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RESUMO

As algas marinhas possuem grande importancia definida a muito tempo,
mas somente a partir da 22 Guerra Mundial é que se expandiu a sua real
utilizagdo. Hoje em dia as algas marinhas tém interesse na area alimentar,
principalmente a nivel dos seus polissacarideos, pigmentos e acidos gordos
polinsaturados.

Assim, este trabalho teve como objetivo a pesquisa, recolha e analise do
valor nutricional e de propriedades bioativas de algas marinhas da ria de Aveiro,
de modo a reconhecer a sua importancia.

As espécies em estudo foram a Ulva lactuca e a Chaetomorpha linum
(algas verdes), a Gracilaria vermiculophylla (alga vermelha) e a Fucus
vesiculosus (alga castanha). A analise nutricional das macroalgas foi efetuada
de acordo com as recomendagdes AOAC (esquema de Weende), tendo ainda
sido analisados alguns pigmentos, como as clorofilas (a e b), carotendides e
ficobiliproteinas, bem como os minerais. Por outro lado, a obtencao de extratos
foi efetuada por extracao sequencial, com r+hexano, metanol e agua. Os
extratos decorrentes de cada extracao foram utilizados posteriormente no teste
de Folin-Ciocalteu, teste DPPHe (radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) e teste do
Poder Redutor, para avaliacdo do seu contetdo total de compostos fendlicos e
da atividade antioxidante.

Ao nivel nutricional, as algas verdes em estudo apresentaram maiores
percentagens de humidade e cinzas, enquanto a alga vermelha demonstrou ser
mais rica em proteina bruta e mais pobre em gordura bruta. Por outro lado, a
alga castanha possui maior percentagem de gordura bruta e menor quantidade
de proteina bruta. Ainda nesta avaliacdo, quando determinados os metais
pesados, observou-se maior expressdao em todas as espécies, do ferro e
magnésio.

Em relagdo a atividade antioxidante, os resultados obtidos neste trabalho
permitiram concluir que, das quatro algas, a Fucus vesiculosus é a mais
promissora.

Palavras-Chave: algas, valor nutricional, antioxidantes, pigmentos,

composicao mineral.



ABSTRACT

Seaweeds have great importance to set a long time, but only since 2™
World War is expanded to its actual use. Nowadays marine algae have an
interest in the food area, especially at the level of their polysaccharides,
pigments and polyunsaturated fatty acids.

This study aimed to research, collection and analysis of nutritional and
bioactive properties of seaweed from Ria de Aveiro, in order to recognize their
importance.

The species studied were Chaetomorpha linum and Ulva lactuca (green
algae), Gracilaria vermiculophylla (red algae) and Fucus vesiculosus (brown
seaweed). The nutritional analysis of macroalgae was performed according to
the AOAC recommendations, some pigments has been analyzed, such as
chlorophylls (a and b), carotenoids and phycobiliproteins, as well as minerals.

On the other hand, obtaining the extracts was performed by sequential
extraction with n-hexane, methanol and water. The resulting extracts from each
extraction were later used in the Folin-Ciocalteu test, DPPH- test and Reducing
Power test for evaluation of the total content of phenolic compounds and
antioxidant activity.

In the nutritional level, the green algae in the study had higher
percentages of moisture and ash, while the red alga proved richer in crude
protein and poorer in crude fat. The results in brown alga have higher
percentage of crude fat and lower of crude protein. When certain heavy metals
we observed a higher expression in all species, with iron and magnesium.

Regarding the antioxidant activity, the results of this study indicate that of

the four algae, Fucus vesiculosus is the most promising.

Keywords: seaweeds, nutritional value, antioxidants, pigments, mineral

composition.
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1. INTRODUCAO

As algas constituem uma multiplicidade de espécies que vao desde
organismos unicelulares microscopicos a grandes conjuntos de algas. Sao seres
fotossintetizantes, contudo ndo possuem folhas, raizes ou tecidos vasculares.
Estas habitam oceanos, solos, rochas e até arvores. Representam uma parte
significativa da biodiversidade global, constituindo um grande e diversificado
grupo de organismos que desempenham um papel ecoldgico e vital em
comunidades marinhas (Wijesinghe & Jeon, 2011).

Existem mais de 5000 espécies de algas, com estruturas, arranjos
celulares e pigmentos fotossintéticos diferentes, variando significativamente de
espécie para espécie (Sze, 1998).

No entanto, em todo o mundo apenas cerca de 221 espécies de algas
sao usadas para diversos fins (125 espécies de algas vermelhas, 64 espécies de
algas castanhas e 32 espécies de algas verdes) (Pereira, 2011). Deste universo
de algas utilizadas, cerca de 145 espécies sao consumidas diretamente como
alimento e 101 espécies através da industria dos ficocoldides. Outras atividades
usam algumas espécies na medicina tradicional, na agricultura, em ragoes e
fertilizantes e, ainda, cerca de 12 espécies sdo cultivadas em “agricultura
maritima” (Pereira, 2011).

Dada a sua abundancia nos ecossistemas marinhos e ao fato destas
serem um recurso marinho potencialmente renovavel, estes organismos podem
representar uma importante fonte de novos compostos bioativos com
excelentes capacidades, que poderao ser importantes para o desenvolvimento
de novas moléculas com interesse, quer para a industria alimentar quer para a
industria farmacéutica, entre outras (Matsukawa et a/., 1997).

As algas agrupam-se muitas vezes com base na sua coloracao, estando
divididas em trés filos principais: algas castanhas, vermelhas e verdes. Em
geral, os botanicos referem-se aos trés grupos como Phaeophyceae,
Rhodophyceae e Chlorophyceae, respectivamente (Van den Hoeck, 1995).

No geral, as algas castanhas sdo grandes, variando desde 30-60 cm até

0s 20 metros de comprimento (os chamados kelps). Por outro lado, as algas



vermelhas variam de poucos centimetros até cerca de 1 metro de comprimento.
Esta dltima gama de variagbes de tamanho é também observada nas algas
verdes (McHugh, 2003).

O uso de algas tem fortes raizes em alguns paises da Asia, como a
China, Japao e antiga Republica da Coreia, mas a sua procura tem vindo a
aumentar na América do Norte e do Sul, bem como na Europa. Constituem
portanto um produto bastante versatil, como ja referido, utilizado no consumo
alimentar humano, na industria dos cosméticos, no fabrico de aditivos animais e
como fertilizante (Vazhiyil Venugopal, 2011). Atualmente sao usadas, por
exemplo, em racOes de caes ou gatos, desempenhando um papel importante
na salde e nutricdo animal, pois além de serem nutritivas sdo organismos

vegetais de crescimento rapido na natureza.

1.1. Algas Verdes

As algas verdes pertencem a uma linhagem de células eucaridticas,
caracterizada pela presenca de cloroplastos, tilacdides empilhados (ou seja,
bolsas discoidais e achatadas derivadas das membranas internas e externas dos
cloroplastos) e clorofilas a e b. O seu polissacarideo de reserva, presente no
interior dos cromoplastos (organulos citoplasmaticos que apresentam
pigmentos no seu interior) é o amido (Friedl, 1997).

A sua localizagdo ocorre tanto em praias arenosas como rochosas,
podem tolerar baixa salinidade e colonizar areas onde os rios encontram o mar.
A cor verde da alga deve-se a clorofila, pigmento verde necessario para a
fotossintese da luz. Desta forma, estas algas necessitam de bons niveis de luz
e, portanto, ndo prosperam em areas com profundidade ou sem luz (PZNOW,
SD).

As algas verdes sdo consideradas pelos botanicos, em geral, as mais
semelhantes as plantas, sendo responsaveis por uma boa qualidade da agua
quando presentes em concentracdes consideraveis, absorvendo, por exemplo,

os herbicidas em decomposicao (Gow, SD).



Estruturalmente, as algas verdes sao particularmente simples. Em
particular, a Chaetomorpha linum é uma alga filamentosa nao ramificada com
células numa Unica linha (semelhante a fios de esparguete), enquanto a Ulva
lactuca apresenta folhas finas, apenas com uma ou duas camadas de células de
espessura, mas que pode ter taxas de crescimento até 30% por dia. Estudos
mostraram que as duas algas tém taxas de crescimento elevadas. O seu
elevado teor em hidratos de carbono permites-lhes utilizagdes em fermentagdes
(PZNOW, SD).

Na indlstria farmacéutica estas algas tém sido aproveitadas como
vermicidas (em farmacos para expelir vermes do trato gastrointestinal) ou no

tratamento da gota (Pereira, 2010).
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Ilustracao 1 - Chaetomorpha linum (imagens da base de dados MACOI e algaeBASE).

Ilustracao 2 - Ulva lactuca (imagens da base de dados MACOI).



1.2. Algas Vermelhas

As algas vermelhas podem variar na coloracao, entre o castanho a
cinzento-escuro, dependendo da disponibilidade da luz solar, sendo sobretudo
caracteristicas de aguas com um pH inferior a 5 (Robert E. Lee, 2008).

Podem ser encontradas em zonas de poucas correntes e com fluxos de
médio porte (lagoas, estuarios ou portos), ocorrendo em todas as latitudes,
percorrendo as costas leste e oeste do oceano Atlantico, bem como o mar
Baltico, sendo a sua temperatura de crescimento étima entre os 15-25°C (Guiry
& Guiry, 2012).

Estas algas adaptam-se a grandes profundidades, até cerca de 200
metros, capacidade que esta relacionada com a funcao dos seus pigmentos
acessorios aquando da realizagao da fotossintese (Robert E. Lee, 2008). Estes
pigmentos sdo as ficobiliproteinas (ficocianinas, ficoeritrinas e aloficocianinas),
estando presentes em quantidades que podem chegar até 5% do total de
matéria seca da alga. Destas, as ficoeritrinas possuem a funcdo de melhorar a
absorcao de luz no espetro visivel, auxiliando a realizacdo da fotossintese
quando estas algas se encontram a maiores profundidades (Rabinowitch &
Govindjee, 1969).

Estruturalmente, a alga Gracilaria vermiculophylla (alga em foco neste
estudo) é ramificada, formando arbustos de reduzidas dimensbes que podem ir
até aos 60 cm. Para além da sua importancia econdmica decorrente do seu
elevado teor de agar, esta alga ainda serve de alimento tanto a humanos, como
a varias espécies de moluscos, sendo também um excelente substrato na
producao de biometano (Biowalk4Biofuel, SD).

As algas vermelhas sdo também usadas na industria farmacéutica como
anti-helminticos ou vermicidas, anticoagulantes e no tratamento de gastrites e

diarreias (Pereira, 2010).



Ilustracao 3 - Gracilaria vermiculophylla.

(fonte: Phyto Key— Rhodophyceae— Macroscopic Reds— Gracilaria
http://cfb.unh.edu/phycokey/phycokey.htm)

1.3. Algas Castanhas

As algas castanhas sdo ediveis, podendo ser usadas como alimento, no
entanto, o seu grande potencial deriva dos seus extratos, Uteis, por exemplo,
para tratamentos anti-inflamatdrios e na perda de peso.

Estas algas sdao estruturalmente constituidas por celulose e
polissacarideos estruturais (por exemplo os acidos alginicos) e as suas reservas
de alimento constituidos por polimeros de hidratos de carbono (moléculas de
laminarina ou laminarano) (Rank, SD).

A Fucus spp. contém polissacarideos, polifendis, oligoelementos e
minerais, potassio, bromo, cloro, magnésio, calcio, ferro e silicone, manitol,
vitaminas e pro-vitaminas A e D, acido ascorbico e lipidos (Pereira, 2011).
Devido a todas estas caracteristicas, estas algas sao utilizadas no tratamento de
processos reumaticos, arteriosclerose, transtornos menstruais, hipertensao,
Ulceras gastricas, bdcio, doencas da pele, sifilis e efeito anticoagulante (Pereira,
2010).

Em particular, a Fucus vesiculosus, comum em costas rochosas de
regides frias a temperadas, possui uma morfologia variavel consoante as
condicOes do ambiente (se o seu crescimento ocorre em areas sujeitas a forte

acdo das ondas esta ndo desenvolve o crescimento de vesiculas de gas



(pneumatocistos), ao passo que aquelas que crescem em zonas calmas ocorre

a formacao destas vesiculas) (Robert E. Lee, 2008).

IACO|

Ilustracao 4 - Fucus vesiculosos (imagem da base de dados MACOI e algaeBASE).

1.4. Potenciais aplicacoes das algas

Atualmente as algas sdo utilizadas com diversos fins, podendo ser
consumidas diretamente, usadas como fonte de extracdo de ficocoldides ou
componentes bioativos e ainda como biofertilizantes (Pereira, 2010).

As algas usadas na alimentacdo em paises Asiaticos como o Japdo ou a
China sao por exemplo: Porphyra spp., denominada de nori; da Ulva spp.,
designada de nori verde (onde se insere a espécie Ulva lactuca); a Laminaria
Jjaponica, de onde surgiu o chamado kombu e a Undaria pinnatifida, de onde se
obtém o wakame. Na Europa, em particular na Irlanda, a alga vermelha
chamada dauilse (Palmaria palmata) é muito comum, enquanto em Franca e
Inglaterra se encontra a alga castanha denominada de esparguete do mar
(Himanthalia elongata) e até nos Agores, em algumas receitas tradicionais,
como a omeleta de erva patinha, sdo utilizadas algas dos géneros Ulva e
Porphyra (Pereira, 2010). Ainda, as algas sao muito utilizadas na alimentagao
animal, em suplementos alimentares. Exemplos disso sao as algas Ascophyllum
nodosum (alga porco), Alaria esculenta (alga vaca) e Palmaria palmata (alga

cavalo ou vaca).



Quanto a industria de ficocoldides, esta representa um mercado
crescente que movimenta anualmente milhdes de euros no mundo. O interesse
econdmico pelos ficocoldides explica-se pelo fato de apresentarem propriedades
gelificantes e espessantes, o que lhes agrega consideravel valor comercial. Sao
substancias mucilaginosas extraidas de algas, compostas por polissacarideos
coloidais que, quando em meio aquoso, formam substancias viscosas, incluindo
géis, que podem solidificar com o decréscimo da temperatura. Sao classificados
em alginatos, agar e carragenanas. O uso destas substancias nos mais variados
tipos de industrias vem crescendo a medida que novas e diferentes
propriedades destes sao desenvolvidas. Assim, sdo utilizados na industria
alimentar, farmacéutica, cosmética, papel, téxtil, petrolifera e na biotecnologia
(Lein de Leon, SD). A tabela seguinte resume algumas das principais aplicagdes
dos hidrocoldides.

Estes trés hidrocoldides sdo hidratos de carbono sollveis em agua
usados para aumentar a viscosidade em solugdes aquosas, para formar géis
com diferentes niveis de dureza, para formar peliculas/filmes soliveis em agua
e para estabilizar alguns produtos, como os gelados (inibindo a formacao de
grandes cristais, permitindo manter e reter a sua textura cremosa) (McHugh,
2003).

Tabela 1 - Aplicacoes dos Ficocoloides das macroalgas (de acordo com Pereira, 2011).

Usos |  Ficocoldides | Funcdes
Aditivos alimentares
Agar .
Alimentos cozinhados Kappa, Iota, Melhorar a quallglade @ controlar a
humidade.
Lambda
. Promove a floculacao e
. . Alginato . ~ i
Cerveja e vinho Kapba sedimentagao dos solidos em
PP suspensao.
Carnes processadas e Alginato Manter a humidade e textura
conservadas Kappa caracteristicas.
Queijo Kappa Dar textura.
Leite achocolatado Kappa, lambda Manter o cacau em suspensao.
. Kappa, Iota, .
Pudins Lambda Como espessante e gelificante.




Leite condensado

Iota, lambda

Emulsificante.

Leite creme Kappa, iota Estabilizante da emulsao.
Recheios para tortas e Kappa Dar corpo e textura.
bolos
Peixe congelado Alginato Adesao e retencao da humidade.

Sobremesas

Kappa + Iota
Kappa + Iota +
farinha de alfarroba

Gelificantes.

Gomas e doces

Agar
Iota

Gelificantes e texturizantes.

Sumos

Agar
Kappa, Lambda

Emulsionantes.

Gelatinas /ight

Kappa + Iota

Gelificante.

Gelados de leite

Kappa + Goma
Guar, farinha de
alfarroba, goma

Estabilizar a emulsado e evitar a
formacao de cristais de gelo.

xantana
Batidos Lambda Estabilizar a emulsao.
Molhos para saladas Iota Estabilizar a suspensao.
. Agar
Molhos e condimentos Kappa Para engrossar.
. i . Estabilizar a emulsao e melhorar a
Leite de soja Kappa + iota sensacio na boca.
Cosméticos
Champos Alginato Na interface de vitalizacdo.
Pasta de dentes Carragenanas Aumentar a viscosidade.
~ . Emulsificagao, elasticidade e
Logoes Alginato firmeza da pele.
Batons Alginato Elasticidade e viscosidade.

Usos medicinais e farmacéuticos

Moldes dentarios Alginato Retengao das formas.
Alginatos e : . S
Laxantes Carragenanas Indigestibilidade e lubrificagao.
- Alginatos e
Comprimidos Carragenanas Encapsulamento.

Usos industriais e em laboratorio

Tintas

Alginato

Viscosidade e suspensao,
vidragem.

Téxteis

Agar, Carragenanas

Vidragem.




Fabrico de papel Alginato, Agar, Dar viscosidade e espessar.
Carragenanas
Separagdo analitica Alginato, Gelificagao.
Carragenanas
Meios bacterioldgicos Agar Gelificacao.
Gel de electroforese Agar, Carragenanas Gelificacao.

= Agar

No Japao, em 1658, foi descoberto este polissacarideo que se acumula
nas células das paredes de algas agardfitas (células produtoras de agar). O seu
teor varia em funcao da estacdao e condicdes do mar (concentracdo de dioxido
de carbono, tensao de oxigénio, temperatura da agua e intensidade de radiagao
solar).

O 4&gar é constituido por dois polissacarideos: a agarose e a
agaropectina. O primeiro é responsavel pela gelificacao, enquanto o Ultimo tem
propriedades espessantes. A maioria do agar € extraida a partir de espécies de
Gelidium e Gracilaria (Vazhiyil Venugopal, 2011).

O agar é insolivel em agua fria, porém expande-se consideravelmente e
absorve uma quantidade de agua de cerca de 20 vezes o0 seu préprio peso,
formando um gel ndo absorvivel, ndo-fermentavel e com importante

caracteristica de ser atéxico (FAO, 1990).

= (Carragenana

Os carragenatos sao ingredientes naturais igualmente extraidos de algas
vermelhas, que tém sido utilizados durante décadas em aplicagdes alimentares.
Estes compostos sao normalmente divididos em trés tipos principais: kappa,
iota e lambda e sao considerados como seguros (GRAS) (Pereira, 2011).

As algas nao produzem carragenanas puras, mas sim um conjunto de
estruturas hibridas ou precursoras, apresentando varios tipos de polimeros
(sulfatados). A quantidade exata de impurezas nestas carragenanas depende
do método de extracao e da alga utilizada (Silva, 2005).

Nos dias de hoje é reconhecido como um aditivo alimentar indcuo, sem

valor nutricional, usado no fabrico de produtos como: batidos de leite, pudins,
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iogurtes, recheios para bolos, leite com chocolate, bebidas de frutas, gelados e

sorvetes, queijos, racoes de animais, entre outros (FAO, 1990) (ver Tabela 1).
As carragenanas constituem assim, o terceiro hidrocoldide mais

importante da industria alimentar, atrds do amido (origem vegetal) e da

gelatina animal.

= Alginato

Este polissacarideo estd presente nas paredes celulares das algas
marinhas castanhas, sendo responsavel pela flexibilidade da alga. Em geral, as
algas que crescem em condigdes mais turbulentas possuem maior teor de
alginato do que as em aguas mais calmas (Pereira, 2011).

Em 2009, as vendas globais deste polissacarideo foram de 318 milhdes
de ddlares, sendo este usado em produtos como: cervejas e vinhos, carnes
processadas, peixe congelado, entre outros (ver Tabela 1).

Uma boa qualidade de alginatos forma géis fortes e espessos, capazes
de reter até 140 vezes o seu proprio volume de agua, sendo que, o objetivo da
extracdo do alginato da alga é obter, em pd seco, o alginato de sddio
(convertendo os sais de alginato em sais de sddio, dissolvendo-os em agua)
(Pereira, 2011).

Hoje em dia, todas estas substancias sdo cada vez mais utilizadas, quer
na industria alimentar (principal aplicacdo) como no sector téxtil ou na
farmacéutica, alcancando em média 80% da producao mundial e com procura
crescente. E uma vez que a simples recolha de algas selvagens ja ndo consegue
satisfazer a procura deste polissacarideo, alguns paises lancaram-se na cultura
de algas produtoras de alginatos, que embora exigente em mao-de-obra,
requer poucos investimentos (CTA, 2005).

Para além das aplicacdes anteriormente mencionadas, atualmente, um
dos fatores que contribuem para o aumento da procura das algas é o facto de
alguns dos seus metabolitos secundarios demonstrarem um amplo espectro de
bioatividade, incluindo antioxidante, anti-inflamatdria, anticancerigena,
antidiabética e atividade anti VIH (virus da imunodeficiéncia humana) (Plaza et
al., 2008).
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Através de resultados obtidos com algas Laminaria spp. no tratamento
do bdcio (doenga com origem na dieta pobre em iodo), verificaram-se bons
resultados pois este encontra-se normalmente em quantidades significativas
nestas algas (Pereira, 2010).

Assim, em conclusao, as algas podem ser consideradas como fontes
naturais muito interessantes que contém novos compostos com numerosas
atividades bioldgicas, tornando-os ingredientes funcionais com muitas
aplicagdes industriais.

De outro ponto de vista, recentemente, Uchida e Miyoshi (2013),
concluiram que a tecnologia de fermentagdo das algas € uma técnica com
enorme potencial, mas que ainda necessita de grande desenvolvimento. Isto
pode significar que partindo de algas, se consigam obter alimentos a partir da
fermentagdo alcodlica, sem qualquer fornecimento de energia elétrica, logo,
muito ecoldgico. Atuando estas como substratos para o acido latico, tratando o
seu tecido com enzimas catalisadoras (celulases), na hidrolise da celulose,

ocorrera a quebra do polimero da celulose (desfavoravel a fermentacao).

1.5. Valores Nutricionais

Atualmente, a nossa sociedade vive uma enganadora abundancia
alimentar. Rodeia-nos a comida rapida, rica em calorias e gorduras insaturadas,
sendo as consequéncias de uma alimentacdao deste tipo a caréncia de
nutrientes essenciais, a obesidade e doencas relacionadas com ingestao
excessiva de agUcares (diabetes) e de gorduras (arteriosclerose), entre outras
(Pereira, 2008).

Assim, as algas surgem como uma alternativa de alimento saudavel,
adequadas ao consumo em regimes de emagrecimento.

As algas marinhas possuem polissacarideos que se comportam, na sua
grande maioria, como fibras sem valor caldrico. As algas sao, por isso, a melhor
forma de corrigir as caréncias nutricionais da alimentagao atual, devido ao seu
variado leque de constituintes: minerais (ferro e calcio), proteinas (com todos

0s aminoacidos essenciais), vitaminas e fibras (Pereira, 2008). Na tabela 2
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estdo esquematizados os principais constituintes nutricionais das algas

marinhas.

Tabela 2 - Propriedades nutricionais das algas marinhas. (Adaptado de Patarra, 2008).

Polissacarideos
e fibras
dietéticas

Grande quantidade de polissacarideos, especialmente os presentes nas
paredes celulares. S3o extraidos pela industria de hidrocoldides: alginato
de algas castanhas, carragenana e agar de algas vermelhas.

Contém também polissacarideos de armazenamento como: a laminarina
nas algas castanhas e amido florideo nas algas vermelhas.

Maiores partes destes polissacarideos nao sdo digeridos pelo sistema
digestivo dos humanos, pois as enzimas deste ndao conseguem quebrar as
macromoléculas que os constituem e, assim, podem ser considerados
como fibras dietéticas.

Minerais

A fracdo mineral de algumas algas corresponde a 36% do peso seco total.
As algas castanhas sdao conhecidas como fonte rica em iodo. As
Laminariales (Phaeophyceae) constituem a principal fonte e podem conter
entre 1500 a 8000 ppm do peso seco total.

Importante fonte de calcio. O conteldo em calcio pode chegar a 7% do
peso seco total nas macroalgas.

Proteinas e
aminoacidos

O teor de proteinas das algas marinhas difere consoante a espécie.

O contelido em proteinas das algas castanhas é geralmente baixo (5-15%
do peso seco), enquanto as algas verdes e vermelhas apresentam valores
mais elevados (10-30% do peso seco).

O acido aspartico e glutamico constitui a maior fracdo de aminoacidos
para a maior parte das algas marinhas.

Lipidos e acidos
gordos

Os lipidos representam apenas entre 1-5% do peso seco das algas, mas
oferecem uma composicdo em acidos gordos polinsaturados (PUFA’s)
muito interessantes, nomeadamente em acidos gordos w-3 e w-6.

As algas marinhas também contém carotendides (como o [B-caroteno,
luteina e violaxatina nas algas vermelhas, fucoxantina nas algas
castanhas) e terpendides.

Micronutrientes

Vitaminas: Fonte de vitamina do grupo B, vitamina C (os niveis médios
variam entre os 500 e 3000 mg/Kg de peso seco nas algas verdes e
castanhas, enquanto que nas algas vermelhas contém niveis
compreendidos entre 100 e 800 mg/KQg) e vitamina E (as algas castanhas
contém os valores mais elevados, relativamente as algas verdes e
vermelhas).

Polifendis: Os niveis mais elevados sdo encontrados nas algas
castanhas, onde o florotanino pode variar entre 5 e 15% do peso seco.
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Carotendides: S3o antioxidantes potentes. As algas castanhas sdo ricas
em carotendides, especialmente fucoxantina, B- caroteno e violaxantina;
as algas vermelhas em [-caroteno, a-caroteno e o0s seus derivados
dihidroxilados: zeaxantina e luteina; a composicdo de carotendides das
algas verdes é semelhante ao das plantas superiores: B- caroteno,

luteina, violaxantina, anteraxantina, zeaxantina e neoxantina.

As algas marinhas apresentam uma grande variacao no conteldo de
nutrientes, que esta relacionada com diversos fatores ambientais como a
temperatura da agua, a salinidade, a luz e os nutrientes disponiveis. Existem
estudos que documentam a alteracdo da composicdao quimica das algas ao
longo de varios anos devido a variagdes sazonais e do meio ambiente (Marinho-
Soriano et al, 2006). Assim, dificilmente se podem formar generalizagdes
acerca da composigao quimica das algas, nem mesmo dentro de uma mesma
espécie.

Desta forma, torna-se necessario efetuar uma andlise de todas as
condicdes e métodos usados nos trabalhos cientificos documentados sobre

algas, pois estes parametros condicionam todos os resultados obtidos.

1.6. Antioxidantes

Os antioxidantes naturais podem ser extraidos de vegetais e plantas.
Muitas ervas e especiarias, utilizadas como condimentos em alguns pratos, sao
excelentes fontes de compostos fenodlicos. Tais substancias tém demonstrado
alto potencial antioxidante, podendo ser usadas como conservantes naturais
para alimentos.

Existem diversos métodos para a extracao dos compostos antioxidantes
em vegetais, também conhecidos como substancias bioativas. Dentro desses,
podem ser citados os métodos tradicionais de extragdao utilizando solventes
organicos (como agua, etanol, éter e metanol) e a extracdao supercritica, que
mediante mudancas na pressdao e na temperatura transforma o didxido de
carbono em fluido supercritico (Andreo & Jorge, 2006). Sob o ponto de vista
quimico ndao ha como selecionar a metodologia mais eficiente para a extracao

desses compostos, que podem sofrer a influéncia de diversos fatores, entre os
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quais a natureza da planta, o solvente empregue na extracao, o tamanho das
particulas, o tempo e a temperatura de extracao.

Dentro da indUstria alimentar, os antioxidantes tém uma aplicagdo muito
pratica na conservacao de alimentos, aumentando o tempo de prateleira/vida
destes. Os alimentos cuja constituicdo € maioritariamente a gordura (por
exemplo, o peixe e carne) estao sujeitos a uma forte atividade enzimatica pela
atuacdo dos lipidos, provocando a sua deterioracao. Ou seja, alimentos que
possuam elevado contetddo em acidos gordos insaturados podem ser facilmente
ser oxidados durante o tempo de prateleira ou durante a sua preparagao, tendo
como consequéncia o sabor e cheiro a acre do alimento ou a formagao de
grupos quimicos carcinogénicos, como aldeidos, hidroperdxidos, hidroxidos,
entre outros (Basu et al, 1999). Deste modo, é fundamental a estabilizagdo
destes grupos e a prevencao da sua formagao com adicao de antioxidantes.
Estes possuem a capacidade de retardar a oxidacao lipidica através da ligacao
competitiva ao oxigénio. Podem isolar as formas ativas do oxigénio envolvidas
nas primeiras etapas do processo de oxidacao interrompendo todo o processo,
formando uma ligacdo estavel antioxidante-radical. Esta ndo podera entrar nos
passos seguintes do processo de peroxidacao lipidica, ndo permitindo também a
formagao de quimicos indesejaveis e, como tal, a degradacao das propriedades
benéficas dos alimentos (Basu et a/., 1999).

De entre os antioxidantes sintéticos mais utilizados para preservar
alimentos constam o BHA, o BHT, o GP, a TBHQ e os sorbatos (2,4-
hexadienoatos). A substituicdo de antioxidantes sintéticos por naturais pode
apresentar vantagens devido a implicacdes na drea de saude e na
funcionalidade. Note-se por exemplo que a maior solubilidade dos antioxidantes
naturais tanto em agua como em dleo é util na preparacao de emulsdes e ou-
tras formulagcdes, como os hidrogéis (Cabral de Oliveira et al/., 2009).

Os antioxidantes na area nutricional tém tido bastante interesse visando,
por exemplo, a melhoria geral da salude e o retardamento no processo de
envelhecimento, atraindo a atencao da populacao em geral, que deseja saber

quais sao os beneficios da ingestao de suplementos antioxidantes.
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Atualmente ja foram identificados varias moléculas com capacidade
antioxidante, nomeadamente, os polifendis. Os polifendis sdo resultado da
biossintese da hidroxicinamoil coenzima A e podem ser definidos como
compostos que possuem um anel aromatico contendo um ou mais grupos
hidroxilo. Representam um grande grupo de moléculas que possuem um grupo
fendlico, o hidroxibenzeno (Martins et al., 2011).

Dentro dos compostos fendlicos, os flavonodides sdo provavelmente a
classe mais associada a propriedades bioativas em muitas areas de interesse,
como a cerebral. Em alguns trabalhos recentes foram-lhes atribuidas atividades
importantes em processos cerebrais ligados a memoria, exercendo efeitos
neuroprotetores, devido a interagdes com macromoléculas responsaveis por
caminhos de sinalizagdes em neurdnios, fundamentais para a sobrevivéncia e
diferenciacdao celulares e para a memdria. Ha evidéncias de que os flavondides
possuam impacto importante na arquitetura celular do cérebro. Como o cérebro
sofre deterioracdo com a idade, uma dieta rica em flavondides poderia,
eventualmente, reverter o processo de deterioracdao (Cabral de Oliveira et al.,
2009).

Para além destes compostos fendlicos, existe um grupo de polifendis
abundante e exclusivo nas algas castanhas, as florotaninas, com elevada
capacidade antioxidante.

As florotaninas sao restritas a polimeros de floroglucinol, ajudando na
prevencao do stress oxidativo e até como defesa quimica contra herbivoros
marinhos. Possuem a capacidade de acumular polifendis de peso molecular
baixo, médio e elevado, assim como, sdo altamente hidrdfilas (Sathya et al.,
2013).

Ainda com base no tipo de ligacOes estruturais, resultantes das ligacoes
estruturais e do nimero de grupos hidroxilo, estas sdo divididas em 6
categorias: fucdis, floroetols, fucofloroetols, fualols, isofualols e eckols (Targett
& Arnold, 2002). De acordo com investigacoes feitas efetuadas com florotaninas
purificadas a partir de algas castanhas, a sua estrutura molecular pode estar

associada a sua capacidade antioxidante (Targett & Arnold, 2002).
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O local nestas algas (castanhas) onde se encontram a maioria dos
compostos fendlicos é dentro das vesiculas (physodes), no interior das células.
A sua concentracao foi determinada em diversas algas castanhas, tendo-se
verificado valores na ordem dos 2% de massa seca de florotaninas. Deve notar-
se que este nivel é afetado pela época sazonal e faixa geografica onde as algas
se encontram (Targett & Arnold, 2002).

A maioria das investigacoes sobre florotaninas exibiu resultados
interessantes, como por exemplo, diferentes mecanismos anti-diabetes (efeito
inibitdrio da a-glucosidase e a-amilase) e efeito protetor contra as complicacoes

com a diabetes (You-Jin & Seung-Hong, 2013).

Adicionalmente, as algas possuem ainda outros componentes que tém
vindo a ser demonstrados como potenciais antioxidantes. Um desses exemplos
é a fucoxantina. A fucoxantina é um pigmento de cor laranja que pertence ao
grupo das xantdfilas (carotendides), dos mais abundantes na natureza. O seu
conteldo nas algas varia com época sazonal e o seu ciclo de vida. Este
pigmento é bastante estavel na presenca de compostos organicos, no entanto,
quando puro é muito vulneravel a oxidacao (Miyashita, 2009).

O teor de fucoxantina nas algas difere entre espécies, variando entre
valores 0,022 e 3,7 mg/g em amostra seca. Geralmente, os valores de

fucoxantina no Inverno sao mais elevados do que no Verao (Miyashita, 2009).

No entanto, ha que ter em conta que apesar de todos os resultados
positivos obtidos com antioxidantes “quimicos”, estes podem ser
simultaneamente antioxidantes “bioldgicos” menos eficazes, pois a maioria das
evidéncias cientificas diz respeito a atividades bioldgicas verificadas in vitro.

Referenciando a American Dietetic Association (Associagdo Dietética
Americana), a melhor e mais correta estratégia nutricional para promover a
saude e reduzir o risco de doencas crénicas é a obtencao de nutrientes de uma

grande variedade de alimentos naturais.

16



1.7. Objetivos

O objetivo deste trabalho é o de avaliar as propriedades nutricionais das
macroalgas clorophytas Chaetomorpha linum e Ulva lactuca, da rodophyta
Gracilaria vermiculophylla e da phaeophyta Fucus vesiculosus. Pretende-se
ainda determinar a capacidade antioxidante de extratos obtidos a partir destas
algas.

A composicao nutricional serd avaliada de acordo com o método de
Weende e os parametros avaliados serdo: o teor de humidade, cinzas, metais
pesados e macronutrientes, extratos etéreos (gordura), proteina bruta, fibra
bruta e hidratos de carbono. Ainda com o mesmo objetivo, neste trabalho
alguns pigmentos, nomeadamente clorofilas, carotendides e ficobiliproteinas.

Para avaliar a capacidade antioxidante das algas em estudo pretende-se
extrair compostos bioativos com o uso de solventes organicos, de forma
sequencial. Os extratos obtidos serao posteriormente utilizados para quantificar
o total de polifenodis (teste Folin-Ciocalteu), testar a capacidade de reducdo do

radical DPPH® e a capacidade de redugao no teste do poder redutor.
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2. MATERIAIS e METODOS

2.1. Preparacao de amostras

As algas que foram utilizadas para analise foram colhidas nos meses de
Novembro de 2012 a Fevereiro de 2013, no estuario da Ria de Aveiro (ver
Ilustragdo 5) localizagdo 40°39'00.56"N, 8°39'59.35"0. Em maior detalhe, a
alga Chaetomorpha linum e a Gracilaria vermiculophylla foram recolhidas em
Novembro, enquanto a alga Ulva lactuca e a Fucus vesiculosus foram recolhidas
em Janeiro. A respetiva identificacdo botanica das algas foi confirmada pelo
Prof. Doutor Leonel Pereira, do Departamento de Ciéncias da Vida da

Universidade de Coimbra.

Ilustragdo 5 - Localizagdo da aquaricia, local onde foram colhidas as algas em estudo.

Para a preparacao das amostras procedeu-se a sua limpeza com agua
potavel abundante, para remover organismos, areias ou outros detritos. Apds
esta lavagem, as algas foram lavadas em agua destilada, pesadas, colocadas
em sacos, congeladas a -20 °C e liofilizadas. Paralelamente, depois de lavadas
e pesadas, uma parte das algas foi seca na estufa a temperatura de 65 °C,
durante 24 a 48 horas a 65 °C. As amostras de algas secas (por aquecimento

em estufa e por liofilizagdo) foram moidas em moinho industrial, usando-se um
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filtro com 0,5 mm de didmetro de poro, e depois armazenadas em exsicador

até posterior armazenamento.

2.2. Métodos de Avaliaciao Nutricional

Todas as algas deste estudo foram avaliadas quanto ao seu valor
nutricional, de acordo com o método de Weende. Este método é também
conhecido como método de analise centesimal ou proximal, e foi proposto por
Henneberg em 1894, com base nos resultados de investigacdes realizadas na
Estacdo Experimental de Weende. Desde entdo, esse método vem sendo
utilizado para se conhecer a composi¢cdo quimica aproximada dos alimentos. As
técnicas ainda sdo quase as mesmas, com excecao do nitrogénio, que é

determinado hoje em dia pelo método Kjeldahl (Salman et al. 2010).

2.3. Determinacao do teor de humidade

Todos os alimentos, qualquer que seja o método de industrializacao a
que tenham sido submetidos, contém agua em maior ou menor proporcao.
Assim, a matéria seca é toda a fracdo do alimento excluida a agua ou humidade
natural. O teor de humidade entre alimentos € muito variavel, sendo que é na
agua presente nos alimentos que estdo dissolvidos os nutrientes (hidratos de
carbono, proteinas, gorduras, minerais e vitaminas) (Salman et al. 2010).

Para a determinacdo do teor de agua, as capsulas previamente secas (a
100 ©°C, durante 2 horas) foram pesadas na balanca analitica (Sartorius Ag
Gottingen, Alemanha). De seguida foram colocadas com amostra (4 g) na
estufa a uma temperatura de 105 °C durante a noite (aproximadamente 10-12
horas). Apds arrefecimento das capsulas em exsicador, foi efetuado novo

registo do seu peso.
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2.4. Determinacao do contetido em fibras

As cinzas representam o residuo obtido por aquecimento da amostra
seca a temperatura de 550-570 °C. Deve notar-se que nem sempre este
residuo representa toda a substancia inorganica presente na amostra, pois
alguns sais podem perder-se por volatilizacao (Salman et a/. 2010).

Para determinagao das cinzas, a amostra utilizada para determinagao da
humidade foi posteriormente levada a mufla a temperatura de 550°C (Selecta,

Select Horn) durante 3 horas.

Ilustracdo 6 — Cadinhos com amostras depois de determinadas as cinzas (1-Gracilaria
vermiculophylla, 2- Ulva lactuca, 3- Chaetomorpha linum, 4-Fucus vesiculosos).

2.5. Determinacio do contetido de metais

As cinzas obtidas tal como descrito no item anterior foram utilizadas para
determinagao dos teores de minerais. Para esta determinacao foi realizada uma
digestao acida com acido nitrico a 65% (m/v), em banho-maria (Precisterm
Selecta, Barcelona), a 100 °C. Este processo foi repetido por mais duas vezes.
Por fim, o conteudo foi filtrado, com recurso a funil e papel de filtro, para um
baldo volumétrico e o volume ajustado com agua destilada. Apds as diluicdes
necessarias, procedeu-se as leituras no espectrofotometro de absorcao atdmica
(Perkin Elmer AAnalyst 300) equipado com o catodo correspondente a cada
elemento.
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Os valores referentes aos macronutrientes (calcio, magnésio, potassio,
sddio) foram expressos em gramas por 100 g de amostra seca e os metais
pesados (chumbo, zinco, cromio, cobre, manganés, ferro, niquel e cadmio),

foram expressos na base de miligrama por quilo de amostra seca.

Ilustracdo 7 - Cadinhos com amostras em digestdo acida.

2.6. Determinacao do teor de gordura

A determinacao do teor de gordura das algas foi efetuada por extragao
de amostra seca (2 g) com o solvente éter, em aparelho do tipo Soxhlet, a 40
°C durante 16 horas, seguida da remocao do solvente por evaporacao em
evaporador rotativo.

De notar que os residuos obtidos ndo sdo constituidos unicamente por
lipidos, mas por todos os compostos que, nas condicoes da determinacdo,
possam ser extraidos pelo solvente. Esses compostos incluem acidos gordos
livres, ésteres de acidos gordos, lecitinas, ceras, carotendides, clorofila e outros
pigmentos, fosfatidios, vitamina A e D, dleos essenciais, entre outros (Zenebron
et al., 2008).
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Ilustracdo 8 - Extracdao com éter no aparelho Soxhlet.

2.7. Determinacao do conteudo de proteina bruta

A proteina bruta foi determinada indiretamente a partir do valor de
nitrogénio total, o qual é determinado por um método que se baseia em trés
etapas: digestao, destilacao e titulagao, durante 45 minutos a 450 °C.

A matéria organica existente nas 2 g de cada amostra foi digerida com
12 mL de acido sulfdrico a 80% (m/v) e um catalisador (pastilha de selénio),
para que o nitrogénio fosse transformado em sulfato de amonio. De seguida,
foi efetuada uma digestao com recurso a um bloco de digestao (Behr,
Alemanha), a 450 °C durante 45 minutos. A amostra digerida foi arrefecida,
durante 30minutos, tendo-se de seguida procedido a neutralizacgdo com cerca
de 50mL de acido bdrico 4% (m/v) e 2-3 gotas de indicador vermelho de
metilo. Apos este procedimento, a amostra foi submetida a uma destilagdo no
destilador automatico do tipo Kjeldahl (Kjeltec System 1026 Distilling Unit), de
forma a condensar o amoniaco libertado da amostra. Este amoniaco recuperado
foi titulado com acido cloridrico padronizado (0,09975N).

A percentagem de proteina bruta foi estimada multiplicando-se a
percentagem de nitrogénio encontrada pelo fator de conversdo de 6,25
(Campos et al., 2004).

22



Ilustracdo 9 - Tubos digestores antes da etapa da digestao.

2.8. Determinacao do teor de fibra bruta

A fibra bruta é a fracdo constituida por hidratos de carbono estruturais,
obtida apds a digestao acida seguida de digestdo basica (Salman et al. 2010).
De notar que a principal limitagdo deste método esta relacionada com o facto
de ndo separar a celulose da hemicelulose e provocar a perda de parte da
lignina (que ndo é considerada hidrato de carbono) e da hemicelulose. Este
método fornece valores baixos devido a utilizacdo de digestdo muito drastica,

levando a perda de alguns componentes (Salman et a/. 2010).

A sua determinacao foi realizada a partir de 2 g de amostra, a qual foi
submetida a digestao com uma solucdo acida, utilizando-se 200 mL de acido
sulfarico (12,5 g/L), colocados no digestor de fibras em ebulicdo durante
30minutos. Apds este procedimento, procedeu-se a filtracdo em vacuo (em
cadinho de Gooch), que foi seguida por uma digestdo em meio basico, com
200mL de hidroxido de sédio (12,5 g/L), novamente colocada no aparelho
Fibrotec (Labconco crude fiber extrator) em ebulicdo por 30 minutos. Depois de
nova filtragdo e concluida esta etapa, os cadinhos foram levados a 130 °C

durante 1 hora, sequido de posterior arrefecimento em exsicador. O residuo
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organico resultante foi colocado na mufla a temperatura de 590 °C, durante 1

hora.

Ilustracdo 10 — Digestdo basica e respectivos cadinhos de filtro.

2.9. Determinacao do conteudo em hidratos de carbono

A percentagem de hidratos de carbono nas amostras foi calculada por
subtracdo dos componentes restantes, de acordo com a seguinte férmula:
%Hidratos de Carbono = 100% - (%Humidade + %Cinza + %Proteina +
%Gordura).

A principal limitacdo dessa estimativa é que ela incorpora todos os erros
das analises anteriores, principalmente da fibra bruta. Apesar disso, é
considerado Util pois essa imprecisao ndo é demasiado significativa e a

determinacdo é bastante rapida e simples (Salman et a/., 2010).
2.10. Quantificacdo de Pigmentos
As algas apresentam coloracdes extremamente variadas, mas todas tém,
no entanto, clorofila. Este pigmento esta no interior de pequenos organitos, os

cloroplastos, responsaveis pela coloracao verde da grande maioria das plantas
(Pereira L., 2009).
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A clorofila a é o pigmento primario de todos os organismos
fotossintetizantes e esta presente em todas as classes de algas; a clorofila b,
gue possui um espectro de absorcao de luz ligeiramente diferente da clorofila
a, estd presente nas plantas verdes, algas verdes e euglenas; a clorofila c
substitui a clorofila b em alguns tipos de algas, principalmente algas castanhas
e diatomaceas (Martini et a/. 2006).

Alguns autores, como Wetzel (1983) indicam a existéncia da clorofila d
em certos organismos aquaticos, mas em concentracdes muito baixas e sem
funcao claramente definida.

Duas outras classes de pigmentos que estao envolvidas na captacao de
energia luminosa: sdo os carotenodides (carotenos sao hidrocarbonetos lineares
insaturados) e as ficobilinas (proteinas). Segundo Raven et a/. (2001), a energia
absorvida por estes pigmentos acessorios precisa ser transferida para a clorofila
a, da mesma forma que a clorofila b e clorofila c.

As clorofilas e os carotendides sao lipossoluveis, enquanto as ficobilinas
sao hidrossollveis. As suas fungdes sdo igualmente divergentes: enquanto os
carotendides protegem o aparelho fotossintético do stress foto-oxidativo,
devido a elevada atividade de captar radicais (Mikami et al, 2013), as
ficobilinas permitem as algas vermelhas realizar a fotossintese em profundidade
(absorvendo a luz azul e refletindo a luz vermelha).

Para determinacdo destes pigmentos, podem ser utilizados trés métodos:
espectrofotometria, fluorometria e cromatografia liquida de alta resolugdo
(HPLC). Para clorofilas, o método laboratorial mais usado é o
espectrofotométrico, que se baseia na absorcdao de luz em comprimentos de
onda definidos; a fluorometria apresenta-se como método mais pratico quando
se deseja avaliar um nimero grande de pontos amostrais e para determinacoes
in vivo, Por outro lado, o HPLC é util para quantificar uma vasta gama de
pigmentos fotossintéticos, incluidos clorofila a, pigmentos acessorios (como
clorofilas b e ¢) e produtos de degradacao de clorofilas (Martini et a/. 2006).

Os ensaios efetuados apenas se concretizaram pelo método
espectrofotométrico, analisando-se alguns carotendides, clorofilas e

ficobiliproteinas. Durante todos os procedimentos realizados tentaram-se
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manter os extratos protegidos da luz e quando necessario, mantidos no frio, de
modo a tentar evitar a luz, calor e oxigénio, fatores que causam a destruigao
dos pigmentos. De notar que, por limitacoes de equipamento (HPLC), nao foi

possivel proceder a analise dos teores de fucoxantina na Fucus vesiculosus.

2.10.1. Quantificacao de Clorofilas e Carotendides

A determinacdo de clorofilas e principais carotendides das algas verdes e
castanhas foi efetuada de acordo com o procedimento geral descrito por Batista
et al. (2011). Para tal pesaram-se 0,25g de amostra liofilizada e moida, a qual
se adicionaram 10 mL de uma mistura de acetona-hexano (4:6). A mistura foi
agitada vigorosamente durante 1 minuto e de seguida filtrada em papel
Whatman n.° 4. As absorvancias do filtrado foram registadas a 453, 505, 645 e
663 nm, no espectrofotometro (DrLange, XION,500, Alemanha).

As concentracOes das clorofilas e carotendides foram calculadas de
acordo com as seguintes equagoes:
clorofila a (mg/100mL) = 0,999*Age3 — 0,0989*As4s
clorofila b (mg/100mL) = - 0,328*Age3 + 1,77*Asas
B-caroteno (mg/100 mL) = 0,216*Ase3 — 1,220*Ag45 — 0,304*Asgs + 0,452*Ass3
licopeno (mg/100mL) = - 0,0458*%Assz + 0,204*%Asss + 0,372%Ases —
0,0806*A4s3.

Os resultados finais foram expressos em mg pigmento por g de massa

de alga seca.

2.10.2. Quantificacdo de Ficobiliproteinas

A quantificacdo de ficobiliproteinas foi efetuada de acordo com Schmidt
et al. (2012) e Yusty et a/ (2013). Para tal, dispersaram-se 0,25 g de amostra
de alga seca e moida, em 10mL de solugdo de tampdo fosfato 0,1 M (pH =
6,8). Com um almofariz e pildao, triturou-se a alga, que ficou em repouso
durante 24 horas e a temperatura de 4 °C. Findo esse periodo, a mistura foi

centrifugada durante 5minutos a 5000rpm (Hettich Zentrifuga, Rotanta 460R,
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Alemanha) e o sobrenadante foi lido no espectrofotdmetro nas absorvancias de
498, 614 e 651 nm.

As concentracdes das diferentes ficobiliproteinas (aloficocianina,
ficocianina, ficoeritrina) foram determinadas utilizando as equacdes de Kursar
et al (1983), em ug/mL:

Aloficocianina = 181,3*Ags1 — 22,3*Ac14
151,1*As14 — 99,1%Ass:
155,8*A498.5 — 40,0*Ag14 — 10,5*Ags1.

Ficocianina

Ficoeritrina

Ilustracao 11 - Alga Gracilaria vermiculophylla depois de triturada.

2.11. Extracao de Compostos Bioativos

Para se realizar a extracao de compostos bioativos em algas ou plantas é
de grande importancia a escolha adequada do solvente a utilizar neste
processo, de modo a que o solvente escolhido dissolva compostos pelos quais
possua afinidade. Outro parametro importante que deve ser tomado em
consideracao € a temperatura utilizada durante a extracdo, pois diferentes
valores de temperatura podem promover a extracao de diferentes compostos.
Extracoes a frio sao recomendadas quando os compostos de interesse sao
sensiveis ou instaveis a altas temperaturas (compostos volateis, pigmentos),
enquanto extracdes a quente s3o mais rapidas. O aumento de temperatura
promove também uma maior solubilidade da substancia (Seidel, 2006).

Nesta parte do estudo, foram utilizadas algas liofilizadas (2g) e moidas

(crivo de moinho industrial com 0,5 mm).
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As algas foram sequencialmente extraidas com r+hexano, metanol e
agua (1:20, m:v), a temperatura ambiente durante 20 minutos. Em maior
pormenor, o po obtido a partir da trituracao foi colocado num gobelé com 7+
hexano na proporcao de 1:3 (m:v) durante 15 minutos, em agitacdao, sendo
posteriormente filtrado a vacuo com funil de placa sinterizada de poro G4. Este
procedimento foi repetido por mais duas vezes, diminuindo a coloracao destes
extratos a medida que iam sendo repetidos os nimeros de filtragens, indicando
que o solvente ja ndo conseguia extrair mais componentes da amostra. O
residuo resultante da extracao de n-hexano foi colocado num gobelé contendo
metanol, na proporcao de 1:3 (m:v) durante 15 minutos em agitagao, sendo
este procedimento efetuado por trés vezes. De notar que os filtrados
resultantes das extracdes de n-hexano e metanol foram concentrados em
evaporador rotativo a temperatura de 40 °C. O rhexano foi totalmente
evaporado e o residuo seco resultante foi redissolvido em DMSO, enquanto o
filtrado resultante da extragdo com metanol foi ressuspenso em agua,
congelado e liofilizado. O extrato de rn~hexano foi denominado de Ext n-Hex,
enquanto o extrato liofilizado, obtido da extracao por metanol foi denominado
de Ext MeOH.

Por Ultimo, o residuo resultante da filtracdo com metanol e hexano foi
sujeito a uma extracao em agua fervente (250 mL) durante o periodo de
2horas. Findo este periodo, a mistura foi centrifugada (1000 rpm, durante 5
minutos) e o sobrenadante filtrado em funil de placa sinterizada de porosidade
G4. O sobrenadante filtrado foi de seguida concentrado em evaporador rotativo
(R-210 Buchi, Switzerland) a 40°C, até um volume de aproximadamente um
quarto do inicial.

No caso das algas Chaetomorpha linum e Fucus vesiculosus, este
sobrenadante concentrado foi sujeito a precipitacao com etanol absoluto, na
proporcao de 1:3 (v:v). Apds precipitacao, o sobrenadante foi recuperado por
filtragcdo e sujeito a evaporacao a pressao reduzida para eliminacdo do etanol. A
solugdo aquosa resultante foi congelada e liofilizada, dando origem ao extrato
denominado de sobrenadante etanol (Ext SnEtOH). Por outro lado, o

precipitado de etanol foi seco em estuda a temperatura de 40 °C durante 24
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horas. O extrato seco resultante foi denominado de precipitado de etanol (Ext
ppEtOR).

Deve realcar-se que na Ulva lactuca nao se obteve o residuo no filtro
(Ext ppEtOH) apds a filtracdao da solucdo etandlica. Devido a inexisténcia de
polissacarideos de cadeia longa, apenas se concentrou o sobrenadante de
etanol e seguiu para liofilizacdao, obtendo-se apenas o Ext SnEtOH.

No caso da alga Gracilaria vermiculophylla, o extrato aquoso foi
centrifugado, e o sobrenadante resultante foi filtrado em funil de porosidade G4
e de seguida foi concentrado no evaporador rotativo, dando origem ao extrato
de agua (Ext H,0).

2.12. Quantificacao total de polifendis - Teste Folin-Ciocalteu

O reagente Folin é formado a partir de uma mistura de acido
fosfotungstico e de acido fosfomolibdico, o qual, apds a oxidacao dos fendis, é
reduzido a uma mistura de oxidos azuis de tungsténio e molibdénio. A cor azul
produzida tem um maximo de absorgao na regidgo de 765nm e é proporcional a
quantidade total de compostos fendlicos presentes originalmente (Bajcan et al.,
2013).

As amostras obtidas (tal como descrito na seccao 2.11) foram
preparadas nas concentracdes de 2,5, 5 e 10 mg/mL (dgua destilada), para
extratos do SnEtOH, ppEtOH e H,0.

A quantidade total de polifendis foi avaliada pelo método de Folin-
Ciocalteu. Num tubo de ensaio, adicionou-se 1500uL de dgua destilada, 100uL
de amostra e 100uL de reagente de Folin-Ciocalteu (FlukaBiochemika, Sigma
Aldrich, Suica). Apds 2minutos adicionou-se 300uL de solucdo carbonato de
sédio, Na,CO3 a 20% (m/v). A reacdo foi incubada a temperatura de 40°C
durante 30minutos, apds a qual se mediu a absorvancia a um comprimento de
onda de 765 nm num espectrofotometro (DrLange, XION,500, Alemanha). O
acido galico (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemanha) foi usado como padrao para

a curva de calibragao.
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A quantidade total de polifendis foi expressa em miligramas equivalentes de
acido galico por grama de extrato. Todas as amostras foram analisadas em

duplicado.

2.13. Avalia¢do da capacidade antioxidante -

Método de captacao de radicais livres (DPPH")

O radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPHe) é caracterizado como
sendo estavel, devido a deslocalizagdo do electrdo livre sobre a molécula. Por
essa razao, este radical é utilizado para determinar o potencial de neutralizagdo
de radicais livres. Assim, quando uma solucao de DPPH®, com cor violeta
escuro, € misturada com uma substancia que possa doar o seu atomo de
hidrogénio, este passa a sua forma reduzida e ocorre a perda de cor para
violeta claro (Molyneux, 2004). Este método é tecnicamente simples, rapido e
pouco dispendioso necessitando apenas de se recorrer a um espetrofotometro
para realizar as leituras de absorvancia.

No presente trabalho, a atividade sequestradora de radicais livres foi
avaliada e determinada de acordo com o método de Pereira et al. (2013) com
algumas modificacbes. Para a determinacao da atividade antioxidante foi
utilizada uma solugdo metandlica 7,6 x 10° M de DPPH' (Sigma Aldrich,
Steinheim, Alemanha) e os extratos foram preparados num eppendorf com
diferentes concentragdes. Foram realizados alguns ensaios, variando sobretudo
as concentracdoes das amostras de extratos preparados, de modo a podermos
avaliar quais teriam mais potencialidades antioxidantes. Foram considerados os
seguintes: na Chaetomorpha linum, Ulva lactuca e Fucus vesiculosus os Ext
MeOH, Ext snEtOH e Ext ppEtOH, liofilizados, e na Gracilaria vermiculophylla o
Ext MeOH e Ext H,O, também liofilizados. As concentracbes preparadas
variavam, consoante a capacidade antioxidante de cada extrato, nos valores de
2,5; 3,0; 4,5; 5,0; 7,5; 10 e 15 mg/mL.

Colocou-se em cada tubo de ensaio varias quantidades da solucdao de
extrato (10, 25, 50, 75 e 100 pL) e completou-se o volume (100 pL) com agua

destilada. Juntou-se 1,9 mL de solucago de DPPH® e agitou-se no voértex.
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Guardou-se no escuro os tubos durante 30minutos a temperatura ambiente e
efetuou-se a leitura da absorvancia no espetrofotometro (Dr Lange, XION 500,
Germany) a 517 nm. Anteriormente o espetrofotometro foi calibrado com
metanol.

O controlo contém todos os reagentes exceto o extrato (substituido por
solvente no controlo). Determinou-se a percentagem de inibicao para cada

concentragao através da formula:

e o~ AbS C —AbS E
% Imbl(;ao = T x 100
Cc

Abs ¢ : Absorvancia do controlo

Abs g : Absorvancia do extrato apds 30minutos ao escuro

Utilizou-se o acido ascorbico (Sigma Aldrich, USA) (0,053 mg/mL) como
padrao, numa gama de concentragdes de 0,001; 0,002; 0,003; 0,005; 0,006 e
0,012 mg/mL.

2.14. Avaliac¢ao da capacidade antioxidante -
Método do Poder Redutor

Os compostos antioxidantes causam a reducdo de Fe** para Fe?*, devido
as suas capacidades redutoras. O complexo azul é formado pela adicdo de FeCl;
a Fe?*, assim a reducdo é determinada medindo-se a formacdo da cor azul ou
verde, a 700 nm. Neste ensaio, a cor amarela das solucdes férricas é alterada,
dependendo do poder redutor das amostras, sendo que, quanto maior a
absorvancia, maior o poder redutor (Kiran R. et a/., 2012).

A atividade do poder redutor foi determinada de acordo com o método
de Kiran et al. (2012) com algumas modificagoes.

Foram usadas diferentes quantidades (85, 165, 250, 315, 375 e 500 pL)
de uma solucao aquosa de extrato (12,5 mg/mL) e o volume de 500 pL foi
completado com agua destilada. Juntou-se 2,5 ml de tampao fosfato (0,2 M e
pH 6,6), 2,5 mL de KzFe(CN)s (1% m/v) e agitou-se no vortex. Apds 20minutos
de incubacao a 50 °C adicionou-se 2,5 mL de TCA (10% m/v) e agitou-se

novamente no vortex. Transferiu-se de cada tubo de ensaio 2,5 mL de solucao
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para novos tubos de ensaio. Neste novo tubo de ensaio, adicionou-se 2,5 mL
de agua destilada, 0,5 mL de FeCl; (0,1% m/v) e agitou-se no vortex. Efetuou-
se a leitura da absorvancia no espetrofotdmetro (Dr Lange, XION 500,
Germany) a 700 nm. Anteriormente acertou-se o zero no espetrofotometro com
um controlo, que contém todos os reagentes exceto o extrato (substituido por
solvente).

Os resultados foram expressos em absorvancia (700 nm) vs
concentragao extrato. Para comparagao usou-se o BHA (1 mg/mL) como padrao
(controlo positivo), nas concentragoes de 0,008; 0,011; 0,013; 0,016; 0,024 e
0,032 mg/mL.
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3. RESULTADOS e DISCUSSAO

3.1. Avaliacao Nutricional

Os valores de humidade encontrados nas diferentes algas variaram entre
81,2 e 94,5% (Tabela 3), sendo este valor mais elevado na alga Chaetomorpha
linum e mais baixo na alga Gracilaria vermiculophylla. Estes valores sao
concordantes com o descrito por Marinho-Soriano et al. (2006) demonstrando
que os teores de humidade nas algas marinhas sao elevados e podem chegar
aos 94%. No entanto deve salientar-se que o valor de humidade obtido neste
trabalho para a alga Ulva /actuca (93,6% + 1,52) é significativamente superior
aos valores obtidos por Mota da Silva_et a/. (2008), que descreveram um valor
de apenas 84% de humidade. Ja para as espécies do género Gracilaria e Fucus
estudadas por Holdt & Kraan (2011) apresentaram um valor semelhante (85 e
81%, respetivamente) aos encontrados no presente estudo para as espécies
Gracilaria vermiculophylla (81,2%) e Fucus vesiculosus (83,5%).

A discrepancia entre os valores encontrados com o0s anteriormente
descritos pode dever-se a idade das amostras, localizacdo geografica, fatores
ambientais e estacdo sazonal. Assim, fazer qualquer tipo de generalizagdes nao
faria sentido, uma vez que estes dados fornecem valores instantaneos, nao
refletindo, por exemplo, variagbes sazonais (Madden et al., 2012).

Os valores de energia total expressa em kcal estao dentro dos descritos
anteriormente por Applegate e Gray (1995). Estes autores obtiveram os valores
de 15,2 kJ/g amostra seca (i.e. 3,6 kcal/g amostra seca) para a Fucus
vesiculosus, o que € um valor muito semelhante ao resultado agora obtido (3,0

kcal/g de amostra seca).

Tabela 3 - Valores de humidade e energia total das 4 algas.

Chaetomorpha Ulva Gracilaria Fucus
linum lactuca vermiculophylla | vesiculosus
Humidade (%) 946 £ 1,6 93,6 £1,5 81,2 +4,2 83,5+ 5,6
Energia Total (kcal/100qg) 758.0 310.5 319 1 301.5
amostra seca) ! ! ! !
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Tal como pode ser observado na Ilustracao 12, o valor das cinzas das
algas variou entre 20,2 e 35,5%, sendo este valor superior na alga verde
Chaetomorpha linum e inferior na alga vermelha. No geral, estes valores estao
de acordo com o descrito por Fleurence (1999), que indicou que os valores de
cinzas nas algas sdo varidveis entre 8 a 40% do seu peso seco. Todos os
valores encontrados foram também superiores aos descritos para as plantas
terrestres (5 —10 %) (USDA, 2001).

Ainda, os valores agora encontrados para a Ulva lactuca (22,4%) sao
proximos dos descritos por Wong (2000) para a mesma alga, enquanto aqueles
das algas Gracilaria vermiculophylla (20,2%) e da alga Fucus vesiculosus
(24,6%) sao préximos dos descritos por Polat e Ozogul (2008) para algas

vermelhas e castanhas (17,9 e 27,1%, respetivamente).

B Chaetomorpha linum = Ulva lactuca W Gracilaria vermiculophylla ® Fucus vesiculosus
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Ilustracao 12 - Composicao nutricional das algas Chaetomorpha linum, Ulva lactuca,
Gracilaria vermiculophylla e Fucus vesiculosus. Os valores siao expressos relativamente a
matéria seca (%) e correspondem a média + desvio-padrdao da média (n=3).

Os valores de gordura bruta foram inferiores na alga vermelha com um
valor de 0,4 £ 0,1% massa seca e superiores na alga castanha com um valor
de 1,7 £ 0,1% massa seca. Deve assim concluir-se que os valores obtidos

neste estudo sao inferiores ao descrito no estudo de Polat e Ozogul (2008), que
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descreveram valores de gordura de 1,1 e 11,5% de massa seca, para as algas
vermelhas e castanhas, respetivamente.

Os valores de proteina nas quatro algas variaram entre 13,2 e 27,1%,
sendo a alga Gracialaria vermiculophylla a mais rica em proteina, enquanto a
alga Fucus vesiculosus foi a que apresentou valores mais baixos. Valores
semelhantes foram descritos por Patarra et al (2011), na Chlorophyta Ulva
compressa (26,6% massa seca) e na Phaeophyta Fucus spiralis (10,8% massa
seca).

No geral, todos os valores de fibra bruta obtidos neste trabalho foram
inferiores aos descritos na literatura (Patarra et a/ 2011). Isto deve-se ao facto
de o método utilizado, tal como ja foi referido na seccao 2.8, ser bastante
drastico, levando a perda de alguns componentes (como a lignina ou a
hemicelulose).

Neste trabalho, o valor mais elevado foi encontrado na alga
Chaetomorpha linum com 19,8% massa seca. Nos trabalhos de Rupérez e
Saura-Calixto (2001) foi encontrado um valor de 41,2% massa seca para a Ulva
compressa, que é cerca de 6 vezes superior ao encontrado na Ulva lactuca
agora descrita. No caso das algas vermelhas, os valores referidos por esses
autores foram de 41% massa seca (género Porphyra sp.) e de 50,1% para a
Fucus vesiculosus, contra apenas 7% e 9,9%, respetivamente, aqui
encontrados.

A alga castanha foi a que revelou possuir maior quantidade de hidratos
de carbono (62%). A alga Ulva lactuca possuia 53,4%, que é um valor préximo
do anteriormente descrito por Kim et al. (2011) para a mesma alga (54,3%
massa seca). Ainda, Hwang et a/ (2008) referiram os valores de 45,3% e
51,1%, para as Chlorophytas Capsosiphon fulvescens e Ulva prolifera,

respetivamente.
Os resultados obtidos neste trabalho diferem em muitas vezes dos

descritos pela literatura, refletindo a influéncia da origem geografica, clima e

época, assim como, as diferencas ambientais ou metodologias de amostragem.

35



Sabe-se também que o método de secagem pode afetar
significativamente o valor nutricional das algas (Chan et al, 1997). Este
parametro deve assim ser considerado. Na verdade, se bem secas, as algas
podem ser armazenadas por um determinado nimero de anos, sem perda
significativa do seu teor. No entanto, em alguns trabalhos aqui descritos, as
amostras foram secas a temperatura ambiente (25 °C), desidratadas a luz solar

ou imediatamente liofilizadas.

= Metais Pesados e Macronutrientes

Os resultados referentes aos metais pesados encontram-se apresentados
na tabela 4, sendo os de maior expressdao em todas as algas, 0 manganés (Mn)
e o ferro (Fe).

O teor de Mn teve maior valor na alga castanha em estudo (311,8 + 33,0
g/kg amostra seca). Dados de Rupérez et al. (2002), demostram resultados
para o género Fucus sp. cerca de 5 vezes inferior (55 mg/kg amostra seca, sem
diluicdo).

O teor em Fe foi superior na Gracilaria vermiculophylla (258,85 + 21,24
mg/kg amostra seca) e inferior na Fucus vesiculosus (120,08 £ 9,32 mg/kg
amostra seca), tendo sido o valor intermédio obtido na UNa lactuca (121,2
mg/kg amostra seca). De notar que este Ultimo valor é inferior ao descrito por
Storelli et al/ (2001), com 337 mg/kg amostra seca. No entanto, o valor
encontrado na alga castanha é superior aos valores descritos na literatura (42
mg/kg amostra seca) (Rupérez, 2002).

Ainda no estudo anterior, os autores afirmaram que as macroalgas
marinhas necessitam de acumular Fe para o seu normal crescimento, podendo
acumular o disponivel no meio, quando existe em abundancia. Além disso,
pode-se dizer que o sedimento e o material constituido por particulas em
suspensao representam os principais reservatérios que regulam a concentracao
dos elementos na fracao dissolvida e, desta, para as algas marinhas (Amado-
Filho et al., 1997). De acordo com isto, também os resultados de Carvalho et ai.

(2002) apontam para a elevada capacidade de transporte de Fe e Mg ligado ao
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material em particulas em suspensdo no ambiente marinho. Estes dados podem
reforcar as elevadas concentracdes de Fe determinadas nas espécies de
macroalgas marinhas no presente estudo.

Quanto ao valor de chumbo (Pb), obtido em maior quantidade na alga
castanha (9,35 mg/kg amostra seca, sem diluicao), foi superior ao limite para
algas ediveis, em Franca, de 5 mg/kg amostra seca (Besada et a/., 2009).

O valor de zinco (Zn) teve maior expressao na alga castanha (98,4
mg/kg amostra seca) e foi, igualmente superior aos 37,1 mg/kg amostra seca,
para o género Fucus sp. referidos por Rupérez et al. (2002).

Relativamente aos resultados obtidos no presente estudo para as
concentracdes de crémio (Cr) e cobre (Cu), estas podem ser consideradas
reduzidas (10,1 + 0,6 a 15,8 £ 0,5 mg/kg e 8,7 £ 1,6 a 18,1 £ 1,9 mg/kg,
respetivamente), estao proximos dos descritos na literatura (Machado et 4/,
2003). Tal facto sugere que o local de onde provém as algas em estudo é uma
area natural ou levemente impactada por metais pesados.

Os valores de niguel (Ni) e cddmio (Cd) estdo presentes em quantidades
residuais e sao inferiores ao seu limite de quantificacao. Por essa razao, os
valores aqui apresentados servem apenas para termo de comparagao

relativamente aos outros metais.

Tabela 4 - Representacao dos valores obtidos na determinacao dos metais pesados, em
mg/kg.

Chaetomorpha Ulva Gracilaria Fucus
linum lactuca vermiculophylla vesiculosus
Pb 8314 3,7%0,72 8,0+0,7 9,4+0,1
Zn 36,95 + 5,7 31,1+ 3,8 43,8 £ 6,3 98,4 £ 4,6
Cr 11,6 £0,8 10,1 £ 0,6 11,2+23 158 £ 0,5
Cu 8,7+ 1,6 18,1+ 1,9 179+ 2,0 15,7+ 0,9
Mn 44,9 + 5,7 190,8 + 18,0 203,8 + 16,8 311,8 + 33,0
Fe 252,3 £ 20,4 121,2 + 17,2 258,9 + 21,2 120,1 £ 9,3
Ni <LQ 7,0+ 1,3 6,97 £ 0,7 49 +0,8 10,3+ 0,9
Cd <LQ 0,1+0,1 0,1+0,1 0,0+0,1 04+0,1
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Os valores relativos aos macronutrientes calcio (Ca), magnésio (Mg),
potassio (K) e sodio (Na), encontram-se descritos na Tabela 5. Destes
resultados € possivel concluir que os valores mais altos de Ca e Na foram
detetados na alga castanha, enquanto o Mg foi mais elevado na Ulva lactuca e
o de K, na Chaetomorpha linum.

O valor de K de 2,25 g/100g amostra seca esta descrito por Sivakumar e
Arunkumar (2009) para a Ulva lactuca, sendo este um teor aproximado ao
encontrado neste estudo (1,93 g/100g amostra seca) para a mesma alga. Ja
para a Gracilaria spp. foi descrito, por Cardoso et al (2013), valores de 3,4
g/100g amostra seca e para a Fucus vesiculosus entre 2,5 e 4,3 g/100g
amostra seca, ambos concordantes com os resultados agora encontrados.

De forma semelhante, o conteldo de Na aqui determinado para a Ulva
lactuca (17,2 mg/g amostra seca) foi proximo do previamente descrito também
por Sivakumar e Arunkumar (2009) (25,9 mg/g amostra seca). Na Gracilaria
spp. foi igualmente descrito, por Cardoso et al. (2013), valores de 5,5 g/100g
amostra seca (superior ao obtido) e para a Fucus vesiculosus entre 2,5 e 5,5
g/100g amostra seca, de novo resultados concordantes.

O nivel de célcio teve o valor mais elevado na Fucus vesiculosus com
0,97 g/100g amostra seca, dentro do descrito na literatura com valores entre
0,72 e 0,94 g/100g amostra seca (Cardoso et al., 2013). Ainda pelos mesmos
autores, para algas Gracilaria spp. sao referidos 0,40 g/100g amostra seca
(inferior ao obtido na Gracilaria vermiculophylla) e na Ulva lactuca sao referidos
0,84 g/100g amostra seca (superior ao encontrado).

O valor de Mg obtido na Fucus vesiculosus estd igualmente entre os
referidos de 0,67 e 1,0 g/100g amostra seca (Cardoso et al., 2013). Tal como,
o valor obtido na Ulva lactuca, de acordo com MacArtain et al. (2007) para o

género Ulva spp..
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Tabela 5 - Representacao dos valores obtidos na determinacao dos macronutrientes, em

g/100g amostra seca.

Chaetomorpha Ulva Gracilaria Fucus
linum lactuca vermiculophylla vesiculosus
Ca 0,26 £0,03 | 0,45+ 0,04 0,50 £ 0,13 0,97 + 0,05
Mg 082+0,12 | 244 +044 0,24 + 0,05 0,80 + 0,11
K 7,67 £ 1,39 1,93 £ 0,12 3,76 £ 0,33 2,94 £ 0,31
Na 1,86 £ 0,11 1,72 £ 0,06 0,71 £ 0,06 3,26 £ 0,05
3.2. Pigmentos

= Algas Verdes

Observando os valores relativos a quantidade de pigmentos e fazendo
uma comparagao do conteudo de clorofila a nas duas algas verdes verifica-se
que a Chaetomorpha linum apresentou valores muito superiores a Ulva lactuca.

Por sua vez, comparando estes resultados com os obtidos por Raymundo
et al. (2004) para a alga Chaetomorpha anteninna, os valores de clorofila a
foram 0,15 mg/g de alga fresca, ou seja, sao ligeiramente superiores aos agora
encontrados (0,06 mg/g alga fresca Chaetomorpha linum).

O conteudo de clorofila b é igualmente superior na alga Chaetomorpha
/inum. Na literatura, El-Baky et al. (2008), descreve 3,62 mg/g alga fresca na
Ulva lactuca, valor superior ao aqui obtido (0,004 mg/g alga fresca).

O teor de B-caroteno aqui obtido para a Chaetomorpha linum foi de 0,40
mg/g alga seca (0,02 mg/g alga fresca), valor inferior ao descrito na espécie
Chaetomorpha anteninna (0,12 mg/g alga fresca) (Raymundo et a/., 2004). Na
alga verde Ulva lactuca foram obtidos 0,07 mg/g alga seca (i.e. 0,004 mg/g
alga fresca), novamente inferior ao descrito com a alga Ulva fasciata com 0,07
mg/g alga fresca (Raymundo et a/., 2004).

Ainda recorrendo a dados na literatura existem alguns autores que
relatam a existéncia de B-caroteno nas algas verdes Enteromorpha spp.
(género Ulva) contendo maiores quantidades que as existentes em alguns
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vegetais amarelo-esverdeados, nas quantidades de 0,22 a 0,25 mg/g alga
fresca. Ainda assim, esses dados nao foram constatados no presente estudo,
tendo sido observados valores aproximadamente 11 e 55 vezes inferiores nas

algas Chaetomorpha linum e Ulva lactuca, respetivamente.
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Ilustracdo 13 - Grafico dos compostos quantificados nas algas verdes, em mg/g alga seca
(média = DP, n=3).

O licopeno é um antioxidante especialmente estudado a partir de
extragdes do tomate, a partir do qual inUmeras pesquisas foram realizadas.
Assim, observando resultados de Garcia & Barret (2005), com varias cultivares
de tomate, sao descritos valores entre 0,08 e 0,09 mg/g de tomate fresco. Na
alga Chaetomorpha linum obtiveram-se resultados ndao muito distantes (0,06

mg/g alga fresca).

= Algas Vermelhas

Os valores obtidos em clorofila a para a Gracilaria vermiculophylla foram
bastante reduzidos quando comparados aos resultados nas algas verdes. Tal
facto era espectavel, uma vez que o pigmento predominante das primeiras é a
clorofila, enquanto o pigmento mais abundante nas algas vermelhas é a
ficoeritrina.

De acordo com um estudo efetuado por Kumar et al (2009), com
algumas espécies de algas vermelhas, concluiu-se que, nas Rhodophytas os
valores de clorofila a variavam entre 0,58 e 1,96 mg/g de alga fresca.
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Comparando estes valores com os obtidos na Gracilaria vermiculophylla,
verificou-se que os resultados obtidos neste trabalho (0,06 mg/g alga seca, ou
seja, 0,01 mg/g alga fresca) foram inferiores ao descrito na literatura.

O B-caroteno foi apenas detetado em quantidades residuais. Recorrendo
a literatura consegue perceber-se que os resultados obtidos estdao um pouco
inferiores aos valores do género Gracilaria. Na literatura, Sousa et al. (2008)
descreve 0,003 mg/g alga fresca, enquanto no presente trabalho o valor

encontrado foi de 0,0009 mg/g alga fresca.

Gracilaria vermiculophyiia
F0
&0

51147
50

mg/fg alga seca
w
=S

10,85
10
0,005 0,06
D —

el o :
& & - e e
& o o o o
L o o s

159

Ilustracdo 14 - Grafico dos compostos quantificados nas algas vermelhas, em mg/g alga seca
(média = DP, n=3).

No mesmo trabalho é referido o teor de ficoeritrina para as algas
vermelhas em estudo, entre os 10,20 a 24,64 mg/g alga fresca. No entanto, os
resultados aqui obtidos nao alcancaram os valores descritos (51,47 mg/g alga
seca, ou seja, 9,67 mg/g alga fresca).

Os resultados obtidos na ficocianina foram menos representativos que os
da ficoeritrina, no entanto, mais representativos que o encontrado na literatura.
Isto porque, de acordo com Denis et al (2010), na alga vermelha Grateloupia
turuturu foram encontrados valores apenas entre 0,01 a 0,04 mg/g alga seca.

A aloficocianina foi encontrada com valor médio de 10,85 mg/g alga

seca. De acordo com Stein (2010), este pigmento encontra-se também sempre
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presente em menor quantidade que a ficoeritrina e a ficocianina (estudo

conduzido com varias Rhodophytas do género Laurencia).

= Algas Castanhas

O resultado do carotendide B-caroteno na alga Fucus vesiculosus
apresentou um valor reduzido (0,17 mg/g alga seca, ou seja, 0,028 mg/g alga
fresca). De acordo com outros ensaios, obtiveram-se resultados proximos dos
descritos em varias macroalgas marinhas, pertencentes a divisao Phaeophyta,
com valores de 0,27 a 12,23 pug/g alga fresca (Sousa et al., 2008).

O licopeno foi o pigmento com maior expressao na alga castanha.
Igualmente comparando com o estudo realizado com varias cultivares de
tomate, o valor obtido de 0,32 mg/g alga seca (equivalente a 0,05 mg/g alga
fresca) encontra-se dentro dos valores descritos para o tomate.

Quanto a clorofila b foram obtidos valores de 0,18 mg/g alga seca, ou
seja, 0,029 mg/g alga nativa. Resultados ligeiramente inferiores aos descritos
por Kumar et al (2009), para Phaeophytas estudadas nesse ensaio, com

valores entre 0,09 e 0,46 mg/g alga fresca.
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Ilustracdo 15 - Grafico dos compostos quantificados nas algas castanhas, em mg/g alga seca
(média + DP, n=3).
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3.3. Extracdes de compostos bioativos

Como pode ser observado no grafico seguinte, o extrato de nHex mais
representativo foi o da Fucus vesiculosus (15,4%), enquanto o extrato
predominante de metanol foi obtido para a alga Chaetomorpha linum (23,6%).

Os extratos resultantes da extracdo com agua foram no geral os mais
representativos, representando na Gracilaria vermiculophylla 55,4% da massa
seca daquela alga. Nesta extracao com elevado rendimento sao essencialmente
obtidos polissacarideos, extraidos apenas pela concentracao da solucao aquosa
(vacuo por tromba de agua e banho a 50°C).

Em relacao aos extratos resultantes da precipitagao com etanol (obtido
nas algas Chaetomorpha linum e Fucus vesiculosus), este foi superior na alga

castanha, representando 5,67% da sua massa.

B Fucus vesiculosus W Gracilaria vermiculophylla = Ulva lactuca m Chaetomorpha linum
Ext H20 55,39%
Ext ppEtOH
20,88%
Ext snEtOH
2%
Ext MeOH
23,61%
Ext n-Hex
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Ilustracdo 16 - Grafico representativo dos rendimentos de extracdo obtidos com os diferentes
solventes.

Na alga verde Chaetomorpha linum, a extracao com maior rendimento
ocorreu com o solvente metandlico, alcancando os 23,6% massa seca. Na
literatura é apresentado um valor inferior, por Schultz-Jensen et al. (2013), com

a mesma extracao nessa alga (15,6%).
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Para a Ulva lactuca, os valores de rendimento das diferentes extracoes
feitas foram de 4,4% a 8,2%, nao alcancando os descritos huma extragao com
diclorometano-metanol com 12,3% na mesma alga (El-Baky et a/., 2008).

Relativamente a alga vermelha Gracilaria vermiculophylla, obteve-se um
rendimento elevado na extracao aquosa a quente (55,4%). De acordo com
Souza et al. (2012), para a Gracilaria birdiae, para o mesmo tipo de extragao é
descrito apenas metade do rendimento obtido (27,2%).

A alga castanha teve maior rendimento na extracao aquosa (20,9%). De
acordo com publicagao de Rajauria et al (2012), o valor obtido na extracao
metandlica da alga castanha Himanthalia elongata foi apenas 1,2% massa seca,
que € bastante inferior ao valor obtido na alga castanha do presente estudo

(6,8% massa seca).

3.4. Avaliacdo da quantidade de Compostos Fendlicos

Os resultados finais obtidos pelo teste de Folin-Ciocalteu estao
representados no grafico (Figura 17), expresso em microgramas de equivalente
de acido galico por miligrama de extrato seco (Ug EAG/mg).

Na Chaetomorpha linum, o teste foi efetuado nos extratos snEtOH e
ppEtOH. O extrato de nHex (com massa muito reduzida) e o extrato MeOH
(ndo liofilizado) nao foram considerados. Na Ulva /actuca, o teste foi efetuado
nos extratos MeOH, snEtOH e ppEtOH. Embora o extrato de n-Hex tenha sido
ensaiado, os seus valores foram abaixo do limite de detecdo do método, logo
nao representado.

Na Gracilaria vermiculophylla, o teste foi efetuado nos extratos MeOH e
H,O, tendo o extrato de n-Hex sido desprezado por falta de representatividade
(massa demasiado baixa).

O extrato de n-Hex da alga Fucus vesiculosus foi igualmente desprezado
porque foram obtidos resultados muito dispares nos seus rendimentos de

extracao. Assim, os extratos MeOH, snEtOH e ppEtOH.
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Ilustragdo 17 - Quantidade total de compostos fendlicos, em pg EAG/mg, nos diferentes
extratos. Os valores correspondem a média * desvio padrdao da média (n=3).

De todas as algas em estudo, o extrato com maior quantidade de
compostos fendlicos (85,6 = 1,9 pg/mg extrato seco) foi obtido na alga Fucus
vesiculosus por extracao com agua a ferver, seguida de uma purificacdo com
etanol, tendo o material permanecido na mistura etandlica (snEtOH). O valor de
compostos fendlicos neste extrato foi aproximadamente 4 vezes superior ao
encontrado no extrato equivalente da alga verde Chaetomorpha linum. Ainda,
comparativamente a valores da literatura, Quirés et a/ (2008), embora com
diferentes espécies de algas castanhas, descreve valores de 1,3 a 10,0 ug/mg
extrato humido. Possivelmente, estes valores elevados devem-se a presenca de
florotaninas que, como se sabe sao compostos fendlicos presentes nas algas
castanhas.

Na Ulva lactuca o Ext MeOH foi superior em compostos fendlicos (27,5 +
0,8 pug/mg extrato seco), existindo aqui uma quantidade consideravel de fendis.
Num estudo realizado por Raymundo et al. (2004), os autores descreveram a
quantidade de 6,35 pg/mg para o extrato de MeOH da alga Ulva fasciata. El-
Baky et al. (2008) relata resultados de 4,60 ug/mg para o extrato de MeOH da

mesma alga.
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Relativamente aos valores da Gracilaria vermiculophylla, o extrato H,0O
foi o que se destacou (10,7 0,9 pg/mg extrato seco). Estes valores sao
comparaveis aos obtidos por Mendes (2012) para a mesma alga (12 pg/mg
extrato).

De realcar que para além do evidente destaque do extrato snEtOH na
alga castanha, observa-se sempre uma menor quantidade de fendis no extrato
ppEtOH.

De modo a tentarmos compreender as diferencas de valores obtidos com
alguns ja descritos na bibliografia, poderemos atribuir como ja referido, por
exemplo, as diferentes condicdes ambientais de cada local em estudo, as
épocas de colheita das amostras, Aabitats e aos extratos obtidos com diferentes
solventes (Senthilkumar et al,, 2012).

3.5. Avaliacao da capacidade antioxidante -

Método de captacdo de radicais livres (DPPH")

A capacidade dos extratos das algas Chaetomorpha linum, Ulva lactuca,
Gracilaria vermiculophylla e Fucus vesiculosus em inibir os radicais DPPH’

encontra-se representada na seguinte figura.
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B — Ulva lactuca
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Ilustracao 18 — Atividade antioxidante quantificada nos varios extratos pelo método DPPH®,
em % de inibicao versus concentragao do extrato no meio de reacao.
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De acordo com os resultados apresentados, foi possivel concluir que o
extrato mais promissor em termos de atividade captadora de radicais DPPH® é o
snEtOH da alga Fucus vesiculosus. Para este extrato foi obtida uma inibicao de
80,1% do radical no meio de reacao, com uma concentragao de extrato de 0,15
mg/mL. Para esta alga, os extratos ppEtOH e o de MeOH demonstraram ter
também alguma capacidade sequestradora do radical DPPH®, com inibicdes da
ordem dos 40-50% para concentracoes de 0,15-0,18 mg/mL.

Para além dos extratos acima mencionados, na Chaetomorpha linum o
extrato snEtOH foi o que mostrou possuir algum potencial antioxidante (28%
para uma concentracao de 15 mg/mL). Comparando este resultado com um
estudo feito por Senthilkumar et a/. (2012) num extrato metandlico da mesma
alga, descrevem-se valores de percentagem nos 6,4% de inibicao, embora com
concentragao de 10 mg/mL.

Na Ulva lactuca, o extrato com maior interesse foi 0 MeOH com 22,7%
de capacidade de inibicdo, para uma concentracao de 7,5 mg/mL. Na literatura,
um estudo feito por Yan et al (1998), citado por Raymundo et a/ (2012), os
valores obtidos para extratos metandlicos revelaram atividade de apenas 8%
para esta alga face ao radical formado.

Ambos os extratos testados da Gracilaria vermiculophylla (MeOH e H,0)
demonstraram ter uma capacidade sequestradora baixa. No geral, conseguiu-se
obter uma inibicao de aproximadamente 10%, para concentracao de amostra
de 0,5 mg/mL. Assim, analisando valores na literatura, por Zhang et al., nas
algas vermelhas Gracilaria lemaneiformis e Gracilaria gracilis, referem 19,12 e
3,62%, respetivamente, nao se distanciando muito dos valores obtidos e com
concentragbes semelhantes utilizadas em ambos os ensaios (com 4 mg/mL
final).

De acordo com o descrito acima, o extrato com menor valor de ICso foi 0
snEtOH, sendo este aproximadamente 5 vezes superior ao do acido ascorbico

(um antioxidante muito potente).
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Tabela 6 - Tabela resumo com o ICso para a capacidade de reducdo do DPPH°® dos diferentes

extratos na Fucus vesiculosus e do acido ascorbico (média + desvio-padrao).

Ext MeOH | ExtsnEtOH | Ext ppEtOH Asﬁgii‘i’co
ICso (mg/mL) | ICse (Mmg/mL) | ICso (Mg/mL) ICso (mg/mL)
5 ;:;;’;us 0,077 + 0,004 | 0,026 + 0,000 Ob(fggoi 0,005 0,00
3.6. Avaliacdo da capacidade antioxidante - Método do
Poder Redutor

Este ensaio foi inicialmente testado de forma preliminar para os

diferentes extratos de todas as algas, no entanto, como ndo se obtiveram

valores significativos, prosseguiu-se a sua determinacao apenas na alga

castanha. Tal como foi observado anteriormente, a Fucus vesiculosus, ja se

tinha destacado com valores interessantes na quantificacao de compostos

fendlicos e na capacidade antioxidante. Assim, o poder redutor dos extratos

desta alga foi avaliado e encontra-se representado abaixo.

0,0

@ extrato MeOH

M extrato snEtOH

extrato ppEtOH

0,000

0,050 0,100

0,150

0,200

0,250

0,300

Concentragdo meio de reagdo (mg/mL)

0,350

0,400 0,450

Ilustracdo 19 - Atividade antioxidante quantificada nos varios extratos, da Fucus vesiculosus,
pelo método do Poder Redutor, em absorvancia (nm) versus concentracdo meio reacao

(mg/mL) (n=2).
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De acordo com estes dados experimentais, o poder redutor foi mais
elevado no extrato snEtOH.

Num estudo de Jénsdottir et al., também com a Fucus vesiculosus, com
a concentracdo de 0,2 mg/mL (extrato etandlico-acetato de etilo), o poder
redutor foi descrito com 850 mg/g de extrato. Ja de acordo com outro estudo,
os valores obtidos na capacidade redutora, utilizando extratos metandlicos,
foram de 4,7 mg/g de extrato (Rajauria et al., 2012).

Sendo o poder redutor considerado um indicador significativo do
potencial de atividade antioxidante, recentemente foi realizado outro estudo por
Seenivasan et al. (2013), onde a partir de extratos etandlicos da alga castanha
Sargassum wightii (concentracao de 500 pg/mL) se obtiveram valores de
absorvancia préximos de 0,5. No presente trabalho, por exemplo, no ppEtOH,
uma concentracao final de extrato produziu um valor de absorvancia de
aproximadamente 0,41.

A andlise dos resultados obtidos neste trabalho permitiu também
proceder a determinacdo dos valores de ICsy (quantidade de amostra
necessaria para atingir 0,5 de absorvancia) (Tabela 6). Dos resultados
apresentados deve salientar-se que todos De notar ainda que todos os valores
de ICso aqui obtidos sdo 3,5 - 6 vezes superiores ao do BHA, que é conhecido

pela sua elevada capacidade antioxidante (antioxidante sintético).

Tabela 7 - Valores do ICs, para a capacidade de reducao da forma férrica a forma ferrosa dos
diferentes extratos da Fucus vesiculosus e do BHA.

Extratos ICso (mg/mL)
MeOH 0,353 + 0,006

snEtOH 0,414 £ 0,045

PPELOH 0,610 % 0,087
BHA 0,01 £ 0,005

A relacdo entre o conteldo total de polifendis e a capacidade redutora

nao foi evidente neste trabalho. No entanto, esta relacao positiva entre o
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contetdo total de polifendis e a capacidade antioxidante foi referida nos
trabalhos de Karawita et a/. (2005), para a alga castanha Hijiki fusiformes.

Na literatura também tem sido demostrado que as algas castanhas
produzem compostos com atividade antioxidante, tendo em conta o meio
ambiente em que as algas vivem, ou seja, as condicdes adversas a que estao
sujeitas como salinidade, submersao e exposicao ao ar constantes, sobre-
hidratacdo, radiacao UV, é de esperar esta capacidade antioxidante (Plaza et
al., 2008).

Como ja referido, a alga castanha foi a que demonstrou maior contetdo
em polifendis, o que podera estar relacionado com a presenga de florotaninas,
uma vez que estas apresentam caracteristicas polares. Reforcando a ideia de
Veijo et al,, (2003), que refere que estes sao os polifendis mais conhecidos e

muito importantes nas algas castanhas.
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4. CONCLUSAO

As algas marinhas sdo um recurso renovavel com enorme potencial

representando uma imensa fonte de compostos naturais muito interessantes

para a nutricao humana. Assim, como resultado deste trabalho, que tinha como

objetivo avaliar o potencial nutricional e antioxidante das algas escolhidas, foi

possivel concluir:

As percentagens do teor de agua e cinzas sdo superiores nas algas
verdes e inferiores nas vermelhas, indo ao encontro aos valores descritos
em outros estudos; os valores de gordura bruta foram no geral inferiores
ao ja descrito para as diferentes algas, apresentando-se superiores nas
algas castanhas e minimos nas algas vermelhas; a proteina bruta
encontrou-se em maior percentagem na alga vermelha e em menor na
castanha e, a fibra bruta, foi no geral em todas as algas deste estudo
mais reduzida que o apresentado na literatura.

A quantidade de metais pesados encontrada em maior quantidade foi de
311,84 mg/kg na alga castanha e 258,85 mg/kg na alga vermelha, para
magnésio e ferro, respetivamente. Estes valores encontram-se dentro
dos esperados, uma vez que sao necessarios ao crescimento das algas e
estao presentes no ambiente marinho onde se inserem, em quantidades
que permitem a absorgao por parte da alga.

Como esperado, os pigmentos com maior expressao nas algas verdes
foram as clorofilas a e b, na alga vermelha a ficoeritrina e na castanha o
licopeno. No entanto, no geral, os valores obtidos neste trabalho foram
mais baixos do que os descritos na literatura.

A quantidade de compostos fendlicos esta relacionada com a atividade
anti-radical DPPH®, mesmo existindo alguns autores que afirmem nao
existir uma correlacao entre os dois. Resultantes dos ensaios efetuados,
os extratos que revelaram maior quantidade de compostos fendlicos e
capacidade antioxidante foram: na Chaetomorpha linum o snEtOH, na

Ulva lactuca o MeOH, na Gracilaria vermiculophylla o H,O e na Fucus

52



vesiculosus o snEtOH, sendo o ppEtOH e o MeOH igualmente com

valores bastante significativos.

Deve ainda salientar-se a importancia de, em futuros estudos deste
género, a colheita de algas dever ser sujeita a um maior controlo, uma vez que
¢ sabido que as diferentes estacbes e parametros ambientais, tais como
intensidade de luz, temperatura, salinidade, disponibilidade de nutrientes e de
outros fatores bidticos, influenciam a composicao quimica das algas (Stengel et
al, 2011).
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