. 2005, Nylund & Pavia
2005, Vonthron-Sénécheau et al. 2011), depois da abolicao do aditivo comercial de tintas
navais com TBT (estanho tributil) em embarcagdes até¢ 25 metros (Santillo & Langston 2001).
As alternativas mais promissoras a substituicdo de metais pesados passardo sem duvida pelo
desenvolvimento de camadas anti-incrustantes cuja atividade molecular provem de uma fonte
biologica marinha como as macroalgas, partindo do pressuposto que estas espécies de forma
de vida séssil, estao acostumadas a lidar com organismos epifitos durante todo o seu periodo
de vida (Hellio et al. 2002), sendo que a chave para este processo devera incidir sobre a
formag¢ao do biofilme bacteriano que proporciona o inicio do processo de epifitizagdo

(Wieczorek & Todd 1997).

O elevado contetido em galactanas sulfatadas de D. carnosa, em especial carragenanas
da familia A (Chopin et al. 1999), demonstra uma aplicabilidade vasta em ensaios clinicos.
Atualmente, a investigacdo em carragenanas da familia A esta associada a diversas patologias,
provocadas pelo tipo 1 e 2 do virus da Dengue (Talarico & Damonte 2007), tipo dois do
Herpes simplex (Zacharopoulos & Phillips 1997, Bourne et al. 1999). Provou, em
coadjuvancia com a formalina, proporcionar alivio da inflamag¢ao causadora de problemas de
homeostase na barreira hemato-encefalica (Brooks et al. 2005). Provou possuir atividade

antitumoral, por meio da imuno-modula¢do do sistema imunolégico (Zhou et al. 2004).

A aplicabilidade das carragenanas da familia lambda no se restringe s6 a ensaios
clinicos, estas sdo largamente utilizadas na industria alimentar, no processamento de bens
alimentares, prolongando o seu tempo efetivo de consumo, como € o caso da aplicagdo em
carnes com baixo teor em gordura e leite, ajudando a melhorar a estabilidade e propriedades
reologicas. Capacidade vantajosa uma vez que na natureza destas propriedades ndo existe
qualquer reagdo entre as proteinas de origem animal (De Freitas et al. 1997). As carragenanas
da familia A provaram ser as melhores estabilizadoras de solu¢des com leites, dada & sua
natureza coloidal a qualquer temperatura e estado de ionizagdo, resultando numa interagao
bastante forte com os micélios da caseina do leite, aumentando a estabilidade da solucgao.
Facto que se deve a carga electroestatica da molécula de carragenanas lambda, permitindo ter
um forte papel estabilizador de produtos e emulsdes de leites ricos em gorduras como natas,

gelados e leites achocolatados (Langendorff et al. 2000).
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Estas carragenanas ainda possuem aplicabilidade a nivel fitopatologico, onde o
potencial de aplicacdo de extratos de carragenanas A em plantas superiores foi descrito por
Mercier e colaboradores em 2001 como estimulatdrio da transcri¢do de uma série alargada de
genes de defesa da planta sem afetar o metabolismo primario; podendo desempenhar um
papel importante na indugdo de defesas em culturas de larga escala, a fim de prevenir danos

em de laraga escala.

O recurso 4 utilizagdao de tecnologias como FTIR permite concluir que a quimica dos
seus ficocoldides ¢ bastante mais complexa do que aparentava ser, necessitando de mais
investigacdo no futuro. A procura de novos tipos de carragenanas, com novas propriedades e
funcionalidades fisicas tem despertado interesse na industria dos ficocoldides. Com o objetivo
de diversificar a busca e desenvolver novos produtos, esta procura faz-se em algas cuja
caracterizacdo do perfil dos seus coloides ndo tenha sido realizada (McHugh 2003). Embora
j& se encontre referenciada na literatura, a caracterizagdo da sua carragenana tem levantado
deixado incertezas. Um trabalho revisdo de Chopin e colaboradores (1999) referencia os
coloides provenientes de algas da familia Dumontiaceae como polimeros complexos de
caracterizar, apresentando caracteristicas distantes do “tipico”, com padrdes de substitui¢ao
heterogéneos, requerendo futuras investigacdes. Neste trabalho a carragenana de D. carnosa ¢
referenciada como um hibrido de carragenana A e p, contendo ainda uma pequena fragdo de
carragenana k, facto que se mostra sedutor face a procura de novos biopolimeros e
subsequentes novas funcionalidades, merecendo este facto destaque neste exercicio de

investigacao.

1.6 Contextualizacdo do trabalho e objetivos

A realizagdo do presente trabalho atenta abranger as potencialidades da macroalga D.
carnosa em diversas areas de atividade biotecnoldgica, assim, através de estudos de interesse
o seu potencial foi testado em ambitos de producdo em aquacultura Integrada multi-trofica, de

extracdo de compostos de interesse € na aplicagdo de extratos num screening por bioatividade.

Deste modo, o seu potencial de cultivo em IMTA foi testado, ndo s6 objetivando a
integrabilidade de D. carnosa num sistema de produ¢do de bens alimentares mas também de

matéria-prima para industrias do setor farmacéutico, alimentar e de hidrocoloides.

26



A quantificagdo sob a forma de rendimento tornou possivel concluir acerca do seu

potencial de producao de biocompostos para aplicagdes nas industrias supracitadas.

O estudo da aplicagdo dos extratos obtidos tencionou inferir acerca dos seus niveis de
biodiversidade em varias areas. Para tal, foram realizados os ensaio de quantificacdo de
potencial antioxidante DPPH, QTP ¢ ORAC e de quantificacdo de atividade antimicrobiana,

em 3 microrganismos distintos.
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2 Materiais e métodos
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2.1 Recolha e tratamento de exemplares - ALGAplus

Os exemplares de Dilsea carnosa foram recolhidos em duas praias a Norte de
Portugal. O primeiro local de recolha situa-se no distrito do Porto, na praia de Mindelo. O
segundo localiza-se na praia de Carreco, distrito de Viana do Castelo, a aproximadamente 60
km Norte do primeiro. As duas recolhas foram realizadas com uma semana de intervalo,
sendo que a primeira decorreu no dia 9 do més de Julho de 2014 (09/07/2014) e a segunda no
dia 16 do mesmo més (16/07/2014).

O acesso & plataforma infralitoral superior foi feito na baixa-mar, pelo substrato
rochoso até a linha de mar¢. Nesse local, localizaram-se os potenciais sitios para a observacao
e recolha de exemplares. A escolha de locais abrigados onde fosse possivel encontrar
pequenas enseadas e vales subaquaticos com cerca de 2m de profundidade, juntamente com a
ocorréncia de algas como Saccorhiza polyschides e Laminaria hyperborea que conferissem
alguma sombra em profundidade, foram determinantes para o sucesso da busca de D. carnosa
(Barry & Dillon 1945, Guiry & Guiry 2015). Apds entrada na agua, com o devido
equipamento (material de snorkeling, uma faca propria para a recolha de material e uma rede
para recolha das amostras) as comunidades de D. carnosa foram localizadas; apresentando
pequenas dimensdes € nao possuindo mais do que 20 individuos por comunidade; ocorrendo
quer em substrato arenoso quer em rocha, em cantos recatados. Os exemplares foram
recolhidos com o auxilio da faca tentando, quando possivel. destacar apenas o talo. Alguns
discos de fixacdo foram também coletados para futuros ensaios. J4 em terra seca, procedeu-se
a lavagem para remocao de material epifito e detritos, com dgua do mar. O material, himido,
foi divido por sacos de plésticos etiquetados com a data e local da recolha e o respetivo nome
especifico. O material foi posteriormente colocado numa arca frigorifica que mantivesse a
temperatura baixa a fim de ser transportado para laboratério. Nao houve necessidade de

recolher 4gua do mar.

2.2 Tratamento das amostras - ALGAplus

Ao chegar ao laboratorio, as amostras sofreram uma segunda lavagem em agua do
mar, mais minuciosa, com auxilio de uma zaragatoa e pincéis para remover os contaminantes
que pudessem persistir. Depois de secas num centrifugador manual, foi realizada uma

pesagem para quantificar o total de biomassa recolhido por local. Esta biomassa foi depois
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alvo de um processo de triagem com diferentes fins, tendo o material em mau estado sanitario
sido descartado. Os talos de maiores dimensdes, apos separados por origem, foram selados em
sacos de plastico rigidos e congelados a uma temperatura de -16 °Celsius, constituindo as
amostras selvagens Mindelo (Mind) ¢ Carreco (Carr) para futuras extragdes e ensaios. Os
talos de dimensdes médias provenientes das duas praias foram juntos numa s6 amostra, com
destino a ensaios de aquacultura tendo sido colocados a aclimatar em tanques de manutencao
exteriores (alguns exemplares de melhor aspeto foram selecionados para a elaboracdo de
exemplares de herbario). Os talos mais pequenos, com destino a ensaios de cultivo
laboratoriais, sofreram ainda uma terceira lavagem. Neste processo, com recurso a uma
camara de fluxo, as amostras foram cuidadosamente limpas com uma zaragatoa, seguidas de
repetidas imersdes em agua do mar e autoclavada (ASW), intermediadas por uma breve
imersdo em agua destilada (dH,O) (libertagdo de organismos epifitos), tendo sido colocadas a
aclimatar em cultura, numa camara a 14.5 °C +2 °C, num matraz de manuten¢do com meio de

cultura.

i
Figura 4 — Fotografias tiradas durante o processo de triagem: a esquerda, divisdo do material por tamanho; ao

centro, exemplares de tamanho grande para congelar; a direita, lavagem do material para cultivo laboratorial,

numa camara de fluxo. (Autor)

2.3 Elaboracao de exemplares de algario

Para a elaboragdo de preparacdes definitivas de exemplares de algério, alguns critérios
foram tidos em conta. Foi escolhido o material que se apresentava em melhor estado sanitario,
nao contendo organismo epifitos; dada a impossibilidade de identificar diferentes estagios do
ciclo de vida dos exemplares, a integridade fisica dos talos caracteristicos de D. carnosa foi o

critério determinante para a escolha dos espécimes a utilizar.

A montagem, utilizando a metodologia descrita por Pereira & Correia (2015), foi feita
numa tina retangular de pladstico com a altura de aproximadamente 8§ cm, com dgua do mar

perfazendo uma altura de aproximadamente 4,5 cm. O papel, de gramagem elevada e
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previamente identificado a lapis com dados referentes ao nome especifico, data e local da
colheita e nome do coletor foi submerso na tina, lentamente, com auxilio de uma placa de
acrilico, com uma inclinacdo suave. De seguida, o espécime de D. carnosa foi mergulhado
lentamente, disposto no centro do papel e centrado com o auxilio de uma pinga e de uma
agulha de dissecacdo. Para retirar o exemplar de algario da tina fez-se deslizar o mesmo pela
placa de acrilico, com movimentos ténues. Para que este estivesse pronto a prensar foi posto a
secar durante aproximadamente 5 minutos numa superficie lisa € com uma pequena
inclinacgao. Para finalizar o processo as preparagdes foram montadas numa prensa, dispondo
sobre cada uma gaze grossa, seguida de 7 a 8 folhas de jornal de modo a absorver a humidade
e colocadas a secar numa estufa para material vegetal existente na empresa. Depois de
parcialmente seca a gaze foi retirada, tendo sido o papel de jornal trocado regularmente, até o
papel de suporte e o exemplar se encontrarem secos, prontos para a sua introdugdo na base de

dados MACOI e para o arquivo da empresa.

2.4 Ensaios de cultivo - ALGAplus

Os ensaios para avaliar o potencial de cultivo de D. carnosa, em condigdes
laboratoriais e em sistema de IMTA sob as condicdes da costa portuguesa, foram realizados
na empresa ALGAplus, em flhavo. Esta empresa pratica o cultivo de macroalgas num sistema
de IMTA aberto, na ria de Aveiro, onde a adgua proveniente da piscicultura de douradas
(Sparus aurata) em tanques de grandes dimensdes, rica em nutrientes, € continuamente
canalizada para diversos tanques de cultivo de macroalgas e posteriormente libertada para a
ria. A producdo de macroalgas estd sujeita a variacdes de temperatura e luminosidade
naturais, sendo possivel controlar aspetos relativos ao arejamento, assim como o fluxo de

entrada e saida de agua dos tanques (renovagao de nutrientes).
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Figura 5 — Esquematizagéo do sistema de IMTA da empresa ALGAplus (adaptados de Matos et al. (2006)).

Para estudos laboratoriais e investigacdo, a empresa possui duas camaras de cultivo
laboratorial, mantidas a temperatura constante, com fotoperiodo diferentes, long-day (16:8) e
short-day (12:12), e 4gua do mar canalisada. A 4dgua do mar para o uso laboratorial ¢
proveniente dos tanques da aquacultura de peixes exterior e devido a elevada presenca de
particulas em suspensdo necessita de diversos tratamentos mecanicos até chegar, pela

canalizagdo, ao laboratdrio.

Figura 6 — Fotografias nos diferentes locais de cultivo daempresa ALGAplus. A esqrda uma das camaras

de cultivo. No centro, tanques exteriores de cultivo macroalgais. A direita, tanques de piscicultura. (Autor)

2.4.1 Manutencao de material em cultivo

As amostras provenientes das recolhas nas praias de Mindelo e Carreco destinadas ao
cultivo laboratorial (exemplares juvenis) permaneceram, provisoriamente, em manutengao
num baldo de 4L na camara de cultivo em short-day, com meio de cultura VSE e dioxido de
germanio, até¢ a data de inicio das atividades laboratoriais. As amostras de tamanho médio,

com destino a ensaios de IMTA foram colocadas num tanque de 100L, com fluxo continuo,
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no exterior, tendo sido mantidas até a data de inicio da atividade experimental. Ambas as
amostras permaneceram pouco tempo em manuten¢do garantindo que, no inicio de cada

atividade experimental se apresentassem em pleno estado para futuros estudos.

Figura 7 — Tanque utilizado para a manuten¢do do material algal de D carnosa. Proveniente da canalizag@o

superior (mais escura), ocorre a entrada de agua filtrada para o tanque. (Autor)

2.4.2 Ensaios Laboratoriais

Os ensaios laboratoriais de D. carnosa tiveram como objetivo averiguar o crescimento
da espécie em cultura (determinando taxas de crescimento relativas e produtividade), a fim de
extrapolar para o modelo de IMTA as melhores caracteristicas para o cultivo da espécie.
Ambos os ensaios foram realizados com um fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de
escuridao (long-day), a uma temperatura constante de 14.5 °C £2 °C, em matrazes de 1L,
utilizando o meio de cultura Von Stosch enriched (VSE) e didoxido de germanio (GeO;) para
prevencdo do aparecimento de diatoméaceas. Como nestes ensaios se pretendeu observar o
crescimento vegetativo do material, asseguraram-se, através do controlo do fotoperiodo
(Fortes & Liining 1980) e da temperatura 6tima de crescimento, as condi¢des necessarias para

este que este ocorresse.

No inicio de cada ensaio, para manter as condi¢des de assepsia, a fim de evitar
possiveis contaminacgdes, a agua do mar canalisada para o laboratorio assim como todo o
material utilizado nos ensaios (matrazes, varetas, tubagens, goblés, etc.) foram autoclavados.
Toda a montagem do sistema foi feita com recurso a uma camara de fluxo e todos estes
procedimentos foram repetidos, rotineiramente, quando necessaria a manutencdo do sistema e
mudangas de meio previstas nas experiéncias. Seguiu-se a montagem do sistema de

arejamento nas prateleiras da camara de cultivo. Este sistema, através de uma bomba, canaliza
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ar por tubagens conectadas as varetas dos matrazes permitindo arejamento e agitacao
constante do conteido do matraz, resultando numa maior uniformizacdo dos nutrientes e

numa exposicao a luz homogénea para todos os exemplares em cultivo.
Na camara de fluxo, procedeu-se a elaboracdo do meio de crescimento nos matrazes:

1000 mL de ASW (Autoclaved salted water)
6 mL de stock de VSE
1 mL de GeO,

ApoOs os matrazes estarem prontos a receber os explantes de D. carnosa, uma
quantificagdo da biomassa, parcialmente seca em papel, para cada ensaio foi feita,
procedendo-se de seguida a uma lavagem das algas numa camara de fluxo. Esta lavagem,
rigorosa, consistiu numa exfoliagdo fisica dos talos de D. carnosa com uma zaragatoa
esterilizada para remover epifitas, seguida de 3 emersdes sucessivas em goblés com, ASW,
dH,O e ASW (respetivamente), sendo colocado por fim no matraz respetivo. Apos selados
com parafilm, os matrazes contendo os espécimes de D. carnosa foram posicionados na
estante da camara de cultivo e conectados as tubagens. A colocagdo prévia de vélvulas na
canalizagdo de cada matraz permitiu regular uniformemente o arejamento, garantindo que este

fosse igual para todos.

No final, todo o material proveniente dos dois ensaios foi lavado com dH,O, junto
numa s6 amostra e criopreservado a -16 °C, constituindo para as extracdes e ensaios de

bioatividade futuros a amostra laboratorial (Lab).

Os resultados obtidos deste ensaio permitiu calcular as seguintes taxas:

In(FW) — In(IW)
node dias

Taxa de crescimento (RGR) = ( * 100) %

. . (FW — IW) » %DW
Produtividade (Yield) = 9

area de ocupagio * tempo
Onde a percentagem de peso seco ¢ dada pela formula:

peso seco do espécime/

% Peso seco (DW) = [ peso huimido do espécime

]*100

A area de ocupagdo corresponde a area da circunferéncia basal do matraz dada pela

expressao:
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Area de ocupacdo = area da circunferéncia basal <

© Area de ocupagio = nr?

Figura 8 — Preparac@o dos ensaios laboratoriais. A esquerda, material autoclavado disposto em cima da mesa,

para iniciar o ensaio. No centro, quantificagdo de biomassa para incluir nos matrazes de cultivo, a direita,

numa camara de fluxo, observam-se os matrazes ja prontos a colocar em cultura. (Autor)

2.4.2.1 Ensaio 1 — analise de densidades de cultivo

Este ensaio teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes densidades de cultivo no
crescimento de D. carnosa em ambiente laboratorial, utilizando dois métodos experimentais
((a) com remogdo da biomassa para manuten¢do da DC e (b) sem remog¢do de biomassa
durante a experiéncia). Deste modo procedeu-se a montagem do sistema descrito em 2.4.2.
Com o auxilio de um fotdmetro, medindo no interior de um matraz com agua do mar, foi
possivel marcar na prateleira da camara de cultura o sitio exato de colocagdo dos matrazes
com D. carnosa, de modo a registassem 100 pE. Valor maximo obtido pela colocacdo dos

matrazes adjacentes a fonte de luz.

O ensaio teve a duracdo total de 4 semanas, sendo a primeira considerada como
periodo de aclimatagdo dos exemplares as condigdes impostas. No primeiro dia de cada
semana procedeu-se a mudanca de meio de crescimento, previamente elaborado nas
condi¢des descritas no inicio do capitulo (2.4.2 — Ensaios laboratoriais), assim com a
manutengdo do sistema, quantificagdo da biomassa semanal e reposicdo da biomassa inicial
(ensaio (a)). Mudancas de meio intermédias, sem quantificacdo da biomassa, foram realizadas
as quintas-feiras. Foram testadas 3 densidades de cultivo, 1 g/L, 3 g/L e 5 g/L, cada uma com
trés réplicas (n=3), semanalmente a biomassa foi reposta ao valor inicial e analisado o seu

crescimento. Cada amostra contou ainda com um matraz extra (3n+1), onde nao houve
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reposi¢do da biomassa (b), sendo que neste a analise de crescimento foi feita apenas ao final

de 3 semanas.

Uma analise uni-fatorial de variancia (ANOVA) foi utilizada para analisar a influéncia
da densidade de cultivo sobre a RGR e a produtividade de D. carnosa. A posteriori foi
verificado se existe homogeneidade das variancias através do teste de Levene e realizadas
comparagdes multiplas utilizando o teste de Tuckey. Todas estas andlises foram efetuadas

com auxilio do software estatistico SPSS versao 20.

2.4.2.2 Ensaio 2 — analise do efeito combinado de densidade de cultivo e intensidade

luminosa

Este ensaio teve como objetivo avaliar em ambiente laboratorial, o efeito combinado

da luz com as melhores densidades de cultivo encontradas em 2.4.2.1 de D. carnosa.

Uma vez mais, procedeu-se 2 montagem do sistema descrito em 2.4.1. e utilizando a
mesma metodologia do ensaio anterior, marcaram-se na prateleira duas zonas de intensidades
luminosas distintas, de modo a posicionar os matrazes contendo D. carnosa. Uma primeira
linha de exposi¢ado, proxima do foco de luz, garantiu uma intensidade elevada (100 uE) e uma
segunda linha, mais distante, localizada por trds da primeira, garantiu uma exposi¢ao
moderada a luz (40 pE). Esta andlise teve em conta trabalhos publicados com outras espécies
de algas vermelhas e a seletividade preferencial esperada para esta espécie, que confina a sua

ocorréncia a lugares sombrios e resguardados (Barry & Dillon 1945, Guiry & Guiry 2015).

Neste ensaio foram usadas as densidades de cultivo de 1g/L, 3g/L com 3 réplicas
(n=3) por cada por valor de intensidade luminosa, desta forma, DC (1,3) x IL (40, 100) x 3
replicas. O ensaio teve a duragdo total de 4 semanas, tendo sido a primeira o periodo de
aclimatacdo as condigdes de cultivo experimental. A manutencdo do sistema, mudanca de
meio e quantificagdo de biomassa com analise de crescimento decorreram nos mesmo dias da
semana que no ensaio prévio, nas mesmas condi¢des descritas no inicio do capitulo (2.4.1 —
Ensaios laboratoriais). Uma analise multifatorial de variancia (ANOVA) foi utilizada para
analisar a influéncia da densidade de cultivo e da intensidade luminosa sobre a RGR e a
produtividade de D. carnosa. A andlise foi efetuada com auxilio do software estatistico SPSS

versao 20.
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2.4.3 Ensaio de cultivo exterior em regime de IMTA

Para o arranque da atividade experimental exterior, o material que se encontrava ha
cerca de 20 dias em manutengdo, no tanque de 15 L, foi alvo de uma nova triagem. Assim, foi
possivel separar o material que se encontrava em bom estado sanitario (destinado para a
experiencia) do restante material (contendo alguns organismos epifitos). O material epifitado
foi posteriormente lavado com dH,O e auxilio de uma escova dentifrica para remover
parcialmente os contaminantes, tendo sido criopreservado de modo a constituir a amostra para

as futuras extracdes e ensaios de potencial bioativo — IMTA pouco epifitado (PE).

Este ensaio experimental consistiu na avaliagdo do crescimento da espécie D. carnosa
no sistema de IMTA da empresa ALGAplus. As condi¢des de temperatura e fotoperiodo sao
as existentes naturalmente na Ria de Aveiro, sujeitas as variacdes estacionais. A agua
fornecida ao sistema ¢ efluente da aquacultura de douradas, disponibilizando ao crescimento
macroalgal diversos nutrientes. Este ensaio teve a duragdo de 4 semana, tendo sido atribuido a
primeira o periodo de aclimatagdo as novas condi¢cdes. Foram testadas as densidades de
cultivo de 1g/L e 3g/L, com 4 réplicas cada (n=4), em tanques de 15 L com fluxo continuo e

arejamento permitindo a circulacdo livre dos talos de D. carnosa pelo tanque.

O fluxo continuo de 4gua para o sistema foi calibrado e uniformizado em todos os
tanques com recurso a um crondometro € um recipiente de volume conhecido, tendo como
objetivo manter estaciondrio o fluxo com o méximo de renovacdo. Esta medida teve o
objetivo de diminuir a temperatura da d4gua no tanque com o aumento da circulagdo, visto se
tratar de uma espécie caracteristica do patamar infralitoral superior, com temperaturas 6timas
de crescimento a rondar os 12 °C a 15 °C (Barry & Dillon 1945, Guiry & Guiry 2015). Desta
forma foi também possivel, caso necessario, calcular a taxa de do meio de cultura nos tanques

de 15L.
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Figura 9 — A esquerda, montagem do sistema de tanques de 15L utilizados na atividade experimental
exterior. No centro, close-up num dos tanques permite observar as condi¢des fisicas ¢ mecanicas oferecidas
aos espécimes de D. carnosa utilizados no ensaio. A direita observa-se a leitura de valores de pH,

temperatura (°C) e salinidade (%o), pela sonda do medidor multiparamétrico, a 5 cm de profundidade. (Autor)
Diariamente foram registados os parametros de temperatura, pH e luminosidade fora e

a 5cm de profundidade. Semanalmente procedeu-se a reposicao da biomassa inicial (quando

necessario) e a limpeza de todo o sistema com hipoclorito de sddio.

As densidades de cultivo foram entdo avaliadas segundo as taxas definidas na secc¢ao
de ensaios de cultivo laboratorial, considerando neste caso a area de cultivo corresponde a
zona exposta a luminosidade (4rea da superficie circular superior do tanque), dada pela

equacao:
Area de ocupagio = area circular da superficie do tanque <
& Area de ocupagio = nr?

No final do ensaio toda a biomassa foi lavada com dH,O, apresentando-se no geral
bastante epifitada, sendo congelada posteriormente constituindo a amostra para ensaios

futuros — IMTA.

Foi verificado se existe homogeneidade das variancias através do teste de Levene e
realizadas comparagdes multiplas utilizando o teste de Tuckey. Todas estas analises foram

efetuadas com auxilio do software estatistico SPSS versao 20.

2.5 Obtenciao de extratos algais

As extragOes realizadas na espécie D.carnosa foram realizadas no laboratério de
macroalgas marinhas da Universidade de Coimbra — Marine and environemental sciences

centre (MARE). Em primeira instancia procedeu-se a moagem, num moinho de café, das
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amostras disponiveis. Deste processo resultaram dois tipos de materiais provenientes da
mesma amostra. O primeiro, um p6 de grao muito fino, acumulado no topo da tampa do
moinho, ideal para a andlise FTIR, tendo sido portanto coletado para o efeito; o segundo, um
p6 homogéneo com particulas um pouco maiores foi guardado para a realizacao dos processos

de extragao.

Figura 10 — A esquerda, processo de quantificacio de biomassa algal seca em amostras de diferentes origens;
no centro, processo de moagem das algas num moinho de café. A direita, quantificagio de um 1g de alga seca

moida para iniciar o processo de extragdo. (Autor)

2.5.1 Extracao Alcalina em NaOH

Esta metodologia foi utilizada com intuito de extrair, com alto rendimento, coloides de
D. carnosa, descrita por Pereira e colaboradores (2003). A biomassa utilizada (1g por
extra¢do) foi primeiramente submetida a uma lavagem numa mistura de metanol-acetona (1:1)
overnight, de modo a eliminar a fracdo soluvel. De seguida, foi decantada a fragdo liquida
apenas conservando a biomassa solida e posta a secar ao ar durante sensivelmente 10 minutos.
Apos a evaporacdo total da mistura metanol-acetona, com auxilio de um esguicho com dH,O,
o material foi hidrato com apenas algumas gotas, de modo a aumentar a sua permeabilidade

para o passo seguinte da extracao.

Num goblé¢ contendo 150 mL de solucao de hidroxido de sédio (NaOH) a uma
concentragdo de 8g/L, a biomassa foi colocada em banho-maria, durante um periodo minimo
de 3 horas. Este passo pretendeu aumentar as cadeias do coloide, permitindo no final uma
melhor precipitacdo (Pereira 2004, Tuvikene et al. 2006). De seguida efetuaram-se duas
filtragdes a quente, por vacuo em coluna de 4dgua, sendo a primeira realizada num filtro de

porcelana com pano-cru e a segunda realizada num filtro de silica em funil, com porosidade
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G2, acoplado a um quitasato. A biomassa, maioritariamente compostas por fibras celuldsicas

foi descartada na primeira filtragdo.

De seguida, ainda a quente, precipitou-se a fase liquida contendo polissacarideos de D.
carnosa, com a adicdo, numa razdo de 1:1, de alcool propilico (2-isopropanol) 4 solugdo, que
permaneceu overnight a sedimentar a temperatura ambiente. Para remocdo dos
polissacarideos de D. carnosa decantou-se o sobrenadante e colocou-se o coloide a desidratar
imerso em Etanol a 96%, também durante a noite, no frigorifico. No dia seguinte, apds a
decantacdo do Etanol, os polissacarideos foram colocados a secar numa estufa a 60°C,
durante 6 horas, de modo a quantificar o seu peso seco. Para avaliar o efeito do tratamento
alcalino foram realizados dois banhos-maria com duragdes diferentes. O mais curto teve a
duracdo das 3 horas definidas por Pereira et al. (2003), o segundo teve a duragdo de 5 horas.
Decorridos os procedimentos supracitados os coloides foram guardados para analise de

conteudo.

Figura 11 — Metodologia utilizada no processo de filtragdo da solugio de polissacarideos. A esquerda, a
primeira filtragio, utilizando um filtro de porcelana e pano-cru, por vicuo em coluna de 4gua. A direita, a

segunda filtragdo, num filtro de silica (G2), também por filtragdo em coluna de dgua. (Autor)

2.5.2 Extracio sequencial

A metodologia utilizada nas extragdes foi adaptada do trabalho de mestrado
desenvolvido por Loic de Carvalho (2013). Todo o processo foi concebido de forma a retirar
numa sé extragdo, através da aplicagdo de diferentes solventes organicos, o maximo de
conteudo para aplicagdes biotecnologicas de D. carnosa, consistindo o processo numa
extracdo inicial com n-hexano, seguido de uma segunda em metanol (MeOH) e uma terceira

extragdo, alcalina com precipitagdo do coloide em alcool isopropilico.
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Para adequar a técnica a macroalga em estudo, a primeira extragao foi realizada com
material aproveitado, proveniente da moagem das 5 amostras diferentes, servindo
exclusivamente para calibrar a metodologia. Desta extragcdo, considerando a presenca de
pigmentagdo como sendo boa indicadora do processo, concluiu-se que seriam necessarias 3
lavagens em n-hexano ¢ 4 em MeOH. Lavagens futuras pelos solventes mostraram-se

desnecessarias devido a transparéncia e da falta de pigmentagdo (Carvalho 2013).

De modo a calcular o indice de produtividade das extracdes das diferentes amostras de
D. carnosa, todas estas foram realizadas em triplicado (3n), utilizando as 5 amostras de
biomassa disponiveis: Mindelo, Carreco, Laboratorial, IMTA e PE. No final dos
processos, apos calculados os indices de produtividade, as extragdes provenientes da mesma
amostra foram juntas. Todos os solventes foram recuperados num evaporador rotativo (Kumar
et al. 2015), tendo sido devidamente identificados, para uso exclusivo em D. carnosa,

procedimento recorrente nesta indistria, como medida de controlo de custos.

Figura 12 — Algumas etapas do processo de extra¢do sequencial: a esquerda, preparacdo do material antes da
primeira extragdo com solventes; a direita, atuacdo do solvente na biomassa algal moida, numa placa de

agitagdo, durante 20 min. (Autor)

2.5.2.1 Extrato em n-hexano

Depois de quantificado 1g total de biomassa moida (quantidade definida devido a
baixa disponibilidade de biomassa), deu-se inicio ao processo de extragdo com o primeiro
solvente, n-hexano, a uma proporcao de 1:20 (m/v), ou seja 1 g de alga moida para 20 mL de
solvente, numa placa de agitagdo com um magneto, durante 20 minutos. Intercalando cada
lavagem foi feita a uma filtracdo por vacuo em coluna de dgua, num filtro de silica em funil,

com porosidade G3, acoplado a um quitasato, permitindo desta forma separar a fracao
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extraida, da restante biomassa algal. Repetido este processo 3 vezes, as fracdes de n-hexano
foram concentradas no evaporador rotativo (vacuo por tromba de dgua e com a temperatura
do banho maria a 37-40°C) num volume final de cerca de 7mL, tendo sido de seguida

identificadas e congeladas.

2.5.2.2 Extrato de Metanol

A biomassa proveniente da extracdo em n-hexano foi deixada num local arejado, a
evaporar, de modo a prosseguir com o processo. Passado poucos minutos foi adicionado, na
mesma propor¢ao o solvente MeOH, tendo os passos na extrag¢do sido idénticos aos descritos

em 2.5.2.1, a excegdo das quatro lavagens para este solvente.

Apds recolhida a totalidade do extrato num Erlenmeyer, procedeu-se a sua
concentragdo e a respetiva recuperagdao do solvente. De seguida, através da adicdo de dH,O,
numa razao aproximada de 1:1, ressuspendeu-se o extrato substituindo o metanol por agua.
Todo este processo aconteceu no evaporador rotativo e e teve como adquirido que o metanol,
sendo mais volatil que a dgua, evapora em primeiro lugar. Assim, utilizando o banho-maria a
uma temperatura de 37-40°C foi possivel retirar o metanol da solucdo e descarta-lo. A adigao
de um pouco mais de agua do que metanol (9mL) permitiu conferir que o processo retirou
todo o solvente. Depois da substitui¢do o extrato final foi congelado para futuros ensaios ¢ a
biomassa restante foi retirada do filtro de silica usado na tultima filtragao, prosseguindo para a

proxima etapa do processo.

2.5.2.3 Precipitacido dos polissacarideos

Nesta etapa, para extrair a carragenana recorreu-se ao banho-maria em solugdo
alcalina descrito em 2.5.1. posteriormente efetuaram-se duas filtracdes a quente, por vacuo em
coluna de 4gua, sendo a primeira realizada num filtro de porcelana com pano-cru e a segunda
realizada num filtro de silica em funil, com porosidade G2, acoplado a um quitasato. A
biomassa, maioritariamente compostas por fibras celulosicas, foi descartada. A precipitagao
foi feita na razdo de 1:1 com isopropanol, tendo permanecido de noite, a temperatura
ambiente a sedimentar. No dia seguinte o coloide foi retirado decantando a fase liquida e

imerso em Etanol a 96%, onde permaneceu, a desidratar, mais uma noite. Para calculos de
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rendimento da extragdo, no dia seguinte, o mesmo foi posto a secar durante 6 horas na estufa
e pesado no final. Todos os polissacarideos foram armazenados no estado seco, para posterior

analise de bioatividade.

2.5.3 Analise do rendimento das extracgoes

O calculo do rendimento dos processos de extragdo permite concluir acerca da
quantidade de compostos obtidos pela atuacdo do solvente. O célculo ¢ feito com base no
peso seco dos extratos através da seguinte formula:

massa do extrato (g)
massa da amostra p/ extragio(g)

Rendimento da extracdo = ( * 100) %

Para o célculo do rendimento do processo de extragdo, tararam-se previamente os
recipientes utilizados, a fim de se registar o peso dos extrato secos. Para a obtencdo de
extratos secos as fragdes metandlicas suspensas em agua, foram liofilizadas; as fragdes em n-
hexano foram evaporadas num evaporador rotativo. De modo a facilitar os calculos e devido a
pouca disponibilidade de material para extracdes, utilizou-se 1 g de biomassa seca por cada

extragao.

Figura 13 — Na imagem da esquerda, os polissacarideos de D. carnosa postos a secar na estufa, com Gel de
Silica para absorver eficazmente a humidade. Na imagem da direita observa-se a evaporacéo total do extratos

de n-hexano, num evaporador rotativo, de modo a serem ressuspensos em DMSO. (Autor)

Uma analise fatorial mista de variancia (ANOVA) foi utilizada para confirmar se
existe influéncia do método de cultivo sobre o rendimento do processo de extragdo pelos
diversos solventes. A posteriori foi verificado se existe homogeneidade das varidncias para a
atuacdo de cada solvente através do teste de Levene e realizadas comparagdes multiplas
utilizando o teste de Tuckey. Todas estas analises foram efetuadas com auxilio do software

estatistico SPSS versao 20.
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2.6 Analise do conteudo em ficocoloides

A analise do contetido de ficocoldides de D. carnosa foi feita com recurso a técnica de
espetroscopia FTIR-ATR (Fourier transform infrared sprectroscopy, atenuated total
reflectance), na Universidade de Aveiro. Para analise foram enviados estratos de carragenanas
moidas das 5 amostras (Carr, Mind, Lab, IMTA e PE), bem como amostras de carragenanas
das duas extracdes alcalinas (3 e 5 horas). Para auxiliar a analise fora, também enviadas duas

amostras de D. carnosa moida, provenientes de Carr e IMTA.

O processamento e tratamento dos espetros brutos enviados para analise foram
efetuados no programa Origin9 (OriginLab), de modo a definir apenas a zona dos espetros
referente a analise dos coloides. Deste modo, em primeira instincia, foi formatado o
comprimento do eixo dos xx para o intervalo de valores [600,2000]. De seguida, o eixo dos yy
foi removido; tendo-se posteriormente evidenciado todos os picos do espetro, ajustando os

valores do maximo e minimo absolutos das curvas para os valores limite madximo ¢ minimo

do eixo dos yy, respetivamente.

2.7 Ensaios de bioatividade

Os ensaios de bioatividade foram realizados na Escola Superior de Turismo e
Tecnologias do Mar do Instituto politécnico de Leira, Peniche. Nestes ensaios foram

utilizadas as fragdes de n-hexano, MeOH e polissacarideos, das 5 amostras de D. carnosa.

No laboratorio, procedeu-se evaporagdo dos solventes dos extratos de n-hexano e
MeOH num evaporador rotativo e quantificou-se a biomassa do extrato, de modo a ser
possivel trabalhar numa concentragdo de extrato conhecida. Posteriormente os extratos foram
ressuspendidos em DMSO (dimetilsulféxido a 99,9%, Sigma, Steinheim, Alemanha) e

criopreservados a -20 °C para futuras utilizagdes (Pinteus 2011).

2.7.1 Anailises de potencial antioxidante

Todas as fragdes de D. carnosa foram testadas pelos métodos DPPH e pelo método
Oxygen radical absorbent capacity (ORAC) por se tratarem de métodos quantitativos ndo
especificos. A realizagdo do método de quantificagao total polifendlica (QTP) cingiu-se as
fragdes de n-hexano e metanol, visto ndo ser especifica para testar polissacarideos.
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2.7.1.1 Avaliacao da capacidade de reducio de DPPH

Este método colorimétrico, rapido e eficiente, permite determinar o potencial de
neutralizacdo de radicais livres de DPPH (2,2-difenill-1-picrilhidrazil) por amostras vegetais.
A capacidade de sequestragdo do radical DPPH das amostras de D. carnosa, foi avaliada
segundo o método descrito por Duan e colaboradores (2006), havendo contudo, a substitui¢ao

do metanol como solvente por etanol.

Para dar inicio ao ensaio foi preparada uma solu¢do de DPPH a 0,1 mM em etanol
absoluto. De seguida, numa placa de micropogos, 10 pL de amostra foram adicionados a
990uL da solugdo de DPPH (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemanha), tendo cada amostra 5

réplicas (5n).

Figura 14 — Esquematizac¢do do ensaio de avaliagdo da capacidade de redu¢cdo do DPPH numa placa de
micropogos. A esquerda, a caracterizagio da placa garante o correto procedimento do ensaio. A direita,
observavel a diferenca colorimétrica do radical DPPH apds incubagio com extratos de D. carnosa. (Autor)

Apds homogeneizado o contetdo dos pogos com o movimentos up & down através de
micropipeta multicanal, a placa foi posta no escuro a encubar durante um periodo de 30 min, a
temperatura ambiente. Findo o tempo de encubacgido, procedeu-se a leitura da absorvancia dos
micropogos a um comprimento de onda de 517 nm, tendo sida a capacidade de redugdo dos

extratos calculada através da equagdo:

% de reduciio = [(Abs amostra — Abs branco)/AbS contro] + 100

Onde:

AbScontrolo: Absorvancia da solu¢do de DPPH + 10 uLL de DMSO
ADS amostra: Absorvancia da solu¢ao de DPPH + 10 pL de amostra

ADS pranco: Absorvancia da amostra (990 pL etanol + 10 uL de amostra)
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Todos os extratos foram analisados a concentracdo maxima de 1 mg/mL. Em extratos
cuja percentagem de reducdo de DPPH foi superior a 50%, efetuaram-se ensaios dependéncia

da concentragdo (0,3 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,03 mg/mL) para determina¢do do valor de EC50.

2.7.1.2 Quantificacao total de polifendis

A quantidade total de polifenois (QTP) foi avaliada através do método de Folin-
Ciocalteu, adaptada a partir dos trabalhos realizados por Yu e colaboradores (2002) e Pinteus
(2011). Foi usado o Acido Galico (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemanha) como padrio para a
curva de calibracdo, sendo a quantidade total de polifendis expressa em miligramas de

equivalentes de acido galico por grama de extrato.

O ensaio foi realizado numa placa de microtubos onde, em cada pogo, foi adicionado
890 pl de agua destilada, 10 pl de amostra e 50 pl de reagente de Folin-Ciocalteu (Fluka
Biochemika, Sigma Aldrich, Suica). Posteriormente adicionou-se 150 pl de carbonato de
sodio, (Na2CO3) a 20% (p/v) (Merck, Darmstadt, Alemanha). A reacdo foi incubada ao
escuro, durante uma hora, a temperatura ambiente, tendo posteriormente sido medida a
absorvancia num espetofotometro a um comprimento de onda de 755 nm. Tendo sido usadas

5 réplicas por amostra (5n).

Figura 15 — Placa de micropogos apds periodo de incubag@o, no método de quantificago total de polifendis,
onde sdo facilmente observaveis as diferentes coloragdes das diversas amostras do ensaio, refletindo a

atuagdo dos extratos algais como agentes antioxidantes sobre o reagente de Follin-Ciocalteu.

2.7.1.3 Capacidade de absorcao de radicais oxigenados (ORAC)

Neste trabalho experimental o método de ORAC foi adaptado a partir do trabalho
realizado por Dévalos e colaboradores (2004). A técnica permitiu quantificar a capacidade de

neutralizacao de radicais AAPH por extratos de D. carnosa, com recurso a fluoresceina como
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marcador florescente e através da elaboragdo de uma curva padrio do antioxidante conhecido,

analogo a Vitamina A, Trolox.

Deste modo comecgou-se por fazer as diluigdes de Trolox para a curva padrao, em
tampao Fosfato (75 mM), para as concentragdes de 80, 40, 20, 10, 5 e 0 uM; seguido das
respetivas dilui¢des das amostras (1, 0.1 ¢ 0.01 mg/mL) também em tampao fosfato (75 mM,
pH 7.4). De seguida, adicionando 20 pL das dilui¢des das amostras nos pogos respetivos a
analise dos extratos ¢ 20 pL de Trolox nos pogos destinados a realizagdo da curva de

calibracgao.

Posteriormente procedeu-se a realizagdo da Fluoresceina a 0.117 puM, através de
dilui¢des sucessivas em tampao fosfato (75 mM) e adicionou-se 120 pL aos pogos da curva e
das amostras. Nos pogos destinados aos brancos da amostra e da curva, o mesmo volume foi

adicionado substituindo a fluoresceina por tampao Fosfato (75 mM).

Realizou-se uma pré-incubagao de 15 min, a 37 °C, num leitor de fluorescéncia com
um comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e com um comprimento de onda de emissdo
de 528 nm, com leituras de 1 em 1 minuto. Durante este ultimo passo, foi realizado o AAPH a
40mM. Quando a pré-incubacdo terminou, com o auxilio de uma pipeta multicanal foi
adicionado 60 puL da solu¢do de AAPH a cada pogo da placa procedendo-se a leitura de

fluorescéncia (excitacdo 485nm, emissdao 528nm) a 37 °C a cada minuto durante 4 horas.

Os resultados sdo expressos em micromole de equivalentes de Trolox por grama de
extrato (ET/g extrato). Todas as amostras foram analisadas em triplicado. A curva
antioxidante (fluorescéncia em funcao do tempo) ¢ normalizada com a curva do branco
correspondente a0 mesmo ensaio, multiplicando os dados pelo fator de fluorescéncia pranco, =0
/fluorescéncia amostra, t=0- A partir da curva normalizada a é4rea abaixo da curva (AUC) ¢
calculada através da seguinte equacao:

i=80

AUC =1+ Z fi/fo0

i=1
Onde fO0 corresponde a leitura de fluorescéncia inicial ao tempo 0 minutos e
fi corresponde a leitura de fluorescéncia ao tempo i minutos. A AUC total corresponde a uma
amostra e ¢ calculada subtraindo-se a AUC correspondente ao branco. Equagdes de regressao

entre a AUC total e a concentracdo antioxidante foram calculadas para todas as amostras

(Davalos et al. 2004, Horta et al. 2014).
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2.7.2 Avaliacdo da capacidade antimicrobiana

A metodologia adotada neste ensaio foi baseada no trabalho desenvolvido por Pinteus
(2011). De modo a avaliar a efetividade dos extratos de D. carnosa, foram utilizados 3
microrganismos modelo, duas bactérias, Gram+ ¢ Gram-, e um fungo, Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC 10231),
respetivamente. Os microrganismos encontravam-se em sfock a -80°C, a partir do qual se
retiraram 100 pL, sendo transferidos para transferidos para 100 mL dos meios liquidos TSY
(Trypticase Soy Agar), LB (Luria-Bertani Broth) e YPD (Yeast Peptone Dextrose),
respetivamente. Posteriormente procedeu-se a uma incubacdo dos microrganismos a 37 °C a

150 rpm (Heidolph Inkubator 1000) durante 24 horas.

&N
S % N

Figura 16 — A preparacdo dos microrganismos utilizados nos ensaios de potencial antimicrobiano. A

esquerda, preparacdo dos indculos nos respetivos meios de cultivo. A direita, realizagdo do in6culo.

Antes da realizacdo dos ensaios com os extratos algais foi necessario proceder a
monitorizagdo da curva de crescimento dos microrganismos tendo sido efetuadas diversas
leituras a diferentes horas do crescimento para determinar o inicio da sua fase exponencial de
crescimento (Horta et al. 2014). Apdés uma incuba¢do de 5 horas, através da leitura da
absorvancia a 600 nm (Balasundaram et al. 1999), a capacidade antimicrobiana dos extratos
foi avaliada na presenga e auséncia de extratos. Foram retirados 5 pL de cada microrganismo
para os pogos de um microplaca, contendo 193 pL do meio respetivo e 2 pL de

extrato/DMSO filtrado (situagdo controlo), perfazendo um total de 200 pL.

Figura 17 — Placas de micropogos utilizadas no ensaio, devidamente identificados com cada extrato utilizado,

respetivo microrganismos e situagdes de controlo.
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A capacidade antimicrobiana foi calculada pela redugdo do crescimento (% do

controlo) através da equagdo:

(Abs amostra — Abs branco)

Reducgdo do crescimento (% Controlo) = Abs controlo * 100

Onde:

ADS controlo: @absorvancia do crescimento microrganismo em meio de cultura
ADbS amostra: absorvancia do crescimento microrganismo na presenca dos extratos

ADS pranco: absorvancia dos extratos no meio de cultura

Todos os extratos foram analisados & concentragdo maxima de 1 mg/mL. Em extratos
cuja percentagem de inibi¢do do crescimento foi superior a 50%, efetuaram-se ensaios
dependéncia da concentra¢do (0,3 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,03 mg/mL) para determinacdo do
valor de IC50. Os resultados foram expressos em percentagem média de controlo + erro

padrdo (SEM) (Pinteus 2011, Horta et al. 2014).
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3 Resultados
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3.1 Exemplares obtidos

O primeiro trabalho de busca, na praia de Mindelo, a 09/06/2014, revelou-se
infrutifero para encontrar comunidades submersas de Dilsea carnosa. Cerca de 2 horas de
busca, em locais descritos por Barry & Dillon (1945) falharam, resultando apenas na coleta
de material que se encontrou destacado, em pogas de maré superiores (habitat ndo preferencial

da espécie), facto que nao foi de todo indicador da sua ocorréncia neste local.

A busca no segundo lugar de colheita, Praia de Carreco, a 16/09/2014, revelou-se
proveitosa. Nos locais semelhantes aos do primeiro exercicio de recolha, varias comunidades
de D. carnosa foram localizadas, apresentando pequenas dimensdes € ndo possuindo mais do
que 20 individuos por comunidade; ocorrendo quer em substrato arenoso quer rochoso, em

locais abrigados (Guiry & Guiry 2015).

Dos dois processos de busca resultaram 611,52g de biomassa proveniente da Praia de
Carreco e 35,67g de biomassa de D. carnosa proveniente da Praia de Mindelo para futuros

ensaios.

3.2 Ensaios de cultivo laboratoriais

3.2.1 Ensaio laboratorial de densidades de cultivo

A primeira atividade experimental realizada em laboratorio obteve resultados de
crescimento positivos. Toda a biomassa apresentou valores crescentes de peso nos controlos
de densidade semanais realizados. No final do ensaio, apresentou sinais favordveis de
viabilidade e bom estado sanitario. Todas as densidades de cultivo utilizadas (1 g/L, 3g/L e
5g/L) apresentaram diferencas de peso quantificaveis, que permitiram concluir acerca da taxa

de Crescimento Relativo Médio e de Produtividade.

A percentagem de peso seco (%DW) foi calculada com base na formula apresentada
em 2.4.2 e obtida através da quantificacdo da biomassa seca de 3 réplicas de D. carnosa
provenientes deste ensaio, secas numa estufa a 45°C durante 3 dias. O contudo relativo em
agua de exemplares de D. carnosa cultivados neste ensaio foi de 75,72% e a média do peso

seco, para este ensaio foi de 24.28%. Ver dados brutos em anexo.
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Para amostras onde a ocorreu reposi¢ao do valor da biomassa inicial, o crescimento
médio semanal, na forma de RGR (%) ¢ apresentado na Fig. 18A. Constata-se que a
densidade que apresenta um crescimento médio maior por semana ¢ a densidade de 1 g/L,
sendo este crescente ao longo do tempo; enquanto que a amostra que possui um crescimento

mais lento foi a amostra com maior biomassa, 5 g/L.
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Figura 18 — (A) Taxa de crescimento médio (RGR) das diferentes densidades de cultivo por semana, com
reposi¢do da densidade de cultivo inicial. (B) Produtividade média semanal das mesmas amostras. Os valores

apresentados correspondem a média + erro padréo (SEM) (n=3)

Relativamente a média da produtividade das amostras de diferentes densidades de
cultivo por semana (Fig. 18B), o comportamento verificado foi diferente. Na primeira
semana, as densidades 3 g/L e 5 g/L apresentaram produtividades médias aproximadamente
semelhantes e elevadas, quando em comparacdo com os valores registados pela amostra de 1
g/L. Ap6s a primeira semana, a produtividade média da amostra de 3 g/L registou
decréscimos, quer em valor absoluto face a semana 1, quer comparativamente a amostra de 5
g/L, que na segunda semana manteve o seu valor. Na tltima semana, os valores observados
foram os mais baixos de todo o ensaio, tendo sido o da densidade de 5 g/L o que registou um
decréscimo mais acentuado. Para esta semana a densidade de cultivo de 3 g/L foi a que

apresentou niveis de produtividade média maiores.

Ao analisar as taxas de crescimento e produtividade médias de toda a experiéncia em
amostras onde se efetuou a reposi¢do semanal a biomassa inicial (Fig. 19A) € possivel
constatar que se obtém uma produtividade maior nas maiores densidades de cultivo e um

crescimento maior na amostra de menor densidade.
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Figura 19 —Valores totais médios da RGR e Produtividade das densidades de cultivo com reposi¢do a DC
inicial (A) e sem reposi¢@o a DC inicial (B). Os valores apresentados para 20.A correspondem a média + erro
padrao (SEM) (n=3)
No que diz respeito ao crescimento médio relativo e produtividade média, de matrazes
onde a reposicdo semanal a densidade de cultivo inicial ndo foi realizada, observa-se

aparentemente, um decréscimo de produtividade com o aumento da taxa de crescimento

relativo entre as amostras (Fig 19B).

O grafico da Fig. 20 pretende mostrar potenciais diferencas de pH (valor médio), por
densidade de cultivo (com e sem reposicao a densidade inicial). As medicdes efetuadas a
saida (cr, sr) e entrada de novo meio (m) aquando a manutencdo do sistema permitem

quantificar variacdes de pH justificativas da ocorréncia de processos bioldgicos como

fotossintese.
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Figura 20 — Valores de pH médios por densidade de cultivo, onde (m) representa a medi¢do de pH realizada
em meio de cultivo novo, e (cr) e (sr) representam os valores de pH do meio de cultivo algal com 3 dias de

ensaio. Os valores apresentados correspondem a média + erro padrdo (SEM) (n=3)
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Através da realizacdo da ANOVA de uma via obtiveram-se os seguintes resultados

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Efeito da densidade de cultivo na RGR e na Produtividade (ANOVA)

RGR Produtividade
dfl df2 F p dfl df2 F p
Dens Cult. 2 6 9,23 10,015 2 6 7,362 0,024
Teste de Levene L=3,815 0,085 L=0,118 0,891

Estes resultados permitem concluir que ndo existe igualdade entre as médias de RGR e
Produtividade para as diferentes densidades de cultivo (p < 0.05). Segundo o Teste de Tuckey
verifica-se que existem densidades de cultivo com RGR médios semelhantes, sendo eles 3 g/L
e 5 g/L, enquanto a densidade 1 g/L apresenta um valor maior para este pardmetro. Para
valores de produtividade média verifica-se o inverso, isto ¢, a densidade de cultivo 1 g/L
apresenta uma produtividade mais baixa face as outras duas densidades, estatisticamente

semelhantes (consultar dados brutos em Anexo).

3.2.2 Ensaio laboratorial de intensidade luminosa

Esta atividade experimental permitiu inferir acerca de qual a melhor intensidade
luminosa para o cultivo de D. carnosa em ambiente laboratorial, tendo obtido resultados
positivos.Toda a biomassa no final do ensaio apresentou sinais favoraveis de viabilidade e

bom estado de conservacgao.

Para a quantificagdo da percentagem de peso seco (%DW) foram utilizadas 3 réplicas
de D. carnosa, secas numa estufa a 45°C durante 3 dias. Desta anélise concluiu-se que cerca
de 79,71% do peso fresco de amostras, provenientes deste ensaio de cultivo sdo agua, sendo o

peso seco médio de 20.29%, para o ensaio. Ver dados brutos em Anexo.

Atendendo a leitura dos valores de crescimento semanal médio (%) fornecidos pela
Fig 21A, ¢ possivel constatar que as amostras de D. carnosa cultivadas numa densidade de 3
g/L apresentam, na primeira semana, maiores valores de RGR. Na segunda semana, um
decréscimo no crescimento ¢ observado nestas amostras, diminuindo em valor absoluto e
perante as amostras cultivadas a 1 g/L, que por sua vez, sofreram um pequeno incremento no
valor de crescimento relativo. Na terceira e ultima semana o valores de RGR das amostras de

3g/L voltam a registar subidas, sendo acompanhadas pelas demais.
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Relativamente a produtividade das amostras avaliadas (Fig 21B), constata-se ser maior
em amostras com uma densidade de cultivo maior, assim ao longo do ensaio, as amostras de
D. carnosa cultivadas numa densidade de 3 g/L, apesar de apresentarem uma maior variagao
da sua produtividade em valor absoluto, registam valores de produtividade superiores as de 1

g/L
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Figura 21 — (A) Taxa de crescimento relativo (%) e Produtividade (B), nas diferentes semanas de cultivo, das
diferentes amostras de Dilsea carnosa sujeitas a diferentes intensidades luminosas e diferentes densidades de

cultivo. Os valores apresentados correspondem a média + erro padrdo (SEM) (n=3)

O grafico A da Fig. 24 permite observar que, em regral, os valores de produtividade e
RGR médios de amostras que receberam uma maior intensidade luminosa (Fig 22A) sao
maiores aos seus correspondentes de menor intensidade. Os valores de pH para as amostras

testadas aparentam ser semelhantes.
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Figura 22 — (A) Taxas de crescimento relativo médio e produtividade média do ensaio realizado em

diferentes amostras de D. carnosa, sujeitas a diferentes intensidades luminosas e diferentes densidades de

cultivo; e (B) variagdes médias de pH registadas, por DC. Os valores apresentados correspondem a média +

erro padrdo (SEM) (n=3)

Através da realizacdo da ANOVA de duas vias obtiveram-se os seguintes resultados

Tabela 2 - Efeito da densidade de cultivo e intensidade luminosa na RGR e Produtividade (ANOVA)

RGR Produtividade
df df2 F P df df2 F P
Dens Cult (DC) 1 8 0,061 0,811 1 8 28,585 0,001
1. Luminosa (IE) 1 8 0,491 0,503 1 8 0,603 0,46
DCx IE 1 8 0,005 0,948 1 8 0,05 0,82
teste de Levene 1L=0,449 0,725 L=1,624 0,259

Os resultados descritos na tabela acima permitem concluir que ndo existe interacao
entre os fatores, densidade de cultivo e intensidade luminosa (p > 0.05). Segundo esta analise
verifica-se que, a intensidade luminosa ndo ¢ estatisticamente significativa, para que se
observem diferengas nos comportamentos de RGR e produtividade das diferentes densidades

de cultivo estudadas.

3.2.3 Ensaio exterior —- IMTA

Esta atividade experimental pretendeu avaliar a capacidade de cultivo de D. carnosa
em regime de IMTA, com as caracteristicas da Costa Portuguesa, em especifico da regido
geografica da Ria de Aveiro. A biomassa esteve exposta as condi¢des oferecidas na empresa
ALGAplus para o cultivo de espécies macroalgais, usufruindo de condicdes climatéricas que

nao apresentaram grandes variagdes.
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O ensaio foi realizado durante os meses de Agosto e Setemebro, teve uma duracio de
3 semanas e ao longo destas todos os procedimentos de limpeza para garantir o bom estado do
material foram assegurados. Intercalando os dias de manutengdo e limpeza do sistema,
observou-se sistematicamente nos tanques do ensaio, um crescimento rapido de algas de
carater oportunista (Ceramium sp. (Rhodophyta), Ulva sp. (Chlorophyta) e Echtocarpus sp.
(Phaeophyceae)).

Foi registado crescimento durante todo o periodo do ensaio, contudo, dia apos dia, os
espécimes apresentavam um aspeto cada vez mais debilitado. No final do ensaio
apresentavam fortes sinais de debilidade e mau estado de conservacdo, sugerindo a
inviabilidade do cultivo a longo prazo nestas condi¢des. Foi facilmente observavel um grau
severo de epifitizagdo por briozoarios e por macroalgas como Ceramium virgatum,

Echtocarpus sp. e Ulva sp..

Através da analise da Tabela 3 € possivel observar que a temperatura média da agua,
medida na hora de maior incidéncia da radiagdo solar, rondou os 24 °C. Durante o ensaio as
variag0es na temperatura fora de pequeno valor, tendo a temperatura nestes meses se mantido
amena e constante ao longo do ensaio. Em todos os tanques, a intensidade luminosa (1E) a
superficie e a uma profundidade de 5 cm do tanque foram registadas, todos os dias, as 17
horas e 30 min.

Tabela 3 — Valores médios de pH, Temperatura (°C), intensidade luminosa (1LE) a superficie da coluna de

agua e a 5 cm de profundidade medidos nos tanques de cultivo.

1g/L 3 g/L
Hora Média + SEM Média + SEM
pH 13:00 7,89 +0.02 7,92 +0,02
Temp (°C) 13:00 24,1+ 0,06 24,15+0,07
Int. Lum sup. (LE) 17:30 149113 £ 40,10 1411,73 + 45,26
Int. Lum Scm. (LE) 1730 1276,29 + 41,05 1237,73 + 4524
T. de reducdo de luz 14.4 % 12.3 %

Os tanques estiveram expostos a radiacdo solar direta durante todo o periodo do
ensaio. Durante este mesmo periodo apenas se verificou por uma vez a ocorréncia de
pluviosidade bastante moderada, ndo sendo portanto considerada relevante para eventual
interpretagdo dos resultados. Para consulta em maior detalhe poderdo ser vistos dados

semanais detalhados, em bruto, no Anexo.
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Figura 23 — ParAmetros ambientais recolhidos ao longo do ensaio experimental, (A) Temperatura média da
agua dos tanques, (B) intensidade luminosa a superficie e a 5 cm de profundidade e (C) pH médio registado
nos tanques de cultivo de Dilsea carnosa. Os valores apresentados correspondem a média + erro padrdo
(SEM) (A) (n=20), (B ¢ C) (n =40).
Para a quantificagdo da percentagem de peso seco (%DW) foram utilizadas 6 réplicas
de D. carnosa provenientes do ensaio de cultivo exterior, secas numa estufa a 45°C, durante 3
dias. A média do peso seco obtida para este ensaio foi de 29.257%. Ver dados brutos em

ancxo.

O contetido médio em agua foi o mais baixo registado em todos os ensaios de cultivo

de D. carnosa, representando cerca de 70% do seu total de biomassa.

Durante as 3 semanas de realizagdo do ensaio os valores de RGR das amostras de
Dilsea variaram bastante (Fig 24A). Na primeira semana, valores para as amostras de
diferentes densidades de cultivo permaneceram idénticos, registando na semana seguinte um
ligeiro aumento da taxa de crescimento médio para a densidade de cultivo de 1 g/L. A ultima

semana registou valores de crescimento médio substancialmente mais baixos.
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A produtividade ao longo do ensaio foi sempre superior nas amostras de maior
densidade de cultivo. Na primeira e segunda semana a densidade 3 g/L, a vermelho na Fig
24B, registou valores de produtividade média na casa dos 200g (DW) m? d’, porém
reduzindo drasticamente a sua produtividade para os 100g (DW) m? d™' na ultima semana do
ensaio. Amostras cultivadas a 1 g/L, ndo apresentaram variagdes nos valores de produtividade
média semanal tdo elevadas, tendo sido o rendimento médio semanal substancialmente mais
baixo. Na primeira semana e terceira semanas a produtividade foi ligeiramente superior a 50g
(DW) m? d' e na segunda semana o valor médio observado andou a baixo deste altimo valor,

na casa dos 40g (DW) m™ d".
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Figura 24 - (A) Taxa de crescimento relativo (%) e Produtividade (B), nas diferentes semanas de cultivo em
regime de IMTA, das diferentes amostras de Dilsea carnosa sujeitas as condi¢des da Ria de Aveiro. Os

valores apresentados correspondem a média + erro padrio (SEM) (n=4)

O crescimento médio relativo do ensaio para amostras cultivadas a uma densidade de
1 g/L foi, no geral, igual ao valor obtido para amostras cultivadas a 3 g/L. A Fig. 25
estabelece a comparacao dos respetivos RGR e produtividade média, no ensaio. Através da
analise da Figura 25 ¢ possivel observar, destacado, um valor na casa dos 160g (DW) m? d!
de produtividade das amostras de 3 g/L de densidade, contudo ja foi referenciado
anteriormente neste trabalho que, apesar de ser registado crescimento semanal na forma de
RGR e produtividade, todos os espécimes utilizados pioram bastante o seu aspeto com o
passar do tempo, ndo sendo estes valores indicadores de um desenvolvimento saudavel e por

tempo prolongado dos exemplares de D. carnosa no ensaio.
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Figura 25 - RGR e produtividade médios do ensaio realizado em diferentes amostras de D. carnosa,

cultivadas em sistema de IMTA sujeitas as condigdes da Ria de Aveiro. Os valores apresentados
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correspondem a média + erro padrdo (SEM) (n=4)

Através da realizacdo da ANOVA de duas vias obtiveram-se os seguintes resultados

Tabela 4— Efeito da densidade de cultivo na RGR e Produtividade (ANOVA) na atividade de cultivo em

IMTA
RGR Produtividad
df df2 F P df df2 F P
Dens Cult. 1 6 0,064 : 0,809 1 6 21,662 @ 0,003
teste de Levene 1L=0,138 0,723 L=4,069 0,09

Os resultados descritos na tabela acima permitem concluir que, para as amostras
testadas em cultivo de IMTA, a densidade de cultivo influencia a produtividade (p > 0.05),

facto que ndo se verifica na taxa de crescimento relativo.

3.3 Resultados das extracgoes

No final do processo de extragdo, resultaram 3 fragdes secas (n-hexano, metanol e
polissacarideos) das diferentes amostras disponiveis (Carr, Mind, Lab, PE ¢ IMTA). Neste
ensaio experimental constatou-se a impossibilidade de extrair o coloide com precipitacao da
solucao aquosa por Etanol, tendo sido substituido este passo por uma extragao alcalina com
precipitagdo com Isopropanol. Devido a pouca disponibilidade de material para extragdes,
utilizou-se 1 g de biomassa seca por cada extracdo, sendo o processo de extragdo repetido 3
vezes, para calculos estatisticos e processamento de dados. Os resultados, em bruto,

encontram-se no Anexo.
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3.3.1 Rendimento das extracoes

O calculo deste indice permitiu comparar o rendimento de extragdo dos diferentes
solventes organicos, em material vegetal de D. carnosa de diferentes origens, tendo-se obtido
os seguintes valores médios:

Tabela 5 — Rendimentos médios do processo de extragcdo das diferentes fragdes de amostras de Dilsea

carnosa.

Rendimento médio (%)
Metanol | n-Hexano I Polissacarideos Total
Carr 2,254  0,144333 | 36,655 39,1
Mind | 2765667 | 0,610333 27,69 31,07
Lab | 2279333  0,611667 = 31,66667 34,6
PE | 0,532667 = 0,788667 41,025 42,3
IMTA | 0918  1,057367 | 2884833 30,8

3.3.2 Analise estatistica

Da andlise dos rendimentos obtidos nas diferentes extragdes, destacam-se alguns
valores dispares, através da realizacdo do mesmo método de extracao. Referente a4 atuacao do
solvente n-hexano, constata-se que o rendimento de IMTA foi sensivelmente maior que os
resultados de PE, Lab e Mind, que por sua vez foram também superiores ao rendimento da
extracdo no material Carr. Na extracdo metandlica observa-se que o rendimento de PE e
IMTA foi mais baixo que o das amostras Carr, Mind, ¢ Lab. Quanto ao rendimento do
contetido de polissacarideos, as amostras de PE apresentaram o maior valor, tendo o resto dos

resultados permanecido bastante diversos.

Tabela 6 - Efeito da densidade de cultivo na RGR e Produtividade (ANOVA) na atividade de cultivo em

IMTA
n-Hexano Metanol Polissacarideos
dfl df2 F P dfl df2 F P dfl df2 F P
. < < <
C. cultivo 4 10 | 13,478 0.001 4 10 | 57,299 0.001 4 10 13,442 0.001
T. Levene | L=3,084 0,068 | L=3,162 0,064 ) 9;1 0,074
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Todos estes dados foram posteriormente analisado através de uma ANOVA, utilizando

o software IBM SPSS.

3.4 Espetros das amostras de FTIR-ATR

Em seguida sdo apresentados os espetros de FTIR-ATR das diversas amostras
enviadas para estudo. Os pardmetros correlacionaveis sdo apresentados por figura, tendo sido
tracadas em cada uma, linhas de intersecdo com picos de possivel relevancia para a

caracterizacao.

3.4.1 Espetros de exemplares de D. carnosa

Os espetros relativos a analise do contetdo da alga seca D. carnosa, proveniente da
Praia de Carreco ¢ do cultivo em IMTA, apresentam varias diferencas a nivel da absor¢ao

em diversos numeros de onda.

761 932 1077 1227 1410 1635 —— Carrego
701 853 1020 1149 1541 — IMTA

f T T T T T T T T T T T T T 1
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Numero de onda (cm™)

Figura 26 — Espetros de FTIR-ATR de material algal de Dilsea carnosa moida proveniente da Praia de

Carrego e de cultivo em IMTA.

Analisando os espetros no sentido crescente do numero de onda, um primeiro pico na

-1 . . . , . . .
ordem dos 1020 cm™, estreito e de grande intensidade ¢ claramente identificavel,
apresentando-se bastante mais evidenciado na amostra proveniente do meio selvagem (Carr).

Para um nimero de onda na ordem dos 1077 ¢cm™, outra diferenca, relativa, é observavel,
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neste caso a amostra de IMTA apresenta um pico, que embora com a mesma intensidade,
revela uma forma de ombro mais atenuada contrastando com a forma do exemplar de
Carreco, que o apresenta mais agucado. A 1149 cm™ um pico estreito estd presente no
espetro da amostra IMTA, sendo mais protuberante que o correspondente da amostra de
Carreco. Para os valores de 1227 cm™ e de 1410 cm™ observam-se dois picos largos, onde a
amostra de IMTA se destaca com evidéncia da amostra de Carre¢o. Nos ultimos dois picos
observaveis nos espetros (1541 cm™ e 1635 cm™) as amostras de IMTA voltam a apresentar

bastante mais intensidade que as de Carreco, em picos estreitos.

3.4.2 Espetros do conteudo nativo bruto e coloidal de amostras de D. carnosa

Os espetros relativos a andlise comparativa do conteudo da alga seca D. carnosa
proveniente da Praia de Carreco ¢ do seu coloide, extraido por extracdo alcalina de 3h, nao

apresentam diferencas significativas a nivel da absorc¢do de diferentes numeros de onda.

691 843 1012 1142 1356 1541 Carr - Bruto
651 753 930 1072 1222 1403 1635 — Carr - Polis.

600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Numero de onda (cm™)

Figura 27 — Espetros de FTIR-ATR de Dilsea carnosa moida proveniente da Praia de Carreco e do seu

ficocoloide extraido por extragdo alcalina de 3 horas.

Nestes espetros apenas € observavel uma maior amplitude do espetro dos coloides, ndo
havendo diferengas maioritdrias na morfologia dos picos das duas amostras. Ambas
apresentam picos estreitos para ordens de grandeza de 843, 930, 1012, 1072, 1142, e 1636 cm”

!. Apresentam também alguns picos com conformagio de ombro a 1222 ¢ 1356 cm™. Ambas
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as amostras apresentam ainda varios picos de pequenas dimensdes para os valores de nlimeros

de onda na casa dos 753, 1403 e 1551 cm™.

Os espetros de analise comparativa do conteudo da alga seca D. carnosa proveniente
do cultivo em IMTA e do seu polissacarideo extraido por extracdo alcalina de 3h, nao
apresentam diferengas significativas a nivel da absor¢do de diferentes nimeros de onda. As
diferencas constataveis assentam num caracter quantitativo, apesar de nao mensuravel. Assim,
nos picos com o nimero de onda de 1030 e 1147 cm’, de forma agucada e de ombro
respetivamente, a amostra de polissacarideos regista valores ligeiramente superiores a de

alga moida.

763 930 1080 1227 1453 1638 —— IMTA - Bruto
706 900 1030 1154 1409 1541 — IMTA - Polis.
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Figura 28 - Espetros de FTIR-ATR de Dilsea carnosa moida proveniente do cultivo em IMTA e do respetivo
ficocoloide, extraido por extra¢do alcalina de 3 horas.
Nos picos seguintes esta tendéncia inverte-se, observando-se quantitativamente uma
pequena superioridade realtiva na amostra de alga bruta, sendo na generalidade quase todos
os picos de forma estreita (1409, 1453, 1541 ¢ 1638 cm™), 4 excecdo do pico 1227 cm™ que

se apresenta mais suave.
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3.4.3 Espetros dos ficocoloides de D. carnosa

3.4.3.1 Espetros das extracgdes alcalina (3h-5h)

A andlise dos espetros do contetido dos polissacarideos de D. carnosa provenientes da
extracdo alcalina a quente com diferentes duragdes, apresenta uma diferenca significativa a
nivel da intensidade dos picos, ndo se registando contudo diferengas de numeros de onda

entre as duas amostras enviadas para analise.

840880 1020 1147 1366 1431 Ext. alc. 3h
758 863 932 1078 1229 1403 1615 — Ext. alc. 5h

f T T T T T T T T T T T T — 1
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Numero de onda (cm™)
Figura 29 — Espetros de FTIR-ATR dos polissacarideos de Dilsea carnosa obtidos em diferentes tempos de
extragdo alcalina.

Ambas as amostras apresentam picos bastante estreitos, bem definidos, nos valores de
numero de onda de 758, 840, 880, 1020, 1147 cm™. Os espetros ainda apresentam 4 picos
muito evidentes, de grande amplitude mas contudo mais suaves, nos valores de 1229, 1366,

1431 e 1615 cm™.

3.4.3.2 Espetros das diferentes amostras

Os espetros de analise dos polissacarideos de D. carnosa, obtidos pelo mesmo método

de extragcdo, provenientes da Praia de Carreco, da Praia de Mindelo, de cultivo
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Laboratorial, do cultivo em IMTA e de material com a mesma origem mas Pouco Epifitado

apresentam algumas diferengas detalhadas para analise.

Carreco
—— Mindelo
—Lab

PE
— IMTA

600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Numero de onda (cm™)

Figura 30 - Espetros de FTIR-ATR dos polissacarideos das amostras de Dilsea carnosa, obtidos por extracao

alcalina de 3 horas.

A primeira vista cumpre destacar, que para o pico de maior amplitude, as amostras
selvagens (Carr e Mind) sdo as que apresentam o maior valor relativo. Destacadamente para
o um valor de 1228 cm’ (ver Fig 30), o coloide extraido da amostra selvagem de Mindelo
também apresenta a maior amplitude de todos os espetros. A amostra de IMTA também se
destaca, em primeira analise nos picos [1535 ecm™,1547 cm™] e 1639 cm™ (ver Fig. 30),
contudo o detalhe do grafico apresentado a cima ndo permite uma precisa avaliacdo dos
espetros, pelo que de seguida serdo apresentadas duas versdes maximizadas do mesmo para

uma melhor e correta interpretagao.
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Figura 31 — Espetros de FTIR-ATR dos polissacarideos das amostras de Dilsea carnosa, obtidos por

extracdo alcalina de 3 horas, no intervalo de [600 cm™', 1200 cm™].

Resultante da primeira divisio do eixo dos xx [600 cm™, 1200 cm™], da gama de
numeros de onda onde a caracterizagio dos ficocoloides ¢ possivel ([600 cm™, 2000 cm™])
destaca-se, a 1019 cm™, um pico estreito, o maior em amplitude de todos os do grafico, um
maximo atingido pela amostra de Carrego (seguidas em ordem decrescente as demais Mind,
PE, IMTA ¢ Lab). A 1076 cm™, com um pico atenuado, a amostra de IMTA apresenta valor
maximo relativo, apresentando a amostra Laboratorial o valor minimo relativo registado. Na
gama dos 1148 cm’ todos os picos apresentados pelas amostras sio também
morfologicamente estreitos, sendo a amostra selvagem Carreco a que apresenta o valor

maximo relativo.
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Figura 32 - Espetros de FTIR-ATR dos polissacarideos das amostras de Dilsea carnosa, obtidos por extracao

alcalina de 3 horas, no intervalo de [1200 cm™', 2000 cm™].

Na segunda parte do espetro, [1200 cm™, 2000 cm™], um primeiro pico inicial de
numero de onda de 1228 cm™, destaca vincadamente das outras, a amostra selvagem recolhida
em Mindelo. Outros picos de intensidade mais moderada sao manifestados com o aumento da
grandeza do eixo dos xx, nomeadamente os picos 1368 cm™ e 1411 cm™ onde todas as
amostras apresentam valores semelhantes. Na gama de nimeros de onda entre [1535 cm™,
1547 cm™] surge destacadamente a amostra de IMTA, com consideravel intensidade face as
demais, num pico estreito. Por fim, nesta segunda parte do grafico, o pico estreito de maior
amplitude mostra que a amostra de IMTA ¢ a que regista o valor maximo relativo, seguida da

amostra de Mindelo, ndo parecendo porem significativamente diferente perante as outras.

3.5 Avaliacio da capacidade Antioxidante

3.5.1 Capacidade de reducio de DPPH

O DPPH ¢ um radical livre, relativamente estavel, que pode ser reduzido por
moléculas antioxidantes. Através deste método € entdo possivel quantificar a capacidade de
reducdo de polissacarideos e extratos de amostras de D. carnosa. Todos os resultados dos

ensaios sdo apresentados na forma de percentagem de DPPH por reduzir.
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Tabela 7 — Percentagem de DPPH néo reduzido, no final do ensaio, pelas diferentes fracdes, das diferentes

amostras de D. carnosa utilizadas no ensaio.

n-hex (% DPPH p/ reduzir) MeOH (% DPPH p/ reduzir) Polis. (% DPPH p/ reduzir)

n | SEM | n Média | SEM | n Média SEM n

Carr 53,615 0,735 5 90,890 : 4,970 5 96,52 0,713 3
Mind | 100 1,308 5 89,036 3,853 5 100 1,155 3
Lab | 86,419 3,358 5 73,00623 : 5,359 5 100 0,696 3
PE | 74489 1,976 5 62,764 3,261 5 99,66 0,345 3
IMTA | 67,848 1,121 5 6,936231 | 1,066 5 100 0,308 3

3.5.1.1 Fracoes de n-hexano e metanol:

Na sua generalidade, os resultados apresentam variagdes de reducdo de DPPH na
ordem do 0 a 30%, contudo duas fracdes distintas apresentaram valores fora desta gama de

resultados.

O extrato de n-hexano proveniente da Praia de Carreco apresentou valores de

reducdo proximos dos 50%, ndo conseguindo porém inibir metade do teor em radicais.

120
100+
804
60
40+
204

Figura 33 — Percentagem do radical DPPH por reduzir com extratos de n-hexano e metanol das amostras de

Dilsea carnosa, a 1mg/mL. Os valores apresentados correspondem a média + erro padrdo (SEM) (n=5).

O extrato metandlico proveniente do regime de IMTA foi o Unico a inibir
eficazmente mais de metade do DPPH. De modo a perceber se a redu¢do do DPPH ocorreu de

um modo dependente da concentracdo decidiu-se realizar um ensaio de dependéncias da
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concentragdo inicial utilizada (I mg/mL), deste modo foi também possivel calcular o seu
EC50.

100+ g—//
3
80
§ s
o 604
N
40
¢ IMTA MeOH
352,6 (287,8-432,0) ug/mL
20-
T 1 I T T T
ct - -5 -4 -3
Log[]g/mL

Figura 34 — Capacidade de redug¢do do DPPH — dependéncia da concentragdo (100 — 1000 pg/ml) do extrato
IMTA MeOH

A realizacao do ensaio de dependéncias da concentragdo do extrato de IMTA MeOH
permitiu concluir que a inibi¢do se deu em fungdo da concentragdo. O valor redutorio de 50%

do DPPH do ensaio para o extrato de IMTA MeOH foi de 0,3526 mg de extrato/mL.

3.5.1.2 Fracao de polissacarideos

O resultado da sequestragdo de radicais de DPPH por polissacarideos de D. carnosa

foi, na sua generalidade muito fraco.
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Figura 35 - Percentagem do radical DPPH por reduzir nas fragcdes de polissacarideos das amostras de Dilsea
carnosa, a lmg/mL. Os valores apresentados correspondem a média + erro padrdo (SEM) (n=5).
A uma concentragdo de 1mg/mL, todas as amostras de polissacarideos apresentaram

uma capacidade de redugdo proxima do zero relativo.

3.5.2 Quantificacio Total de Polifenois (QTP)

A quantificagdo do conteudo total polifendlico, das diferentes fragdes de extratos de D.
carnosa foi realizada através do método de Folin-Ciocalteu, obtendo-se os resultados em
miligramas de equivalentes de acido galico por grama de extrato (mg EAG/g) na seguinte
Tabela.

Tabela 8 — Teor polifendlico, em mg EAG por g de extrato testado, das diferentes fragdes de Dilsea carnosa

ensaiadas.

n-hexano (mg EAG/g) MeOH (mg EAG/g)

Média | SEM | n Média | SEM | n
Carr 0,447 : 0,0905 5 4,136 0,141 5
Mind 0 0,054 5 1,481 0,140 5
Lab 0,911 0,083 5 3,01224 0,139 5
PE 0,858 0,291 5 10,455 0,172 5
IMTA 1,868 0,167 5 7,942 0,378 5

Tal como pode ser observado na Fig 36A, para as fragdes de n-hexano, o extrato que

apresenta um maior contetido em polifenois, foi proveniente da amostra IMTA (1,87 = 0,167
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mg EAG/g). As fragdes dos extratos Lab e PE apresentaram valores na ordem dos 0.9 mg

EAG/g, apresentando-se todos os valores descritos na tabela 8.

A B

2.59 12+

mg EQ Acido Galico/ g de extracto

mg EQ Acido Galico/ g de extracto

Figura 36 — Quantificacdo total de polifendis (QTP) em mg EAG/g, (A) nas fragdes de n-hexano e (B) nas
fragdes metandlicas das amostras de Dilsea carnosa em estudo. Os valores apresentados correspondem a
média + erro padrao (SEM) (n=5).
Relativamente a fragdo de metanol (Fig. 36B), a amostra PE foi a que apresentou o
valor mais elevado, 10,45 + 0,172 mg EAG/g, seguida da amostra de IMTA, 7,94 + 0,378 mg
EAG/g.

Se avaliarmos o conjunto das duas fragdes (Tabela 8) de forma a entender o contetido
total de polifenodis por amostra, retirados pela atuacdo dos dois solventes, € possivel perceber
que, na sua totalidade as amostras PE e IMTA apresentam um teor muito superior do que as

demais amostras analisadas (11,313 e 9,81 mg EAG/g, respetivamente).

3.5.3 Capacidade de absor¢ao de radicais oxigenados (ORAC)

Os extratos de D. carnosa que apresentaram melhores resultados no método do ORAC
foram os extratos relativos as fragdes do cultivo de D. carnosa em IMTA. Assim para a sua
fragdo de n-hexano foram obtidos 460,825 pg EQ trolox/g de extrato, para o seu extrato
metanolico foram obtidos os 483,379 ug EQ trolox/g de extrato e o valor de 20,349 pug EQ
trolox/g respeitante aos seus coloides. Todos os resultados obtidos nesta técnica encontram-se

descriminados na Tabela seguinte.
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Tabela 9 — Valores obtidos na realizagdo do método de ORAC, em pg EQ trolox/g, das diferentes fragdes de

Dilsea carnosa.

n-hex (ug EQ trolox/g)

MeOH (pg EQ trolox/g)

Polis. (ng EQ trolox/g)

Média | SEM [ n

Média | SEM | n

Média | SEM | n

Carr

167,381 | 21,45 4

6,633 021 4

6,633 021 4

Mind

10,919 1,554

77,791 1,35

4,015 1,738

Lab

PE

8,088 2,208

6,912 0,272

6,912 0,272

IMTA

4
47291 | 2975 4
4
4

460,825 | 18,873

4
5084 1922 4
4
4

483,379 | 9,853

4
3882 1925 4
4
4

20,349 1,575

3.5.3.1 Fracoes de n-hexano e metanol

Tal como pode ser observado na Fig 37A, para as fragdes de n-hexano, o extrato que

apresenta um maior contetido em polifenois, € o extrato proveniente da amostra IMTA (1,87

+ 0,167 ng EQ trolox/g). As fracdes dos extratos Lab e PE apresentaram valores na ordem

dos 0.9 mg EAG/g, apresentando-se todos os valores descritos na Tabela 9.
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Figura 37 — Avaliagao da capacidade antioxidante pela técnica de ORAC, em pg EQ trolox/g de extrato, das

(A) fragdes de n-hexano e (B) das fragdes metandlicas das amostras de Dilsea carnosa em estudo. Os valores

apresentados correspondem a média + erro padrdo (SEM) (n=5).

Relativamente aos extratos metandlicos testados neste ensaio (Fig 37B), o que

apresentou maior bioatividade foi o extrato de IMTA (483,379 + 9,853 ug EQ trolox/g).

77



3.5.3.2 Fracao de Polissacarideos

A realizacdo do método ORAC nos polissacarideos das amostras de D. carnosa
apresentou também alguma discrepancia de valores. Novamente, o extrato que apresenta
maior atividade ¢ o de IMTA, destacando-se de todos os outros (6,912 = 0.272 png EQ
trolox/g).

254
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Figura 38 — Avaliagdo da capacidade antioxidante pela técnica de ORAC, em pg EQ trolox/g de extrato, da
fragdo de polissacarideos das amostras de Dilsea carnosa em estudo. Os valores apresentados correspondem a

média + erro padrao (SEM) (n=5).

3.6 Avaliacao do potencial antimicrobiano

Para avaliar a capacidade antimicrobiana foram utilizados como modelos celulares os
microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans nas respetivas
fases exponenciais de crescimento. Sabendo que este periodo ocorre numa janela temporal
entre as 15 e 26 horas do respetivo crescimento, a realizacdo do ensaio para avaliar a atividade

dos extratos decorreu as 20 horas do crescimento dos microrganismos.

3.6.1 Ensaio em E. coli

Os resultados relativos a avaliacdo da inibi¢cdo do crescimento de E. coli, por acdo de
extratos de D. carnosa, encontra-se representada na Fig. 39. A agdo de extratos de n-hexano
(A), uma vez mais s6 se mostrou efetiva na amostra de IMTA, ocorrendo mesmo como

estimulo de crescimento para outras amostras.
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Figura 39 — Efeito dos extratos (1mg/mL) da fragdo de n-hexano (A), de MeOH (B) e de polissacarideos (C),
das amostras de Dilsea carnosa em estudo, no crescimento de E. coli a 28 °C, apds 5 horas de incubagdo. Os

valores apresentados correspondem a média + erro padrdo (SEM) (n=5).

Os extratos metanolicos (B) foram, na sua maioria, igualmente estimulatorios do
crescimento de E. coli. Apenas a amostra de Mindelo foi capaz de, aquando a realizagdo do
ensaio, inibir cerca de 10% do seu crescimento verificado em 100% de controlo. Os
polissacarideos (C) de D. carnosa mostraram-se ineficazes na inibi¢do do crescimento deste

microrganismo, quase todos os extratos mostraram crescimentos maiores que a situacao

controlo.

3.6.2 Ensaio em S. aureus

Os resultados relativos a avaliagdo da inibicdo do crescimento de S. aureus, por acao
de extratos de D. carnosa, encontra-se representada na Fig. 40. A acdo de extratos de n-

hexano (A), mostrou-se bastante efetiva na amostra de IMTA e Carreco ¢ ainda em Lab.

Os extratos metandlicos (B), na sua maioria, apresentaram resultados inibitorios do
crescimento de S. aureus. As amostras PE e IMTA neste ensaio provocaram mais de metade
da inibicdo do crescimento deste microrganismo. De registar também, foi o caracter

estimulatorio do extrato metandlico Mind que potenciou o crescimento do microrganismo.
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Figura 40 — Efeito dos extratos (1mg/mL) da fragdo de n-hexano (A), de MeOH (B) e de polissacarideos (C),
das amostras de Dilsea carnosa, no crescimento de S. aureus a 28 °C, ap6s 5 horas de incubagdo. Os valores

apresentados correspondem a média + erro padréo (SEM) (n=5).

Todos os polissacarideos (C) de D. carnosa testados contra o crescimento de S. aureus
mostraram-se ineficazes na inibi¢do do crescimento deste microrganismo, potenciando, na sua
generalidade, entre 30 a 40% o seu crescimento. De modo a avaliar a poténcia dos efeitos
verificados pelas fragdes que demonstraram inibi¢do > 50%, para a concentragdo maxima
testada (1 mg/ml) no crescimento da §. aureus, decidiu-se avaliar a dependéncia da
concentracdo dos efeitos obtidos. Os resultados referentes as fraccoes de n-hexano e

metanolicas, encontram-se expressos nas Fig. 41 e 42, respetivamente.
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Figura 41 - Crescimento de S. aureus a 28°C na presencga dos extratos, da fragdo do n-hexano, das amostras
de D. carnosa que inibiram mais de 50% do crescimento de S. aureus. Dependéncias da concentragio (100 —
1000 pg/ml).
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Referente ao extratos de n-hexano, a amostra de IMTA foi o que apresentou o menor

ICs, seguida da amostra Carr e Lab.
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Figura 42 - Crescimento de S. aureus 28°C na presenca dos extratos, da fragdo do MeOH, da amostra de
Dilsea carnosa que inibiu mais de 50% do crescimento de S. aureus. Dependéncias da concentragdo (100 —
1000 pg/ml).

A inibicdo do crescimento em fun¢do da concentracdo de S. aureus, do extrato
metanolico de IMTA também se encontra descrito na Fig. 44 e na Tabela 10, na forma do seu
valor de ICsp, assim como todos os outros resultados de extratos em que se estudou o seu
efeito dependendo da concentragao.

Tabela 10 — Valores de ICs, para os extratos de D. carnosa que apresentaram inibi¢do do crescimento de S.

aureus superior a 50%.

N-Hexano (ICs, pg/mL) | Metanol (ICs, pg/mL)
Carr 121,0 (69,69 - 210,2) -
Lab | 2380 (156, -363,6) -
IMTA | 96,12 (68,97 - 130,0) 52,42 (34,12 - 80,52)

3.6.3 Ensaio em C. albicans

Os resultados relativos a avaliacdo da inibicdo do crescimento de E. coli, por acdo de
extratos de D. carnosa, encontra-se representada na Fig. 43. A a¢do das fragcdes de n-hexano

(A), mostraram-se pouco efetivas na inibi¢ao do crescimento do fungo C. albicans.
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As fragdes metanolicas (B) e de polissacarideos (C) também ndo apresentaram efeitos
inibitorios de relevancia, ndo conseguindo nenhum dos extratos ensaiados atingir 50% da

inibi¢do do fungo.
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Figura 43 - Efeito dos extratos (Img/mL) da fragdo de n-hexano (A), de MeOH (B) e de
polissacarideos (C), das amostras de Dilsea carnosa, no crescimento de C. albicans a 28 °C,

apos 5 horas de incubagdo. Os valores apresentados correspondem a média + erro padrao
(SEM) (n=5).
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4 Discussao
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4.1 Estabelecimento de analogias com P.palmata

Devido a escassez de publicacdes e trabalhos realizados referenciando Dilsea carnosa,
as diversas metodologias abordadas neste trabalho estabelecem, principalmente, comparagdes
com a macroalga vermelha Palmaria palmata (Lineanaeus), assumindo que partilha
caracteristicas ecofisiologicas proximas das observadas na macroalga em estudo (Pereira
2012). Contudo, tratando-se de organismos diferentes, as correlacdes efetuadas assentam num

carater meramente hipotético, necessitando, portanto, de uma maior base de fundamentagao.

4.2 Ensaios de cultivo

4.2.1 Ensaios laboratoriais

A primeira atividade laboratorial de cultivo teve como objetivo averiguar qual a
melhor densidade de cultivo da alga em estudo, para uma possivel extrapolagdo para modelos
de larga escala de IMTA. Esta atividade testou o crescimento vegetativo de pequenas laminas
de Dilsea carnosa em diferentes densidades de cultivo (1 g/L, 3 g/L e 5 g/L), com
luminosidade e fotoperiodo constantes (100 uE e 16:8 horas, respetivamente). A escolha da
melhor densidade de cultivo ¢ feita através da andlise do crescimento vegetativo dos explantes
cultivados (Werner & Dring 2011), ndo tendo as diferentes fases do ciclo de vida influéncia
para o estudo, de modo a obter valores duplamente proveitosos, de crescimento e de

produtividade, para uma determinada densidade de cultivo (Abreu et al. 2011).

Os valores de produtividade e crescimento registados neste ensaio apresentam
concordancia com valores de crescimento, caracteristicos, de espécies algais do horizonte
infralitoral superior (Pang & Liining 2004, Matos et al. 2006, Bak 2014) onde a intensidade
luminosa se apresenta diminuta em relacdo a do patamar médio; este Ultimo bastante mais
exposto a acdo da radiagdo solar. Desta forma se infere que o crescimento verificado nesta
espécie aparenta ser lento (Lobban & Harrison 1997). Este facto ¢ também reforcado dada a
ocorréncia preferencial de D. carnosa em locais sombrios € com pouca luminosidade,
abrigados de correntes marinhas (Barry & Dillon 1945), desta forma utilizando gamas de
PAR (photosyntetic active radiation) na regido da luz verde e amarelo (525-600 nm) (Lobban

& Harrison 1997), através da sua pigmentacdo vermelha forte, rica em ficobilinas (R-
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ficocianina e R-ficoeritrina) e carotenoides (B-caroteno, luteina e zeaxantina) (Lobban &

Harrison 1997, Pereira & Correia 2015) clorofilas a e d e MAAs (J. Aguilera et al. 2002).

Uma vez que a taxa de crescimento decresce com o aumento da densidade de cultivo,
verificando-se tendencialmente a situa¢do oposta para a taxa de produtividade (Pereira et al.
20006), a analise da influéncia dos fatores ecofisiologico das diferentes densidades de cultivo,
¢ observavel num sistema com reposi¢ao da biomassa inicial. De facto, as densidades 1g/L e 5
g/l acabam por refletir os extremos da relagdo inversa entre RGR e Produtividade nas
condi¢des oferecidas ao explantes neste ensaio. Uma densidade de cultivo baixa (1 g/L)
traduz-se num aumento de fatores como o espago fisico, disponibilidade de nutrientes ¢ PAR
(existe mais sombra) por explante em cultivo (Lobban & Harrison 1997, Pereira et al. 2006,
Bak 2014,). Como resposta a estas condigdes, o crescimento ativo traduz-se num aumento em
tamanho, com restricdo do aumento da biomassa por area do individuo (Produtividade). No
outro extremo, densidades de cultivo elevadas (5 g/L) oferecem um menor espacgo fisico por
si sO, proporcionando menos recursos por exemplar em cultivo, causados pelo aumento da
sombra, limitacdo do espaco fisico e diminuicdo de nutrientes (Dring 1982). Como resposta
ecofisioldgica a estas condi¢des verifica-se um menor crescimento em tamanho (RGR), sendo
o crescimento ativo direcionado para um aumento em biomassa por superficie do organismo

(Produtividade).

A limitacdo proporcionada por altas densidades de cultivo pode, nao s6, conferir um
aumento de conformacdes em mosaico das concentragdes de nutrientes no conteudo do
matraz (como resultado da deplegdo, tridimensional, da absorcdo de nutrientes pelos
explantes), como resultar no seu esgotamento mais acelerado (Abreu et al. 2011). Estes factos
foram facilmente contornados, ndo s6 pela utilizagdo de a agua proveniente da piscicultura
rica em fosfatos e nitratos, como também pela adicdo de meio VSE, que constitui uma fonte
abundante de macro/micronutrientes e vitaminas. Todos estes fatores foram ainda atenuados
por um movimento correto, constante e uniforme dos talos garantido pelo sistema de

arejamento montado (Werner & Dring 2011).

A realizagdo de uma ANOVA de uma via permitiu também concluir que existem
diferencas estatisticas significativas entre as trés densidades de cultivo no que diz respeito as
taxas de RGR e Produtividade, tendo os testes de comparagdes multiplas (Tuckey e SNK, ver

dados em Anexo) sugerido que a densidade de cultivo 1 g/L apresenta um comportamento
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diferente relativamente das outras densidades de cultivo. Estes resultados corroboram uma

interpretacdo grafica da Fig. 19A

Os valores médios de pH registados neste ensaio, em meio com 3 dias de utilizacao,
mostram um ligeiro decréscimo face ao controlo (pH do meio inicial). Apesar de ndo
concordantes com o hipotético aumento de pH (resultante da fotossintese) do meio descrito na
literatura ( Lobban & Harrison 1997, Graham et al. 2000, Pereira et al. 2006, Denny & Gaines
2007, Abreu et al. 2011), tal variacao podera, aparentemente, apresentar justificacao devido a
libertagdo de CO, para o meio como produto respiratorio, uma vez que as leituras (realizadas
no inicio do dia) poderdo ter coincidido com o inicio da fase de luz da camara de cultivo.
Como consequéncia, sendo o pH medido numa altura em que o material vegetal,
provavelmente, acabaria de trocar de um processo metabdlico de respiragdo (dark respiration)
para um correspondente, de produgdo de matéria organica. E sabido que na auséncia de luz, a
respiragdo ocorre abaixo da sua taxa maxima, uma vez que o ATP e NADPH; ndo sao
fornecidos de forma suficiente pela fase de luz da fotossintese. Nesta situacdo, a taxa de
respiracdo ultrapassa a taxa fotossintética e ocorre consumo energético em detrimento da sua
produgdo (Dring 1982, Bak 2014). Sabendo que os niveis de saturagdo luminosa para algas
vermelhas caracteristicas do horizonte sublitoral variam normalmente entre os 150 pmol
fotdes m™? s e 0s 200 pmol fotdes m™ s (Dring 1982) e que para uma intensidade méxima
(matrazes adjacentes a fonte de luz) se obteria um valor (maximo, medido na perpendicular)
de 100 umol fotdes m™> s (LE), provavelmente este efeito de variagio de pH nio se deveu a
processo de fotoinibi¢do. Alem do mais, a utilizacdo de luz artificial fria, providenciada por
lampadas brancas fluorescentes, aparenta ndo representar um fator fotoagressor, pois a
qualidade e intensidade da luz de cultivo utilizada nao ¢ equiparavel a intensidade da radiacdo

solar (Bak 2014).

Através da andlise dos resultados obtidos no cultivo sem reposi¢ao da biomassa inicial
das trés densidades, foi possivel observar o comportamento continuo das taxas de crescimento
e de produtividade de cada uma das amostras durante o periodo total da experiéncia. De
acordo com a Fig 19B, ¢ possivel correlacionar os valores de produtividade (Prod) e
crescimento relativo (RGR) e verificar que a densidade de cultivo de 3 g/L, aparentemente,
se apresenta como a mais adequada para extrapolar o cultivo de D. carnosa para o modelo de

IMTA
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O segundo ensaio de cultivo laboratorial teve o objetivo de avaliar o efeito combinado
da intensidade luminosa e densidade de cultivo nas taxas de crescimento e de produtividade.
Assumindo que os seus niveis de saturagdao luminosa variam normalmente entre os 150 umol
fotdes m? s e os 200 pmol fotdes m™ s (Dring 1982, Bak 2014) foram testadas duas
intensidades luminosas (100 pmol fotdes m> s (LE) ¢ 40 pmol fotdes m? s (UE))
combinadas com duas densidades de cultivo com comportamentos diferentes ditados pelo
ensaio anterior (1 g/L e 3 g/L). Como as algas vermelhas, gracas a polivaléncia do conteudo
em pigmentos fotossintéticos, constituem eficientes organismos processadores de radiagdo
luminosa, era expectavel, segundo a literatura (Sagert & Schubert 2000, Pang & Liining 2004)
que ambas as taxas se verificassem crescentes em funcdo do aumento da intensidade

luminosa.

Através de uma ANOVA de duas vias, foi possivel perceber que, para este estudo, nao
existe influéncia do fator combinado intensidade luminosa/densidade de cultivo sobre as taxas
de crescimento e produtividade. Este facto constata-se através da andlise da Fig. 22A, onde o
crescimento a determinada intensidade luminosa aparenta assumir o0 mesmo valor nas duas
densidades testadas, verificando-se a mesma situagdo para a produtividade. Segundo os
resultados da ANOVA, as diferengas observaveis entre diferentes densidades, para a mesma
intensidade luminosa, ¢ justificada somente pelo feito isolado da densidade de cultivo. Neste
caso verifica-se, uma vez mais, que uma maior densidade de cultivo favorece um aumento em

produtividade.

Consultando alguns trabalhos existentes na literatura, ¢ possivel comparar niveis de
produtividade de P. palmata. Matos et al. (2006), num ensaio com condi¢cdes ambientais
semelhantes, obteve valores médios de produtividade proximos aos obtidos neste ensaio.
Outros trabalhos, desenvolvidos por Hanelt & Nultsch (1995), Pang & Liining (2004) e Bak
(2014) apresentam valores de crescimento sob variadas condi¢des, onde os dados neste
trabalho registados podem enquadrar, contudo tendo em considera¢do que se tratam de algas

distintas, aparentemente com comportamentos parecidos.

No que respeita as leituras de pH, a situa¢do do ensaio prévio foi verificada. Desta
forma ¢, aparentemente, justificavel o abaixamento em poucas décimas do pH pela altura do
dia em que foram realizadas as leituras, ndo representando, aparentemente, uma correlagao

significativa.
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4.2.2 Ensaio exterior em regime de IMTA

Com base nos resultados dos ensaios laboratoriais as densidades de cultivo de 1 g/L e
3 g/L. foram escolhidas para testar no sistema de IMTA da empresa ALGAplus. Neste
sistema, exemplares de D. carnosa foram colocados em cultivo, expostos as condig¢des
estivais do més de Agosto. Como resultado deste ensaio, todos os exemplares testados, apesar
de evidenciarem crescimento vegetativo quantificavel durante o periodo do ensaio (bastante
heterogéneo), apresentaram fortes sinais de debilidade, sendo observavel despigmentacao,
assim como a morte tecidular por necrose e fenémenos de herbivoria, em algumas
extremidades. Segundo Werner & Dring (2011) a desintegracdo das frontes contitui um forte
sinal de que as condigdes de cultivo nao serdo as mais corretas, sendo a razao mais plausiveis

o excesso de radiagdo solar.

No final do ensaio, os exemplares de D. carnosa apresentavam-se fortemente
epifitados por algas (Ceramium sp. (Rhodophyta), Ulva sp. (Chlorophyta) e Echtocarpus sp.
(Phaeophyceae)), briozoarios e alguns moluscos jovens (Mytilus sp.), apresentando também
um biofilme bastante espesso, caracteristico de um forte processo de epifitizagao (Wieczorek
& Todd 1997). Estas caracteristicas podem ser provocadas pela elevada presenca de esporos e
zigotos na agua proveniente da piscicultura e/ou pela escolha de densidades de cultivo baixas
para o tipo de ensaio em questdo; oferecendo espago para proliferar, com condigdes
favoraveis como luz e nutrientes, para o crescimento de organismo espifitos e/ou oportunistas
de crescimento rapido. A presenga de microestruturas reprodutivas de material contaminante,
assim como uma densidade desadequada, ndo s6 conferem stresse ao organismo de interesse
como favorecem o crescimento de organismos indesejados a cultura (situagdo duplamente
desvantajosa). Espécies oportunistas estdo geralmente adaptadas a intensidades luminosas
mais elevadas, de tal modo que o aumento da densidade de cultivo (aumentando a sombra e a
diminuindo a disponibilidade de nutrientes) ou diminuicdo direta da luz poderiam atenuar o
crescimento destas formas de vida na cultura (Werner & Dring 2011). Em suma,
relativamente a escolha das DC para este ensaio, segundo o aparecimento e proliferacao de
organismos epifitos, conclui-se que necessitariam de um ajuste de modo a atenuar este

comportamento.

A Temperatura média foi outro fator que possivelmente inviabilizou o cultivo de D.
carnosa, visto que, medida ao final da tarde, rondou os 24 °C (minima 22,9 °C, mdxima 25,1

°C), elevada para o cultivo de D. carnosa. Deste modo se prevé que a temperatura a que
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esteve sujeita poderd, muito provavelmente, ter sido ainda mais elevada em horas do pico da
radiagdo solar, proporcionando (gragas a inércia térmica da 4gua), um aumento constante e de
efeito prolongado, grande para que ocorresse desenvolvimento, sob forma saudavel, dos
espécimes de D. carnosa. Desenvolvendo-se em aguas frias (entre os 6 °C e os 15 °C),
caracteristica do horizonte sublitoral, D. carnosa estara provavelmente acostumada a usufruir
do efeito tampao da profundidade da coluna de dgua, que mantém a temperatura baixa com
pequenas amplitudes térmicas, efeito este que no presente ensaio ndo se fez sentir, ficando
sujeita a um enorme stresse térmico (Morgan et al. 1980). Este facto também aperece descrito

para P. palmata por Hanelt & Nultsch (1995) e Matos et al. (2006).

Apresentando aproximadamente os mesmos valores na taxa de reducao de luz para as
duas densidades de cultivo testadas (pequenas variagdes justificadas aparentemente pelo
posicionamento dos tanques face a luz), a elevada intensidade luminosa (registada a superficie
e também a 5 cm de profundidade), tera contribuido ndo s6 para o aumento da temperatura da
dgua como, em grande parte, para a ocorréncia de processos degradativos do material
estudado. Segundo Hanelt e colaboradores (1997), algas caracteristicas do horizonte
médiolitoral possuem a capacidade de alterar a sua pigmentacdo em resposta a intensidade
luminosidade, o autor acrescenta que estas podem adquirir um tom esverdeado sobre intensa
radiagdo solar. Sagert & Schubert (2000) referem que o conteudo de Ficoeritrina, como
consequéncia da forte intensa luminosidade, em material de campo, este facto terd
provavelmente ocorrido nos exemplares de D. carnosa em cultivo, visto que se apresentavam

uma coloracao verde escura, longe do vermelho rubro caracteristico.

Assumindo que esta espécie possui um valor de fotoinibicdo perto do observado na
sua correspondente P. palmata, isto &, proximo dos 210 pmol fotdes m™ s, conforme
descrito por Dring (1982); tal degradagdo parece plausivel face a média de valores registados
para a intensidade luminosa, 1451 pmol fotdes m™ s™' ¢ 1257 pmol fotdes m™ s™' (a superficie
e a 5 cm de profundidade, respetivamente). A excessiva intensidade luminosa € responséavel
por aumentar a taxa de fotoagressao dos fotossistemas cloroplastidiais, sendo a velocidade da
agressao maior do que a taxa de regeneracao dos complexos fotossintéticos. Este facto leva a
que ocorra fotoinibicdo (como mecanismo fotoprotetor) dissipando energia através de um
aumento do contetido de Zeaxantina, no fotossistema II (Hanelt & Nultsch 1995, Sagert &
Schubert 2000, Landrum & Bone 2001); aparentemente fundamentado, também, pelos valores

baixos de pH obtidos (Hanelt & Nultsch 1995). E sabido que o stresse provocado por altas

temperaturas e irradiagdes solares elevadas, atuam em conjunto decrescendo a eficiéncia e
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capacidade fotossintética (Henley et al. 1992) levando, a longo prazo, a morte dos
exemplares, facto que poderd ter ocorrido nas amostras em cultivo, Corespondendo a
ineficiéncia fotossintética a um aumento do CO; no meio por aumento proporcional da

respiracao (e consequente aumento do pH) (Dring 1982).

Como resultado do teste T para amostras independentes, constatou-se que o fator
densidade de cultivo, neste ensaio, apenas apresenta influéncia na produtividade, sendo a taxa
de crescimento semelhante nas duas densidades de cultivo, como se pode constatar na Fig.

25..

Como conclusao dos ensaios laboratoriais, observou-se que os resultados obtidos nao
constituiram um modelo exato de extrapolacdo para o modelo de aquacultura, visto as
consideragdes finais ndo incluirem, a partida, fendmenos de concorréncia e competi¢ao
(explantes confinados a monoespecificidade proporcionada pelo matraz e pelo rigoroso
controlo de assepsia, eliminando competi¢do interespecifica ¢ herbivoria) e de condig¢des
muito abaixo das ideais, com flutuacdes térmicas, verificadas em aquacultura, em comparacao

com as condi¢des uniformes oferecidas em cultura laboratorial (Lobban & Harrison 1997).

Como conclusdo do ensaio em Aquacultura Integrada Multitroéfica observa-se uma
impossibilidade de cultivo de D. carnosa, neste sistema em periodos estivais. Resultados
parecidos foram obtidos por Matos et al. (2006) no cultivo da espécie P. palmata em Portugal,
num sistema com caracteristicas semelhantes. Apesar desta impossibilidade, os ensaios de
cultivo laboratorial mostram ser capazes de propagar vegetativamente D. carnosa, garantindo
um importante sfock de material durante o tempo quente, abrindo a possibilidade de o manter
em estado vegetativo até a chegada do periodo invernal ou frio, onde poderdo novamente ser

testados, possivelmente com sucesso.

4.3 Rendimento extracoes

O método de extracdo utilizado nesta atividade experimental permitiu que
componentes soluveis presentes na biomassa seca de D.carnosa fossem removidos de um
modo sequencial, através da atuagdo de solventes organicos (Baiano 2014). Assumindo que
substancias com for¢gas moleculares, de tipo e magnitude, semelhantes sdo soluveis uma na

outra, um solvente apolar ird facilmente dissolver matéria apolar e um solvente polar ird
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certamente dissolver matéria que apresente polaridade (aumentando esta com o grau de

polaridade do solvente) (Chang 2010).

Este método de extracdo foi obtido através de adaptagdes das metodologias
primeiramente descritas para extracdo lipidica por Bligh & Dyer (1959) e Folch et al. (1987) e
permite combinar as propriedades de solventes como o n-Hexano (apolar) e Metanol (polar)
para a obten¢do de compostos biologicos de interesse ( Smedes & Thomasen 1996, Miao &
Wu 2006, Sheng et al. 2011, Kumar et al. 2015). Constitui uma rapida, facil e eficiente

maneira de extragdo para um grande nimero de amostras (Kumar et al. 2015).

Neste ensaio comparou-se sob a forma de rendimento (%) as diversas extragdes em
amostras de D. carnosa, nomeadamente, através de uma andlise em triplicado, da
quantificagdo de biomassa dos diferentes extratos por método de cultivo. Os resultados da
ANOVA demonstraram que existe uma influéncia no rendimento por metodologia de
extracdo (n-hexano, MeOH e ext. alcalina) em fun¢do das condigdes de onde as amostras se
desenvolveram, ou seja, que o conteido apolar/polar/coloidal varia em fun¢do do meio.
Acrescentando, comparagdes multiplas pelo método de Tuckey, sugerem varias relagdes entre
amostras diferentes da mesma fracdo (ver dados brutos em anexo), com isto se quer dizer que
houve diferentes comportamentos, de determinadas fragdes (apolar, polar e coloidal) por
método de cultivo. Este facto sugere o desenvolvimento de determinado conteido molecular
com resposta a fatores ecofisiologicos caracteristicos do meio onde cada amostra se

desenvolveu.

Seguindo este raciocinio € com o auxilio desenvolvido no trabalho por Sagert &
Schubert (2000) ¢ possivel afirmar que D.carnosa, ajuste o seu conteudo em pigmentacao
fotossintética e restante composi¢ao, para fins benéficos a longo prazo mediante as condi¢des
que ocupa. Descrito na literatura esta também a correlagdo da produgdo de compostos
antioxidantes e antimicrobianos como consequéncia de interagdes biodticas entre algas e
predadores (Cowan 1999, El Gamal 2010, Potin et al. 2002). Como consequéncia, 0s
diferentes valores de rendimento, para determinada fracdo descrevem uma data de adaptacodes,
ndo s6 devido ao meio que ocupam mas também aos diversos fatores ecofisiologicos a que

estdo sujeitas.

E sabido que devido a sua apolaridade e caracter hidrofobico, o n-hexano, ¢ capaz de
dissolver compostos apolares como ceras, lipidos e alguns pigmentos (Lehninger 2005,
Packer 2009). Comparagdes multiplas pelo método de Tuckey sugerem a elaboragdo de trés
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grupos homégenos para este solvente, sendo o grupo de maior rendimento constiutuido
apenas pelo extrato de IMTA, seguido por um grupo de rendimento intermédio, constituido
pelas amostras PE, LAB e Mind e por fim um grupo onde aparece sozinho o rendimento de
Carr. Segundo esta analise conclui-se, com fundamentagao dos dados da ANOVA, que o
conteudo apolar aparenta ser menor na amostra oriunda de uma comunidade nativa — Carr.
Todas as outras amostras apresentaram um cultivo distante do referido anteriormente,
destacadas do substrato, podendo este facto ter interferéncia nao formagao de compostos
apolares, sob a forma de stresse. Sendo que o grupo intermédio € constituido pelas amostras
PE, LAB e Mind, especula-se ainda que, o fator stresse proporcionado pelo elevado tempo de
cultivo e condi¢des desadequadas, podera ter provocado um aumento ainda maior na

producao de compostos apolares na amostra IMTA

O extrato Metandlico ¢ responsavel por um efeito extrativo bastante grande, gracas a
sua polaridade elevada (Lehninger 2005) é capaz de ndo s6 extrair uma vasta gama de
compostos polares como diversos pigmentos fotossintéticos, dcidos gordos insaturados, varios
fenois, proteinas membranares, florotaninos, alcaloides, terpenos, poli-hidroxil-esterois,
saponinas, entre outros; como algumas moléculas ndo polares (Ballantine et al. 1987, El
Gamal 2010, Smyrniotopoulos et al. 2010). Comparagdes multiplas pelo método de Tuckey
sugerem a elaboracdo de dois grupos homégenos para este solvente, sendo as algas que
sofreram um processo de cultivo em IMTA (IMTA e PE) as que pertecem ao grupo que
obteve menor rendimento. Sagert & Schubert (2000) afirmam que algas caracteristicas do
horizonte infralitoral possuem maior facilidade de ajuste no seu contetido em pigmentos

fotossintéticos, mediante as condi¢des de ocupagdo de diferentes meios, como adaptacao.

O rendimento das amostras do processo de extragdo dos coléides de D. carnosa
mostra diversas diferencas na biomassa, sendo que as comparagdes multiplas estabelecidas
pelo método de Tuckey sugerem considerar dois grupos homégenos para esta metodologia. O
primeiro grupo, constituido pelas amostras Mind, IMTA e Lab e o segundo grupo, com
rendimento superior, Carr ¢ PE. Os factores responsaveis pelos padroes do conteudo em
ficocoldides incluem: o fotoperiodo, a fase do ciclo de vida, o nivel de crescimento, a
temperatura (do ar e da d4gua do mar), o pH, a salinidade da agua e os niveis de fosforo e azoto
no meio (efeito “Chopin” e “Neish”, respetivamente) (Chopin et al. 1995). Apesar das
variacoes do conteudo em carragenana estarem relacionadas com interagdes complexas de
diversos fatores, parece que dois deles, a temperatura e o nivel de nutrientes na agua, jogam

um papel chave nas flutuacdes do teor deste ficocoldide (Pereira 2004). Devido a elevada
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heterogeneidade das diversas condicdes e fatores sujeitos as amostras de D. carnosa, o
estabelecimento de correlagdes torna-se bastantes dificil, visto que todos eles se apresentam

interrelacionados, sendo dificil separar o efeito de cada um deles.

4.4 Analise dos espetros de FTIR-ATR

Descrito por Chopin e colaboradores (1999) como possuidora de uma carragenana
hibrida das familias A e p, podendo ainda conter uma fracdo de carragenana da familia k, o
coloide de D. carnosa proveniente das diferentes condigdes de cultivo, obtido por extracao
alcalina de 3 horas, foi analisado pela tecnologia de FTIR-ATR. A interpretagdo foi realizada
com recurso aos dados fornecidos por Pereira e colaboradores (2009) e Chopin et al. (1999).

Consultar dados brutos disponiveis em Apéndice.
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Figura 44 — Numeros de onda identificativos de carragenanas presentes em algas da flora portuguesa

(adaptado de (Pereira et al. 2009))

Numa analise geral, o pico dos coloides desta alga, referente ao nimero de onda de
845 cm™', sugere uma parecenca com carragenanas da familia k e p, através da presenca de
um grupo SO; em C, da molécula de 3,6-anidrogalactose, aparentemente diferente da forte
intensidade registada, neste valor, pela carragenana A padrdo. Percorrendo o espectro no
sentido crescente do nimero de onda ¢, novamente evidenciado um pequeno pico presente na
carragenana k padrdo, de valor 930 cm™ correspondente & ligagdo C-O da 3,6-anidrogalactose
(Vincent et al. 1957, Rees 1961, Chopin et al. 1999). Recorrendo a Fig 51, presente no
Apéndice, a identificagdo de um pico aos 1020 cm™, é descrita por Chopin et al. (1999) como
resultado de um tratamento alcalino em carragenana A, contudo Pereira et al. (2013, 2003)
(entre outros autores (Balavigneswaran et al. 2013)) descreve estes valores de absorvancia
como vibragdes dos anéis de piranose, comuns a todos o ficocoloides. O pico observado a

1070 cm™, correspondente a ligagio C-O da 3,6-anidrogalactose e & bastante mais
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evidenciado nas amostras de D. carnosa, em carragenanas da familia A e agares do que para
valores relativos a carragenanas da familia k/1 (Vincent et al. 1957, Rees 1961, Chopin et al.
1999). Para valores de niimero de onda de 1150 cm™, observa-se um pico caracteristico de
estéres de Sulfato (Chopin et al. 1999). O pico seguinte, 1230-1240 cm™, referenciado por
Chopin (1999) como bom indicador do nivel de sulfatos, apresenta uma intensidade
moderada. Sendo esta espécie descrita como possuidora de uma carragenana fortemente
sulfatada, este valor podera aparentemente indicar que, uma molécula de um outro coloide
constituinte podera ter mascarado este o efeito da forte sulfatagdo, conferindo menor
intensidade na vibracdo para esta gama de niumeros de onda (Pereira et al. 2009), adiante,
Chopin et al. (1999) acrescenta que esta absorvancia moderada ¢ tipica de um carragar, visto
ser mais ténue que a forte intensidade observada em carragenana A standard. Os restantes
picos evidenciados caracterizam complexos proteicos do grupo das amidas (e. g. 1420 cm’,

1640 cm™) (Chopin et al. 1999).

Todos estes factos, concordantes com a bibliografia, comprovam que o coloide
extraido de D. carnosa se apresenta distante dos do conhecimento cientifico “tipico”,
sugerindo investigacdo futura com recurso a diferentes tecnologias como FTIR-Raman e

NMR de modo a tornar a interpretagao mais solida e conclusiva.

4.4.1 Amostras nativas Carreco vs IMTA

A comparagdo de amostras nativas de D. carnosa proveniente de ambiente selvagem
(Praia de Carre¢o) e de cultivo em IMTA apresentam algumas diferencas em amplitude e
intensidade de alguns picos. A escolha deste material foi devida essencialmente a observagao

in situ de comunidades naturais de D. carnosa no local (Carreco).

Uma vez que os respetivos espetros se encontram na mesma escala, ¢ possivel
observar que a amostra selvagem possui um conteudo aproximadamente igual em ligagdes a
grupos sulfatos, no Carbono 4, das moléculas de Galactose que a amostra de cultivo em
aquacultura (dado pelos valores 701 cm™, 853 cm™), pressupondo que existird um conteudo
igual entre a alga nativa e o seu coloide. A interpretagdo das diferentes intensidades
observadas no pico 1020 cm™ sugere que o contetido em carragenana possa ser maior na
amostra selvagem, podendo este facto ser devido ao “efeito de Neish” e “efeito Chopin”
(Pereira 2004). O valor de 1227 cm™, indicador do indice de sulfatacdo da carragenana

(Chopin et al. 1999), indica que este contetido € maior no coloide proveniente de cultivo em
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IMTA, facto possivelmente devido as extremas condigdes adversas verificadas e a
correspondente necessidade de adaptacdo, visto que estdo na base do seu esqueleto (Pereira
2004). Também verificado estd o aumento proteico em amidas, compostos azotados
associadas a glicoproteinas membranares (Lehninger 2005), nas amostras provenientes de
aquacultura, este facto pode ser devido ao carater bioacumulador de compostos azotados pelas
macroalgas (Matos et al. 2006, Pereira et al. 2006) conjugado com uma agua rica em nitratos

proveniente da piscicultura (Abreu et al. 2011).

4.4.2 Amostras nativas vs Polissacarideos

A comparacdo de amostras de D. carnosa selvagens nativa (Carreco) com os seus
coloides, ndo revela grandes alteracdes, apresentando-se todos os picos dos gréaficos
coincidentes no valor e amplitude. O unico facto destacavel parece ser um ligeiro aumento de
intensidade para a amostra do coloide, facto que pode se dever a influéncia do processo de

extracdo alcalina (Rees 1961, Tuvikene et al. 2006).

Relativamente & comparagdo estabelecida com exemplares de cultivo em IMTA o
resultado € idéntico ao obtido para Carrego, para numeros de onda compreendidos entre 930
em™ e 1200 cm™ (fragdo relativa ao possivel contetido em carragenana A e ligagdo C-O dos
ésteres sulfato da 3,6-Anidrogalactose). Na restante parte do espetro ¢ perfeitamente visivel

um aumento no conteudo na amostra de alga nativa, ndo observavel na carragenana.

4.4.3 Extracao alcalina 3h vs Sh

Relativamente as amostras de D.carnosa sujeitas a diferentes tempos de extracao
alcalina, observa-se uma aparente ineficiéncia no processo mais demorado. O efeito da
exposi¢ao prolongada dos coloides a um meio alcalino, ja foi descrito como causador de
perdas e estragos nas cadeias coloidais (Rees 1961, Tuvikene et al. 2006), sendo portanto a
duragdo do tratamento alcalino mais apropriado de 3horas, conforme descrito por Pereira et al.

(2003).
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4.4.4 Polissacarideos das diferentes amostras

Na comparacao dos ficocoloides de amostras provenientes de distintas condi¢des de
cultivo, sdo observaveis diferengas essencialmente na intensidade dos picos para varios
nimeros de onda. Relativamente as ligacdes C-S/C-O-C presentes em compostos agaroides,
as amostras Carr, Mind ¢ PE sio as que apresentam maior intensidade (760 cm™). Esta
mesma propor¢do ¢ verificada para o proximo pico, referente ao conteido em ligagdes C-O-
SO4 do C4 da galactose, registando-se também um valor igual no pico ulterior, referente ao

conteudo em ligagdes C-O das moléculas de 3,6-anidrogalactose.

Relativamente ao conteudo de piranose, dado pelo pico 1020 cm™ observa-se que este
¢ sensivelmente maior para as mostras selvagens e menor para as amostras de ficocoloides
cultivados em laboratorio, revelando as amostras de cultivo em aquacultura (IMTA e PE)
valores de intensidade intermédios. Para o pico observado a 1070 cm™ correspondente a
ligacdo C-O de ésteres de sulfato da 3,6-anidrogalactose e ¢ bastante mais evidenciado na
amostra de IMTA, (facto que poderd conferir maior viscosidade a esta amostra). Para 1148
cm’, relativamente as ligacdes de ésteres de sulfato observa-se uma maior quantidade em
amostras selvagens, seguida por amostra de cultivo em aquacultura e por fim por amostras
cultivadas em laboratério. Na regido indicadora do total conteudo em sulfatos (1210 cm™ -
1260 cm™) a amostra que aparece evidenciada foi a que se encontrou destaca numa possa de
mar¢ (Mindelo). Para os picos referentes ao conteudo em amidas, a amostra de IMTA

aparece destacada das outras com maior intensidade.

Em conclusdo da andlise dos diferentes espetros obtidos de FTIR-ATR, ¢ possivel
concluir que os coloides obtidos se apresentam hibridos, mostrando uma forte conjugacao de
dominios coloidais de varias familias; aparentando as familias de carragenanas A, | € K, 0s
polissacarideos de maior presenca em D. carnosa. Ademais se conclui que € possivel que D.
carnosa utilize outros tipos de coloide, nomeadamente agar, para se constituir; trarando-se,
segundo Chopin et al. (1999), de uma espécie da familia Dumontiaceae descrita como
possuidora de um carregar (relembre-se, com uma forte componente carragenofita). Deste
modo, a leitura da banda [1210 cm™ - 1260 cm™'] traduz-se num modesto conteudo de
sulfatos; No presente trabalho foi confirmado a sua impossibilidade de gelificar, provocada
aparentemente pela elavada sulfatagdo das sua galactanas. O aumento da utilizagao do termo
carragar para descrever estruturas hibridas (nem simples agares, nem carragenanas simples) &,

em alguns casos, utilizado para descrever variacdes aparentes no conteudo de ficocoloides
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divergentes das carragenanas da familia A, uma vez que remontam superficialmente a
aparéncia e constituigdo da mesma. Uma vez que a repeticdo de monomeros idealmente
perfeitos sdo extremamente raros de ser observados em galactanas da parede celular das algas
(Chopin et al., 1999). Este facto podera conferir a espécie propriedades interessantes nao
descritas, maioritariamente devido a forte sulfatagdo apresentada e a multifacetadas
propriedades, provenientes dos distintos tipos de coloides que possui. Todas estas
caracteristicas devem constituir uma base para investigacdes futuras, demonstrando
precisamente um facto promissor ¢ de destaque para o avanco da industria de exploragdo e

obtencao de novos biopolimeros.

4.5 Ensaio DPPH

O potencial antioxidante das macroalgas vermelhas ¢ 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 polifendis, carotenoides,
vitaminas e hormonas (Abad et al. 2013). O potencial antioxidante de diferentes fragcdes de D.
carnosa, foi avaliado segundo o método do DPPH, descrito por Duan e colaboradores (2006).
Os resultados para as fracdes de n-hexano e metanol apresentaram, em geral, baixa atividade,
destacando apenas a fragdo metanolica da amostra IMTA, que mostrou sinais de eficiente
redutora de radicais DPPH, podendo este valor sugerir que, a elevada presenga de compostos
antioxidantes nesta amostra ¢ obtida como resultado da fotoagressao sofrida no processo de
cultivo, levando ao aumento da sintese de compostos como carotenoides (e. g. Zeaxantina,
Luteina) (Dring 1982), compostos aminicos (como MAAs) (Hanelt & Nultsch 1995, Sagert &
Schubert 2000), entre outros

Os resultados obtidos em D. carnosa, no presente ensaio, apresentam concordancia
com resultados obtidos por Yuan et al. (2005), na alga homologa P. palmata, onde a maioria
dos extratos ndo apresentou demais atividade. Neste ensaio, a par do obtido por Yuan et al.
(2005), ¢ verificada uma correlacdo de dependéncia do potencial antioxidante em funcdo da
concentragdo do extrato utilizado no ensaio, ou seja, o seu efeito ¢ potenciado com o aumento
da sua concentragdo. Os restantes resultados, apesar de discrepantes entre amostras,
apresentam também concordancia com a literatura, visto que sdo diversas as variaveis podem
interagir no processo de sintese destes compostos antioxidantes, conferindo também

especificidade a cada amostra, visto que foram sujeitas a diferentes condigdes de cultivo
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(Yuan et al. 2005, Ambrozova et al. 2014). E sabido, também, que a eficiéncia da utilizagdo
de metanol ¢ consideravelmente maior do que a utilizagdo de n-hexano no processo de
extracdo, sendo portanto expectavel que os extratos metanoldlicos apresentem conteudos

superiores em compostos antioxidantes.

A eficiéncia do Metanol como solvente organico, em quantidade e diversidade de
compostos extraidos, podera dever-se a uma maior abundancia de compostos lipidicos polares
em D. carnosa (Lehninger 2005, Ambrozova et al. 2014). Contudo, todos os valores
observados de potencial antioxidante, sejam altos ou baixos, ndo dependem s6 de uma boa
capacidade de carga/extragdo do solvente utilizado, visto existir influéncia direta de diferentes
variaveis ambientais e bioquimicas caracteristicas do meio onde o espécime cresce (Lehninger
2005). Diferentes condi¢des de cultivo podem revelar valores de contetidos e potenciais
antioxidantes bastante distintos. A capacidade antioxidante ¢ diretamente relacionada com
mecanismos de fotoprote¢do, sendo esta aparentemente mais elevada em espécies
caracteristicas do horizonte médio litoral, expostas a mudancas dréasticas no espetro de
radiagdo luminosa e UV (Aguilera et al. 2002). Assim ¢ possivel observar uma proporcao
direta da concentragdo de aminoacidos micoesporinicos (MAAs) em fun¢do da intensidade
luminosa, verificando-se a proporcdo inversa no conteudo em R-ficoeritrina e acido ascorbico
(Yuan et al. 2005). Todos os resultados dependem também do tratamento ulterior oferecido as
amostras, podendo a secagem ao sol e o subsequente armazenamento reduzir drasticamente
todo este potencial (Aguilera et al. 2002, Yuan et al. 2005, Ambrozova et al. 2014). Um dado
que cativou atengdo para o ensaio foi, o da extragdo metandlica de IMTA apresentar para este
ensaio, a maior atividade, sendo que no processo de extracdo obteve um dos piores
rendimentos. Apesar dos estudos se desenvolverem a concentracdes na escala dos
microgramas, este dado confere alguma efetividade, relativa, ao extrato, ndo significando que
um processo de extragdo vantajoso determine uma maior bioatividade. Neste caso, para 1 g de
biomassa, o solvente MeOH extraiu menos compostos para a amostra IMTA, que no final, se

mostraram mais efetivos.

Em concordancia com os baixos valores obtido, em P. palmata, por Li et al. (2012)
ficaram também os polissacarideos de D. carnosa, que mostraram fraca capacidade
antioxidante para o radical DPPH. Yuan et al. (2005) refere que o carater antioxidante provém
do grau de sulfatagdo e tipo de coloide constituinte. Abad et al. (2013) acrescenta que a

presenca de duplas ligacdoes e grupos OH também tem influencia positiva no potencial
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antioxidante, descrito, em carragenanas, como crescente no sentido A < 1 < k, contudo os

polissacarideos sulfatados de Dilsea ndo valores satisfatorios.

4.6 Quantificacao Total de Polifenois

Os polifendis representam uma vasta classe de compostos como flavonoides (i. e.
flavonas, flavonois, flavanonas), liganos, liguinas, tocoferdis, taninos, acido fendlico;
desempenhando conhecidas propriedades antioxidantes (Cowan 1999, Yuan et al. 2005). Das
fragdes analisadas destacam-se com valores consideraveis, as amostras de algas provenientes

de aquacultura (IMTA e PE).

Para a fragdo de n-hexano, os resultados do extrato IMTA poderdo aparentemente
encontrar justificagdo nas condi¢des adversas de cultivo proporcionadas aos explantes; uma
vez que a forte epifitazagdo e fendémenos de predagdo por moluscos e briozodrios podera levar
a um aumento na produ¢do de compostos de defesa. A mesma situacdo ¢ possivel de
identificar nas duas fragdes PE, visto que sofreram uma fracdo temporal diminuta do mesmo

método de cultivo (aproximadamente 20 dias).

A fracdo de n-hexano proveniente de Mindelo ndo apresenta qualquer contetdo
polifendlico em equivalentes de acido galico. Este facto incondito, podera ter sido provocado
por uma a¢ao menos correta, pelo utilizador, aquando a realizagdo da metodologia, uma vez
que ¢ de todo estranho que uma fracdo de D. carnosa ndo apresente qualquer contetido
polifendlico. Comparando o rendimento do processo apolar de extra¢do verifica-se que a

extracao obteve biomassa quantificavel (aproximadamente 0,61%).

Outro facto que poderd ter influenciado os valores do ensaio foi o composto
antioxidante utilizado para estabelecer comparagdo, a utilizacdo de acido galico ¢ tida para
comparagdes polifendlicas em amostras vegetais superiores, uma vez que este € um
antioxidante constituinte de plantas terrestres (Jinshui et al. n.d.), sendo portanto uma
metodologia de comparagdo indireta do conteudo polifendlico, através de um equivalente
(acido gélico), entre plantas superiores e organismos algais. Alguns estudos sugerem o tanino
floroglucinol como o adequado para estabelecer comparagdes em macroalgas, uma vez que
este faz parte da sua constituicio (Hubbard et al. 2004, Jung et al. 2006). Apesar de
concordantes com diferentes valores baixos em espécies algais vermelhas (Chakraborty et al.

2013, De Alencar et al. 2014), os resultados obtidos poderdo indicar que a defesa conferida
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por polifenois algais ndo se apresenta Unica contra processos de oxidacdo, contando as algas
com multiplas defesas traduzidas em elevados conteudos vitaminicos (precursores e
moléculas finais) como a-tocoferol, d-tocoferol, P-caroteno, a-caroteno, tiamina, acido

ascorbico, glutationa (Yuan et al. 2005).

4.7 ORAC

A exposicao de algas vermelhas a PAR, e radiacdo UV-A e UV-B influencia nao s6 a
capacidade antioxidante, o perfil de aminodcidos microesporinicos (Yuan et al. 2009), como
também a composi¢do e concentragdo de pigmentos em tecidos fotossintéticos;
nomeadamente o conteido em clorofila a, ficoeritrina e ficocianina, que denotam presenga em
concentragdes inversamente proporcionais a radiagdo UV recebida (J. Aguilera et al. 2002, Y.
Yuan et al. 2005, Yuan et al. 2009). Sendo que ¢ sabido que, o mecanismo antioxidante de
acdo de MAAs funciona na base da cedéncia de eletrdes, e ndo na sequestracdo, como forma

de controlar radicais livres por estes aminoacidos (Yuan et al. 2009).

Um estudo realizado por Yuan et al. (2009), na homologa P. palmata adianta que a
influéncia do aumento de radiagdo UVA e UVB, como consequéncia de um aumento de
latitude, influencia a predominancia de determinados MAAs, em fungdo de outros. Ademais,
noutro estudo realizado pelo mesmo autor (Yuan et al. 2005), ¢ associada, através da
observacdao de fendmenos de peroxidacao lipidica (causada pelo radical livre AAPH), a
capacidade antioxidante de MAAs na prevencdo da ocorréncia deste tipo de fendmenos e que
este efeito ¢ sobejamente maior em fracdes hidrofilicas. Este facto pode-se apresentar
justificativo dos bons indices obtidos por algumas fragdes metanodlicas nas amostras de D.
carnosa. Yuan et al. (2005) adianta que a atividade antioxidante de MA As registada no estudo
por ele realizado pode ndo se dever direta e exclusivamente aos MAAs, mas também a
presenca de compostos flavondicos e acidos fenodlicos que utilizem a mesma via de sintese

(ver também Potin et al. 2002).

A boa eficiéncia, verificada na técnica de ORAC, pelo extrato Metanolico de Carr,
ndo corresponde em proporcdo e destaque & mesma fragdo testada, para o contetdo total de
polifenodis. O elevado valor obtido no ensaio de QTP para a fragdo de n-hexano PE, nao
correspondeu com uma atividade antioxidante forte no método de ORAC. A amostra das

fracdes n-hexano e MeOH de IMTA apresentaram atividade distinta em ambos os ensaios.
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Aparentemente, através da comparacao destes dados se pode inferir que o potencial
antioxidante, aparentemente, ndo depende unica e exclusivamente do conteudo polifendlico
da amostra. Apesar do conteudo polifendlico total, segundo Lee & Kim (2015) ser
positivamente relacionado com valores obtidos em ensaios de ORAC, ndo querera dizer que

esta seja a Unica forma de defesa contra radicais livres.

Segundo Yuan et al. (2005) a atividade antioxidante pode se dever presenca de MAAs,
compostos flavondicos, entre outros (ver também Potin et al. 2002). Mais estudos t€m sido
efetuados, aplicando esta metodologia em diferentes elementos constituintes de P. palmata,
descrevendo, assim, o seu potencial antioxidante. A fragdo hidrossolivel (metanol:agua) de
enzimas foi comprovada por Wang et al. (2010) como parcela constituinte do potencial
antioxidante, conferindo-lhes responsabilidade neste tipo de resultados em P. palmata. A
maioria dos estudos realizados dao enfoque a compostos polares e hidrofilicos, sendo que a
utilizagdo de extratos polares como o de n-hexano ndo ¢ verificada em estudos como os de
Yuan et al. (2009), Wang et al. (2010) e Harnedy & FitzGerald (2013). Nao obstante, as
amostras de D. carnosa demonstram alguns valores, na fracdo apolar, com consideravel
atividade, como ¢ o caso de IMTA e Carre¢o. Segundo Harnedy et al. (2014) fragdes
hidrofilicas proteicas, apesar de conferirem atividade antioxidante a amostras, ndo dependem
do método ou local de cultivo, ndo sendo portanto o conteudo proteico justificativo dos

valores obtidos por diferentes extratos de diferentes amostras de D. carnosa.

Comparativamente as diferentes propor¢des observadas, respetivamente, em extratos
selvagens de n-hexano e metandlicos, uma possivel justificacdo aparenta ser devida as
condi¢cdes oferecidas nos diferentes meios onde se procedeu a recolha, a colheita do material
Mindelo ocorreu numa poca de maré, no patamar meédio litoral superior (destacada do
substrato). Neste local registam-se diversos fatores capazes de conferir alguma inospitalidade
para a seletividade, ocorréncia e integridade dos exemplares ai colhidos. Lobban & Harrison
(1997) descreve a fisionomia do talo de espécies como D. carnosa como favorecedora de
longevidade e resisténcia ambiental, caracteristica de patamares infralitorais. Este local de
ocupacdo, descrito por Barry & Dillon (1945), provavelmente ird conferir diferentes
conteudos proteicos, lipidicos (entre outros) e consequentemente distintas propriedades
antioxidantes, facto que podera eventualmente marcar diferencas observdveis no presente
ensaio, visto que algas que cresceram em comunidades com condigdes ecofisiologicas

naturaisapresentam diferentes resultados, nesta técnica.
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Os resultados obtidos nas fracdes coloidais das amostras em estudo apresentaram
valores de pug de equivalentes de Trolox por gramas de extrato bastante mais reduzidos que os
extratos das restantes fragdes, sendo a amostra de IMTA a que se destacou através de um
comportamento maior nesta analise. A avaliagdo do comportamento antioxidante de
polissacarideos sulfatados tem sido evidenciada na literatura e diversos resultados tém sido
reportados sendo que, o grau de sulfatacdo aparece normalmente associado a um aumento do
potencial antioxidante (Barahona et al. 2012). Contudo o mesmo autor evidencia que esta
metodologia ¢ especifica para detetar atividade antioxidante através de radicais peroxilo, ndo
se apresentando explicito o potencial antioxidante total. O autor adianta que a metodologia
utilizada ¢ focalizada para medi¢do de uma molécula alvo e que esta influencia a medigao do
comportamento nativo de polissacarideos face ao radical escolhido para medir o potencial
antioxidante (Barahona et al. 2012). Abad et al. (2013) avanga que o o potencial antioxidante
¢ tido como crescente em carragenanas A < 1 < k. Contudo Yuan et al., (2005) discute que nao
s6 ao grau de sulfatacdo confere caracter antioxidante em ficocoloides carragenofitos mas
também a presenca de duplas ligacdes e grupos OH. Este facto ¢ confirmado por Barahona et
al. (2012), adiantando que a capacidade antioxidante com radicais OH ¢ verificada com a
diminui¢do da sulfatacdo. Tratando-se de uma carragenana nativa com presenca de diversas
familias como A e x, a amostra de coloides de D. carnosa que demonstrou maior atividade
parece demonstrar elevados potenciais antioxidantes ndo s6 caracteristicos da forte sulfatagao
verificada em cultivo IMTA (ver 5.3.4) como possivelmente pela presenca de componentes
agardides, possivelmente mais evidenciada nesta amostra e conferindo-lhe um efeito
antioxidante combinado, com caracteristicas interessantes (Matsuhiro et al. 2014). E de
salientar que moléculas de agarose neutras mostram potencial moderado em contraste com
agaroses sulfatadas, sendo que estes resultados indicam que ndo s6 a presenca de grupos
sulfato, mas outros fatores tais como a posi¢do do sulfato e a estrutura e o peso molecular do
polissacarideo sdo caracteristicas importantes envolvidas na atividade antioxidante. Toda esta
abordagem a coloides hibridos revela-se complexa e necessita de mais investigagao

(Matsuhiro et al. 2014).

4.8 Ensaios anti microbianos

As algas possuem uma enorme capacidade para produzir metabolitos secundarios,

capazes de funcionar como mecanismos de defesa contra macro e microrganismos (Cowan
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1999, Potin et al. 2002). A produgdo destes biocompostos pode ser feita por diversas vias
metabolicas como causa de determinados fatores, sendo eles endogenos de determinadas
espécies ou grupo taxondmico, derivados de comportamentos ambientais ou ainda derivados
de interacdes biologicas. Da vasta gama de compostos antimicrobianos produzidos pelas
algas, cumprem mais uma vez ser evidenciados os fendis e polifendis (4cido fendlico,
flavononas flavonoides e flavonois), os taninos, os terpenos e terpendides, as quinonas, as
lectinas, etc. como os metabolitos mais estudados em pesquisas cientificas (Cowan 1999,
Mohamed et al. 2012). A produg¢dao de compostos muito reativos, como os derivados de
halogéneo e de terpenos, e a sua dispersao no meio aquatico constituem eficientes respostas,
que se adequam quer ao tipo de organismos quer ao meio que ocupam (Potin et al. 2002,
Genovese et al. 2009, Smyrniotopoulos et al. 2010). Em geral a produ¢do destes metabolitos
esta associada a producgao de ultraestruturas celulares especializadas no seu armazenamento, a
fim de evitar fendémenos de autocitotoxicidade (Genovese et al. 2009), tornando estes
organismos eficientes gestores e produtores de biomoléculas contra agentes microbioticos. A
resisténcia bacteriana representa um grande desafio para o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos algais, visto que infe¢des bacterianas como as causadas por S. aureus e E.
coli tornaram-se novamente uma ameaga séria em paises desenvolvidos (Smyrniotopoulos et
al. 2010). Em conjunto, toda esta informagdo realga o papel ativo das algas em interacdes
bidticas, pois sdo capazes de, ativamente, alterar a sua propria suscetibilidade a diversos

mecanismos de ataque (Potin et al. 2002).

A capacidade antimicrobiana de extratos e polissacarideos de amostras de D. carnosa
foi avaliada em trés organismos modelo, duas bactérias, Gram+ e Gram- e um fungo,
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida albicans
(ATCC 10231), respetivamente. Este potencial foi avaliado através do método descrito por
Horta et al. (2014), traduzindo-se numa forma simples, economica e reprodutivel de inferir

acerca da bioatividade das amostras.

A atividade antimicrobiana em E. coli dos extratos e polissacarideos de D. carnosa, a
excecdo de algumas fracdes como a de IMTA, apresentaram niveis inibi¢ao reduzidos ou
nulos (o contrario foi verificado em S. aureus). Este resultado é consensual na medida em
que, a atividade de extratos algais contra bactérias Gram + ¢ mais efetiva do que para
bactérias Gram - (Ballantine et al. 1987, Stirk et al. 2007, Mohamed et al. 2012). A
dificuldade verificada na inibicdo do crescimento de E. coli deve-se possivelmente pela

presenca de uma ultraestrutra membranar de peptidoglicano e de um espago periplasméatico
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nas bactérias Gram - (Cowan 1999), constituindo mecanismos de defesa (fisica) na forma de
uma barreira polipeptidica, como (quimica) pela presenca de numerosas enzimas no espago
periplasmatico capazes de degradar um vasto leque de moléculas, conferindo assim uma forte

resisténcia contra muitos antibidticos ou outras moléculas estranhas (Lambert 2002).

Outro facto verificado neste ensaio foi o favorecimento do crescimento por algumas
fracoes de D. carnosa, em detrimento da sua inibicdo. Este acontecimento dever-se-a
possivelmente a presenga mais acentuada, nesses extratos, de compostos capazes de, nao so
garantir fontes de alimento para metabolismo primario de E. coli, como de o favorecer, uma
vez que o crescimento registado foi maior do que o do crescimento em meio de cultivo na
auséncia de extrato (controlo). Ademais, a presenca de extrato de polissacarideos (agtcares)
parece potenciar o crescimento dos microrganismos E. coli e S. aureus. Como com a
concentragdo maxima estudada ndao se foi capaz de inibir o crescimento (por vezes
potenciando-o0), especula-se que estas fracdes ndo terdo aplicabilidade comercial aparente, do
ponto de vista antimicrobiano, uma vez que, testada a concentracdo maxima capaz de

favorecer a viabilidade celular e evitar fenomenos de citotoxicidade, ndo ocorreu inibicao do

crescimento (Pinteus 2011).

Num screening da atividade antimicrobiana de diversas algas da flora mediterranica,
utilizando os mesmos organismos modelo, Salvador et al. (2007) obteve para filo Rhodophyta
os maiores niveis de inibicdo contra bactérias Gram negativas e bolores. Dentro das
Rhodophyta, as ordens Ceramiales e Gigartinales tiveram atividade antimicrobiana notavel.
Apesar de D. carnosa pertencer a esta Ultima ordem, a atividade geral contra bactérias Gram
negativas apresentou-se aparentemente nula, tendo-se apresentado modesta para o fungo, em

todas as fracoes testadas.

Os efeitos do extratos no microsganismo Gram +, S. aureus, os efeitos dos extratos de
n-hexano e metandlicos de D. carnosa, foram diferentes, conseguindo-se em alguns deles,
obter inibicdo do crescimento a mais de 50%, para as concentragdes maximas de 1 mg/mL.
Este facto revela-se determinante na escolha de um potencial composto antimicrobiano, uma
vez que, esta concentracdo ¢ fisiologicamente capaz de ndo conferir agressdes ao organismo
hospedeiro, apresentando uma toxicidade diminuta, traduzindo-se consequente numa maior
facilidade na sua remoc¢ao do organismo. A fracdo de n-hexano foi a que obteve melhores
resultados de inibi¢do para este microrganismo. Os extratos de IMTA (ICso de 96.12 pg/mL)
Carreco (ICsy de 121,0 pg/mL) LAB (ICsy de 238.0 pg/mL) apresentaram, por ordem
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crescente, efeitos antibacterianos em funcdo da sua concentragao. Um trabalho realizado por
Genovese et al. (2009) obteve bons resultados na inibi¢ao do crescimento antimicrobiano com
extratos apolares do género Asparagopsis (Rhodophyta), atribuindo esta atividade
maioritariamente a compostos lipofilicos halogenados. Através da analise da Tabela 5 ¢
possivel observar que o extrato de Carreco apresentou um rendimento muito baixo, contudo
este apresentou uma bioatividade consideravel. O extrato de n-hexano que produziu o melhor
efeito na inibicdo de S. aureus foi também o que obteve melhor rendimento na extragao,

IMTA.

A fragdo metandlica de IMTA também foi capaz de inibir mais de 50% do
crescimento de S. aureus, tendo também este efeito variado em funcdo da concentragdo do
extrato (ICso = 52.42 pg/mL). O rendimento do processo de extracdo para este extrato foi
baixo, contudo este provou possuir boas capacidades antimicrobianas. Um trabalho levado a
cabo por El Gamal (2010) destaca, entre os compostos algais constituintes da fra¢ao polar,
varios fenois, sais alcaldides, aminoéacidos, poli-hidroxil-esterois, saponinas, dcidos gordos e
terpenos como os principais responsaveis pelo potencial antimicrobiano. Um estudo realizado
por Ballantine et al. (1987) descreve também o papel dos sesquiterpenos halogenados com
responsaveis por demais atividade da fragao polar. A mesma conclusdo ¢ obtida num trabalho
encabecado por Smyrniotopoulos et al. (2010), que atribui a bioatividade de extratos algais de
Sphaerococcus coronopifolius (Rhodophyta) as pequenas alteragdes estruturais em compostos

terpendides.

Apesar das diversas fragdes de D. carnosa apresentarem, aparentemente, interferéncia
no crescimento do fungo C. albicans, nenhum extrato foi capaz de provocar inibi¢do a mais
de 50%. Os coloides de D. carnosa, foram a fragao que apresentou, em média, maior inibi¢ao
do crescimento do fungo, destacando-se modestamente, uma vez mais, a fragcdo de IMTA,

contudo nio oferecendo resultados satisfatorios.

De um modo geral foi encontrada mais bioatividade em extratos de n-hexano seguida
da fracdo metanolica. Os polissacarideos de D. carnosa apresentaram resultados nao
desejados tendo sido aparentemente mais efetivos na inibi¢ao do fungo C. albicans. O estudo
em microrganismos de diferentes caracteristicas revela-se vantajoso de modo a tonar
percetivel a descoberta de compostos de interesse que, cujas diferentes polaridades, possam se
reconhecer mais efetivas para determinado microrganismo. Este facto revela também a grande

complexidade das moléculas envolvidas nestes estudos. Stirk et al. (2007) adianta que, a
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excegdo do efeito no fungo C. albicans e apesar da complexidade das moléculas estudadas, a

sazonalidade poderd influenciar bastante todos os resultados obtidos.

A passagem de outros solventes com polaridades intermédias como o Diclorometano,
ou solucdes aquosas de metanol a diferentes percentagens de formulagdo poderiam ter
extraido mais compostos capazes de conferir bioatividade as amostras de D. carnosa,
conferindo no final um espetro de maior de compostos de D. carnosa com polaridades mais

variadas.

Este exercicio constitui um método eficiente na busca de novas solucdes, possiveis de
serem incorporadas em diversas modalidades de aquacultura, capazes de fortalecer varios
meios e organismos em cultura, como peixes, moluscos e algas. Ademais, parece coerente
que, para a obten¢do destes compostos bioativos, a exposi¢do de fatores sinalizadores de
agressdes (como produtos resultantes da degradacdo das paredes celulares) favoreca o
reconhecimento e provoque um aumento da sintese destes compostos em macroalgas em
cultivo com essa finalidade. A subjugacao de algas a métodos agressivos de cultivo parece ser
também um bom método de obtencdo de compostos de interesse. Estes resultados sdo também
importantes para aumentar o conhecimento e a compreensdo dos mecanismos envolvidos em
processos de acdo e sintese, de forma a desenvolver novos biocompostos, possibilitando

também no futuro a substituicdo de moléculas sintéticas pelas demais.
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S Conclusoes e perspetivas futuras
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A realizacdo do presente trabalho permitiu concluir que os resultados obtidos nos
diversos ensaios se apresentam em conexacao, repercutindo, as diversas metodologias, efeitos
caracteristicos de processos naturais, como consequéncia de todas condigdes, tratamentos e
metodologias proporcionados aos exemplares de Dilsea carnosa. Como resultado deste
processo, o desenvolvimento do poder interpretativo e do sentido critico, foram eficazmente
assimilados, para que uma correta compreensao da matéria, aqui abordada, se veja de uma
maneira coerente num continuum de processos ecofisioldgicos. A abordagem biotecnologica
foi projetada com base na sustentabilidade e adequabilidade das metodologias oferecidas pela

ciéncia do presente, objetivando avangos da ciéncia para o futuro.

Os contetidos desenvolvidos em torno da Aquacultura Integrada Multitrofica provaram
ser a aproximacdo, ndo s6 mais organica, mas também a mais acertada, para o futuro da
producdo intensiva de formas alimentares marinhas, possibilitada pelo conhecimento
cientifico-tecnoldgico atual, traduzindo-se este processo, num sistema win-win para o Homem
e para o meio ambiente. Neste novo paradigma de concecdo de sistemas de producdo
alimentar mais eficientes, mais investigacdo serd sempre necessaria de modo a tornar
extrapolavel, sustentavel e organico o fornecimento de bens alimentares ao crescente nimero

da populagd@o mundial.

A realiza¢do de ensaios laboratoriais de extracdo de compostos algais de interesse €,
sem duvida, uma importante faceta do desenvolvimento biotecnoldgico de setores industriais,
alimentares, médico-terapéuticos e farmacoldgicos, que direciona a investigacdo cientifica
para uma vertente mais atual, de obtencdo de novas biomoléculas e biocompostos. A
investigacdo em torno da obten¢do e isolamento destas biomoléculas algais ¢ uma érea
delicada mas que representa um caminho importante no combate a patologias, ndo so
humanas como de organismos de interesse para 0 Homem. Em suma, esta area torna capaz a
solucdo, no futuro, de problemas que no presente, se apresentam passiveis de gerar

repercussdes a ter em conta e que exigem novas abordagens.

A realizacdo deste trabalho tornou possivel obter resultados em diversas metodologias
aplicadas a espécie Dilsea carnosa que, até entdo, ndo se apresentavam descritas na literatura.
Os ensaios de cultivo da espécie em IMTA, a otimizagdo de um protocolo para um eficiente
processo de extracdo, a caracterizacdo do seu coloide e a caracterizagdo do seu perfil
antioxidante mediante variadas tecnologias constituiram nova informac¢do capaz de constituir

uma base solida para estudos futuros em diversos campos biotecnoldgicos e cientificos.
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No presente trabalho foi possivel perceber que existe um entrave na sua produgdo em
aquacultura em meses estivais, contudo esta espécie mostrou ser capaz de se manter em
cultivo laboratorial, garantindo um stock de biomassa, para a possibilidade de cultivo em
temperaturas mais baixas. Com a caracterizacao do seu coloide, foi possivel perceber que este
se apresenta distante de uma forma “tipica” e que a hibridizagdo de polissacarideos de
diversas familias carragenoéfitas e possivelmente agardfitas fazem deste biopolimero um novo
hidrocoloide capaz de cativar o interesse para novas investigagdes, a fim de desenvolver
novas aplicabilidades. A nivel de bioatividade, a importancia de um novo registo, enriqueceu
o conhecimento cientifico geral em torno desta alga, uma vez que se apresentam escassos na

literatura, dados que a refiram.

Em conclusio, este exercicio de investigacdo permitiu enriquecer diversas lacunas do
conhecimento cientifico sobre a espécie D. carnosa, fornecendo informagdo, sobre as

potencialidades biotecnoldgicas da espécie em areas ndo descritas até ao presente.
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7 Anexos

Tabela 11 - Dados recolhidos para o céalculo da percentagem de peso seco (DW) no ensaio laboratorial de

densidades de cultivo.

Peso fresco : Peso seco (g) % DW
1,019 0,25 24,534
1,009 0,3 29,732
1,023 0,19 18,573

Media SD SE
24,28 5,584 3,224
Contetido em agua (%)

75,72

Crescimento (%)

Subsetfor alpha=0.05
Densidade de Cultivo 1 2
Student-Mewman-Keuls®  5gll G2666RT
3l 15066667
1alL 2,3800000
Sig. 138 1,000
Tukey HSD? 5L J26GEET
JalL 15066667 | 1 5066667
1l 2,3800000
Sig. 2749 044

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. lUses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Produtividade (g %DW m*-2 dia*-1)

Subsetfor alpha=0.05

Densidade de Cultivo 1 2
Student-Mewman-Keuls® 1 gL 3 | 505566667

5giL 3 86,4133333

JgiL 3 A7,5566667

Sig. 1,000 820
Tukey HSD?® 1glL 3 | 505566667

5giL 3 86,4133333

3giL 3 A7,556666T

Sig. 1,000 994

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Figura 45 - Teste Tuckey e SNK para a atividade experiemtal de cultivo de densidades (1* atividade

experimental).
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Tabela 12 - Dados recolhidos para o célculo da percentagem de peso seco (DW) no ensaio laboratorial de

densidades cultivo combinadas com diferentes intensidades luminosas.

Peso fresco : Peso seco (g) % DW

1,028 0,24 23,346

1,004 0,273 27,191

1,026 0,106 10,331

Média SD SE

20,29 8,836 5,101

Conteudo em agua (%)
79,71
Tests of Botwean-Subjects Effects
D=pendantVanable: RGR
Typs I8 Sum Farlial Ela Moneard Dhsaad
| Source ol Bquares f Mesn Soudre 3 Sig Squared Paramets| P oo

Carracted Wadel JEs" ] 0 1668 Bk ] Des S5T o7l
Inlsreept B 1 w881 | 101242 oo w1t 101,242 1,000
Dans_Cult ilil] 1 fial ay A1l ili] a1 55
Ini_Lum 048 1 izl 1t S032 Jos8 A as
Dens_Cult® Int_Lum Joan 1 filali] aos LEFE] oo on4 o0
Emor TEh g 0an
Total 10,635 12
Camacted Total JB4a 1"

& R Squared = 065 [Adjusted R Souared = - 286)
b. Compuled using #aha= 05

Tests of Betwesn-Subjects Eflects
DspencantYanable  Produlvidads
Type Il Surn Pamal £t Moncent Sbmarmd
0 ol 3quares il W& an Squara F iy Sauared Pagamear Porwar
Comactad Moded HHeETEY 3 IS ] 748 i) Ta4 19,258 Lk
Infarcapt 10408108 ] 10408108 | 113,142 1] 34 113,142 1,000
Dens_Cull 2818545 1 2619545 28,585 [T T8 28,585 el
ni_Lum 85 485 i L2 ] B [cx ] JAkad &t 15 ] o
Dena_Cult® int_Lurn A45H32 1 LA32 Js0 M2 006 050 056
Emor s ean g 1.8
Tokal 13232714 12
Carrected Total JA 25606 1t
i R Sguarsd = TS (Adiudted R Squansd = 705
b. 0 455667

Figura 46 - Tabela ANOVA para o ensaio 2, (em cima) interacdo da IL*DC com RGR, (em baixo) interacdo
da IL*DC com Produtividade.
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Tabela 13 - Dados recolhidos para o célculo da percentagem de peso seco (DW) no ensaio em condigdes de

IMTA.

Peso fresco (g) : Peso seco (g) % DW
2,063 0,535 25,933
2,071 0,473 22,839
2,009 0,51 25,386
2,025 0,615 30,37
2,053 0,591 28,787
2,041 0,584 28,613

Media (%DW) SD SE

29,257 0,968 0,559
Conteudo em agua (%)
70,743

Tabela 14 — Valores médios semanais de pH, Temperatura (°C), intensidade luminosa (LE) medida a

superficie e a 5 cm de profundidade em (A) tanques a uma densidade de 1 g/L e (B) 3 g/L.

A 1 g/L
Semana 1 Semana 2 Semana 3
Hora | Média SEM Média SEM Média SEM
pH 13:00 7,94 0,01 7,91 0,02 7,84 0,04
Temp (°C) 13:00 | 23,59 0,05 2431 0,07 24,33 0,11
Int. Lum sup. (nE)  17:30 | 1807,25 12,58 1389,63 78,64 1314,05 84,38
Int. Lum Scm (LE)  17:30 | 1542,25 15,40 1131,25 65,17 1181,70 79,72
B 3 g/L
Semana 1 Semana 2 Semana 3
Hora | Média SEM Média SEM Média SEM
pH 14:00 7,97 0,01 7,94 0,01 7,88 0,04
Temp (°C) 14:00 | 23,51 0,11 24,29 0,06 24,29 0,06
Int. Lum sup (pE) : 17:30 | 1713,13 : 25,11 1241,10 83,90 1270,55 122,71
Int. Lum 5cm (RE) | 17:30 | 1390,22 | 48,29 ' 1062,03 78,51 1175,15 83,49
Indepesndiem Sarnpisa Tesr
T o Exety of st Eraatie i s
T B B Carrhduncs infeneal althy
M 1 B Difanrce
F Bg 1 r Hig SN Lo e [ ) Ll § AT
BT ERisil all Fasnion @5 e [T 1% [ [T [TTTE e T 41011
Equa wr | s aa | i " ~izon 17058
— i 4 I ] ] W B

Figura 47 — Teste T para amostras independentes, Ensaio de cultivo em IMTA.
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Tabela 15 — Peso das diferentes fracdes, obtidas por extracdo sequencial, seguidas de uma extracdo alcalina

de 3 horas e precipitacdo dos polissacarideos, das diferentes amostras de D. carnosa..

Peso dos extratos (g)
Metanol n-Hexano Polis.
0,02082 0,00116 0,3370
0,02012 0,00129 0,3795
0,02668 0,00188 0,3831
0,03059 0,0043 0,2721
= 0,02473 0,00526 0,2923
=) 0,02765 0,00875 0,2663
[+
§ 0,02255 0,00554 0,3061
8 0,02269 0,00511 0,322
Z 0,02314 0,0077 0,3219
E 0,00606 0,00853 0,4391
0,00472 0,00672 0,3601
0,0052 0,00841 0,4314
0,00913 0,011551 0,2637
0,00767 0,00834 0,2868
0,01074 0,01183 0,3149

rendimnia_n_Hesins Pttty _Melmol
Bl T algnd = 003 Supsal fal dlane = LS
fali] o maieial H 1 1 Singem sin material H 1 1
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Figura 48 — Comparagdes multiplas entre os métodos de cultivo das amostras relativamente aos rendimentos

dos processos de extragdo.
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Figura 49 — Rendimento médio das extragdes efetuadas e D. carnosa pelos processos de extragdo por (1) n-
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Hexano, (2) MeOH e (3) precipitagdo de polissacarideos com alcool isopropilico.
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8 Apéndice

Figura 50 - Método de elaboragdo do meio VSE
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Wavenumbers. (cm ') Bands

3500 o-H

2960 CHy

2000-2920 C-H (good refenence for total sugar content)

2845 C-CHy {shouldar on the band at 2820 in highly methylated agars)

1725 COOH

1680-1605 Amide | from profesns

1640-1650 H,0 and proteins CO-NHfamide 1l from proteins

1605 Carboxytate anion of pyruvate

1450 Ester-sullfate

1420 Ammide 1 from protadns

1310-1320 Ester-sulfate

1210 « 1240 < 1260 5= of ester-sulfate (good indication of total sulfate content)

1180 P-0-C (akicyl substituents suggesting organic phosphates)

1150 [Ester-suifate

1070 C-0 of 3, B-anhydrogatactise (shoulder)

1040 C-0 of ester-sulfate and hydromyl

1020 7 {in A-carrageaenan after alkaline troatment)

BT0-975 Galactosa: peak with alkali modified fSmall poak with unmodified Shoulder wWith o-Carmagenan
(poak akso prosent in gars)

530 -0 of 3.6-anhydrogatactose (reduced when procursors) (aiso comributed by galactose 4-surfate)

505 C-0-504 on C; of 3.G-anfydrogalactose (shoulder)

880-900 Ursutfated B-o-galactose (or with 6-0-methylgaisctose of with pyruvats)

BGT C-0-504 on Cy of galactose (shoulder, Indicates precursors)

B45 -0-50, on €, of galactosefiondean starch

B25-830 £-0-504 on C; of galactose (narmow when 5-carrageenan present)

B15-820 -0-504 on Cg of galactose

BOS C-0-50, on C; of 3.6-anhydrogalactose

700 Characteristic of agar-type in sacond defivative spectra

T80 7

730-750 -5/C-0-C banding mode in giycosidic linkages of agars

717 Characteristic of agar-type in second defivative spectraiC-0-C bending maode in ghycosidic linkages of agars

705 C-0-504 on C; of galactose

580 5-0 in sulfated galacians

Large band at 1000-1200 om-* indicates sulfsies « floridean starch; less marked peaks 3t B45 and BOS cm' {depression between
B45 and 805 cm-! less pronpunced) indicate precursors. (which provide vibrations at B20-830 cm- )

Figura 51 — Numeros de onda para a caracterizag@o de ficocoldides, adaptado de (Chopin et al. 1999)
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Fig. 1. Idealized wnits of the main types of carrageenan

Figura 52 — Moléculas percursoras e finais de diversas carragenanas, adaptado de (Pereira et al. 2009)
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Figura 53 - Numeros de onda para a caracterizagdo de carragenanas, adaptado de (Chopin et al. 1999)
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