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Resumo

As macroalgas são importantes recursos marinhos utilizadas na produção de alimentos e fár-
macos devido aos seus nutrientes e compostos com propriedades benéficas para a saúde,
incluindo atividades anti-oxidante, anti-inflamatória, antibacteriana, anticoagulante e antitumo-
ral.

Contudo, esses organismos possuem capacidade de biorremediação por processos de bio-
absorção e bioacumulação, retendo nas suas células compostos tóxicos presentes no meio
de cultura, que representam um risco para a saúde do consumidor, invalidando os benefícios
previamente identificados.

Neste estudo foram selecionadas cinco algas comestíveis adquiridas em locais de venda ao
público de bens alimentares em Portugal: Undaria pinnatifida (wakame da China e do Japão),
Laminaria spp. (kombu da Coreia do Sul e do Japão), e Porphyra spp. (nori da China).

A composição elementar foi avaliada por fluorescência de raios X de energia dispersiva obtendo-
se teores de K, S, Cl, Ca, Fe, Zn, Br, As, Sr, Cu, P, Si, I e Ni. Os compostos bioativos foram
extraídos por três métodos: autoclave (água, 121 ºC, 30 minutos), multi-etapas (água fria, água
em ebulição, condições alcalinas e ácidas) e micro-ondas (água, KOH, 120 ºC, 30 minutos).

Foram quantificados lípidos, carbohidratos, proteínas, compostos fenólicos, flavonoides e pig-
mentos através de espectroscopia UV-Vis.

A atividade anti-oxidante, antibacteriana e o efeito citotóxico dos extratos foram avaliados atra-
vés de ensaios in vitro e e a identificação e caracterização parcial dos compostos presentes
foram efetuadas por FTIR.

Este trabalho revelou a presença demacro emicronutrientes essenciais, bem como de elemen-
tos tóxicos (Sr, Br e As), comprometendo a qualidade e segurança destes alimentos. Contudo,
os extratos exibiram atividades antioxidante, antibacteriana e baixa citotoxicidade, demons-
trando potencial como alimentos funcionais e aplicação nas indústrias alimentar e biofarmacêu-
tica, desde que desenvolvidas em condições controladas. Assim, para as macroalgas serem
resposta às necessidades de soluções sustentáveis e inovadoras para a saúde humana, estas
exigem estudos aprofundados da sua composição e propriedades.

Palavras-chave: atividade biológica, citotoxicidade, composição elementar, fluorescência de
raios-X, macroalgas.
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Abstract

Macroalgae have been valued for a long time for their role in the production of food and phar-
maceutical products, due to their rich nutrient content and the presence of compounds known
to offer various health benefits, including antioxidant, anti-inflammatory, antibacterial, anticoa-
gulant and antitumor properties.

However, these organisms are capable of bioremediation through bioabsorption and bioaccu-
mulation processes, retaining toxic compounds present in the culture medium within their cells,
which may represent a risk to consumer health, thereby invalidating the previously identified
benefits.

In this study, five edible seaweeds were selected, sold in the Portuguese market: Undaria pin-
natifida (wakame fromChina and Japan), Laminaria spp. (kombu from South Korea and Japan),
and Porphyra spp. (nori from China). The elemental composition was assessed using energy-
dispersive X-ray fluorescence, revealing levels of K, S, Cl, Ca, Fe, Zn, Br, As, Sr, Cu, P, Si, I,
and Ni.

Bioactive compounds were extracted using three methods: autoclave (water, 121 °C, 30 mi-
nutes), multi-step extraction (cold water, boiling water, alkaline and acidic conditions), and
microwave-assisted extraction (water, KOH, 120 °C, 30 minutes).

Lipids, carbohydrates, proteins, phenolic compounds and flavonoids were quantified by UV-Vis
spectroscopy. In vitro assays were performed to evaluate the antioxidant, antibacterial and
cytotoxic activities of seaweed extracts and partial characterization of the compounds present
were carried out by FTIR.

This study revealed the presence of essential macro- and micronutrients, as well as toxic ele-
ments (Sr, Br, and As), which could compromise the quality and safety of these foods. However,
the extracts exhibited antioxidant and antibacterial activities and low cytotoxicity, showing po-
tential as functional foods and application in the food and biopharmaceutical industries, as long
as they are produced under controlled conditions. Thus, the need for sustainable and innova-
tive solutions for human health requires in-depth studies of the composition and properties of
these seaweeds.

Keywords: biological activity, cytotoxicity, elemental composition, macroalgae and X-ray fluo-
rescence.
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Preâmbulo

Asmacroalgas são um abundate recursomarinho que apresentam grande potencial como fonte
de matérias-primas para diversas indústrias. Devido à sua composição bioquímica, exibem
várias propriedades com efeitos preventivos e benéficos para a saúde, nomeadamente ativi-
dades anti-oxidante, anti-inflamatória, antibacteriana, anticoagulante e antitumoral, podendo
assim ser consideradas “superalimentos” (Osório et al., 2020).

Dadas as suas propriedades, aliadas à crescente consciencialização do público para a saúde
e bem-estar em conjunto com o desenvolvimento de novas aplicações por parte da indústria,
as macroalgas são alvo de crescente procura e investigação (Adarshan et al., 2024).

No seu ambiente natural, a presença de macroalgas no oceano é um bom indicador da saúde
ecológica, estando correlacionada com um baixo nível de poluição (Leandro et al., 2020).

Devido ao facto de as macroalgas terem a capacidade de biorremediação através de proces-
sos de bioabsorção e bioacumulação, retendo nas suas células compostos tóxicos presentes
no meio onde se desenvolvem, como por exemplo, os metais pesados ou compostos orgâni-
cos presentes no meio, quando utilizadas para consumo humano podem representar um risco
potencial para a saúde, tendo sido detetadas quantidades consideráveis de metais pesados
em diversas espécies comestíveis (Circuncisão et al., 2018).

Assim torna-se imperativo perceber se existe uma lacuna no controlo na produção e comerci-
alização de macroalgas.

Existem esforços da UE em incentivar os produtores deste sector de forma a promover a econo-
mia e desenvolver soluções sustentáveis para problemas atuais; desde a produção de energia
e biomateriais até a descoberta de novos fármacos, contudo é praticamente inexistente legis-
lação que limite a concentração de metais pesados em macroalgas; as medidas atualmente já
implementadas são, de grosso modo, inconsequentes (European Commission, 2022).

Como consumidora deste tipo de produto e como aluna de mestrado interessada em explorar
as macroalgas pelas suas propriedades e tendo já participado em outro projeto com foco em
macroalgas, acredito no seu potencial já muito comprovado. Reforço, no entanto, a importância
da investigação e elaboração de legislação mais responsável sobre esta problemática. Espero
com este trabalho ter uma contribuição positiva para a adoção das macroalgas como alimento,
explorando métodos capazes de aferir as suas propriedades benéficas, bem como capazes de
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identificar potenciais riscos do seu consumo; métodos estes que poderão ser utilizados para o
controlo do que chega às nossas prateleiras, promovendo a segurança do seu consumo.

Este trabalho final de mestrado teve como objetivo estudar macroalgas comercializadas em
Portugal ao nível da sua composição bioquímica e propriedades bioativas com vista a compre-
ender o seu valor como superalimento, para isso os teores de lípidos, proteínas, carboidratos,
pigmentos, flavonoides e compostos fenólicos, foram quantificados através de métodos colo-
rimétricos, a composição elementar através de espectrometria. Para avaliar o seu potencial
biológico averiguaram-se as atividades anti-oxidante, antibacteriana e citotóxica.

Este trabalho iniciou-se em setembro de 2022, através da pesquisa de suplementos alimen-
tares à base de macroalgas e cogumelos, disponíveis no mercado português, em locais de
venda ao público de bens alimentares.

Devido ao processo de bioremediação o local de produção e/ou recolha influencia o conteúdo
de elementos minerais, pelo que a exposição a ambientes poluídos pode resultar num elevado
nível de bioacumulação. Esta consideração é especialmente importante devido à crescente
preocupação com contaminação dos alimentos por metais tóxicos tais como arsênio e chumbo.
Torna-se assim relevante comparar amostras de origens diferentes da mesma espécie, compa-
rando o conteúdo mineral observado e permitindo assim concluir se existe diferenciação entre
as mesmas. Como tal, o local de origem considerou-se fulcral e excluíram-se amostras que
não detalhavam esta informação.

Observou-se que na maioria, os suplementos não detalhavam a origem de cultivo da sua
matéria-prima, isto resultou em que as amostras de suplementos fossem substituídas pela
matéria-prima principal, ou seja o alimento na sua forma integral e de preferência desidratada.

O trabalho experimental foi iniciado em dezembro de 2022 com uma vasta coleção de macro-
algas com origem de cultivo explicita. Após uma análise preliminar da composição elementar
por espectrometria de fluorescência de raio X (XRF), realizada com um equipamento portátil no
Departamento de Ciências da Terra da Faculdade de Ciências e Tecnologia da Universidade
Nova de Lisboa, tendo-se verificado nas macroalgas quantidades mais significativas de arsé-
nio, cobalto e estrôncio. Atendendo também à necessidade de limitar o número de amostras a
uma quantidade razoável para fins práticos, optou-se por cingir o restante estudo às amostras
de macroalgas.

Do conjunto de amostras de macroalgas disponíveis, selecionaram-se as algas castanhas wa-
kame e kombu, por se dispor de amostras com origens diferentes, e a alga nori de forma a
incluir também uma alga vermelha.

No início de 2023 foram realizados os doseamentos dos biocompostos com valor nutricional
e atividade biológica, tais como: proteínas, carboidratos e lípidos, compostos fenólicos e fla-
vonoides. Os ensaios de atividade anti-oxidante e antibacteriana e do efeito citotoxico foram
realizados após a caracterização das amostras.

Os ensaios antibacterianos foram conduzidos no laboratório do Centro de Estudos de Enge-
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nharia Química e Biológica do Instituto Superior de Engenharia de Lisboa e os ensaios de
citotoxicidade foram realizados em parceria com o com o grupo TB, HIV and opportunistic
diseases and pathogens do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, sendo concluídos em ju-
nho de 2024. Em paralelo, os ensaios de espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) foram realizados no Laboratório de Química Orgânica do Departamento de
Engenharia Química do Instituto Superior de Engenharia de Lisboa para complementar os do-
seamentos de polissacáridos uma vez que, por meio desta técnica, foi possível caracterizar
parcialmente as estruturas dos biocompostos, identificando as cinco regiões características
dos polissacáridos e as bandas relativas ao carbono anomérico, complementando assim o do-
seamento dos glucanos, que foi uma determinação seletiva para a conformação β.

Houve ainda a necessidade de realizar novas determinações de análise elementar por espec-
trometria de fluorescência de raio X (EDXRF), utilizando um equipamento de bancada mais
sensível. Estes ensaios foram realizadas entre janeiro e junho de 2024 no Departamento de
Física da Faculdade de Ciências e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa.
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Capítulo 1

Introdução

1.1 Biotecnologia Azul

A biotecnologia azul é a biotecnologia que estuda os recursos aquáticos e marinhos, de forma
a descobrir soluções inovadoras para criar produtos e aplicações industriais, nomeadamente
biocompostos com alto valor acrescentado (Tramper, 2003).

Atualmente a União Europeia (UE) está a tomar medidas para fortalecimento do setor de
exploração de algas, uma vez que estas são fonte de matéria-prima e energia sustentável
(EuropeanCommission, 2022). Fatores como o crescimento da populaçãomundial, a escassez
dos recursos e as pressões ambientais reforçam a necessidade de inovação dos sistemas
alimentares e económicos. A resposta poderá ser encontrada nos oceanos, onde os recursos
são vastos e até agora pouco explorados, dado que cerca de 70 % do planeta é coberto por
mares onde apenas 2 % é utilizado para alimentação humana (Gurria et al., 2022).

Uma vez identificado o potencial dos produtos do mar a estratégia do ”Prado ao Prato”destaca
o papel das algas como uma importante fonte de proteínas que contribui para um sistema ali-
mentar sustentável (European Commission, 2019). Desta forma as estratégias para uma aqui-
cultura sustentável e competitiva na UE para o período de 2021 a 2030 reiteram a necessidade
de promover o cultivo de algas de forma a cumprir vários objetivos do Pacto Ecológico Europeu,
bem como concretizar objetivos da UE para a descarbonização, poluição zero, circularidade,
preservação e restauro da biodiversidade, proteção dos ecossistemas e desenvolvimento de
serviços ambientais.

Para além disso as algas podem ser utilizadas para substituir produtos de origem fóssil e servir
de matéria-prima para bioestimulantes na agricultura e produção de produtos químicos. A
Figura 1.1 esquematiza as várias oportunidades de exploração da biomassa de algas.

A coligação Seaweed for Europe estima que a procura europeia de algas marinhas poderá atin-
gir 8 milhões de toneladas e atingir um valor de 9  mil milhões de €  em 2030 em todos os se-
tores, principalmente para o setor alimentar, quer seja para consumo humano ou animal. Este
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aumento da procura, caso seja correspondido em termos de produção, poderá criar cerca de
85 000 postos de trabalho, remover anualmente milhares de toneladas de fósforo e azoto dos
mares europeus, atenuar até 5,4 milhões de toneladas de emissões de CO_2  por ano e aliviar
a pressão sobre os solos (European Commission, 2022). O volume de negócio a nível mundial
de produtos à base de algas está a aumentar devido à consciencialização dos seus benefícios
aliada à procura de um estilo de vida e alimentação mais saudável por parte do publico em
geral.

Figura 1.1 Aplicações da biomassa de alga (adaptado de European Commission, 2022).

Para que em 2030 a UE atinja os objetivos a que se propõe esta deve superar os obstáculos
identificados pela Roadmap for the Blue Bioeconomy publicado pelo Fórum da Bioeconomia
Azul em 2019, que identificou obstáculos em quatro domínios principais (European Commis-
sion, 2022):

1. Política, ambiente e regulamentação,

2. Finanças e desenvolvimento das empresas,

3. Consumidores e cadeias de valor,

4. Ciência, tecnologia e inovação.

Relativamente à ciência, tecnologia e inovação destaca-se a necessidade de desenvolver equi-
pamentos e tecnologias que permitem aumentar a produção à escala industrial obtendo bio-
massa de qualidade. Encontra-se a necessidade de desenvolver sistemas de cultivo, sondas
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de monitorização com sistema de controlo entre outros que permita reduzir a perda de bio-
massa e custo de mão de obra. Será importante inovar processos de downstream como é o
caso das biorrefinarias de grande escala (European Commission, 2022).

1.2 Produção de Macroalgas no Mundo e em Portugal

Desde a década de 1990, a produção mundial de algas tem aumentado exponencialmente.
Entre 2015 e 2019, os valores de produção mundial têm crescido gradualmente, conforme a
Figura 1.2 (CBI 2022; FAO 2021; European Parliament 2023).

Figura 1.2 Produção Mundial de algas em milhões de toneladas nos períodos de 1950 a 2019 (adap-
tado de CBI 2022; FAO 2021; European Parliament 2023).

A partir do século XXI, a produção mundial de algas tem vindo a aumentar, atingindo 13,9
milhões de toneladas em 2004, com um valor de 6,8 mil milhões de US$ (FAO 2007). Segundo
o Instituto Português do Mar e da Atmosfera, a produção mundial de macroalgas em 2016 foi
avaliada em 10,6 mil milhões de $. Foi estimado para 2023 que o valor do mercado europeu
ao nível de produtos à base de algas atinge-se 1240 milhões de € e um valor total mundial de
4810 milhões de € (Mendes et al., 2022). As algas marinhas mais produzidas mundialmente
são (FAO, 2007):

1. Kombu (Laminaria spp.), com 4,5 milhões de toneladas,

2. Wakame (Undaria pinnatifida), com 2,5 milhões de toneladas,

3. Nori (Porphya spp.), com 1,3 milhões de toneladas.

O mercado europeu verificou um aumento de 147 % entre 2011 a 2015, devido ao crescente
interesse pelo consumo de refeições mais saudáveis e nutritivas, levando assim à procura de
alimentos e bebidas contendo algas marinhas, como kombu, nori e wakame. Durante esse
período, a Europa conseguiu desenvolver e lançar novos produtos no mercado com sucesso,
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superando outras regiões, como a América, mas sem ultrapassar a Ásia, que continua como
grande produtora e consumidora de algas (Mintel, 2016).

As algas nori e wakame são mais produzidas para consumo humano, especialmente no ex-
tremo Oriente. As algas kombu são produzidas tanto para alimentação quanto para a produção
de alginato (Mouritsen, 2013; Pereira, 2016; Leite, 2017). No entanto, nos últimos anos, têm
sido aprovadas para consumo cada vez mais espécies pela Autoridade Europeia para a Segu-
rança Alimentar, com o objetivo de estimular o interesse dos produtores deste setor (Mendes
et al., 2022; El-Ramady et al., 2022).

Os países líderes de produção na Europa (França, Irlanda, Noruega e Espanha) apresentam
um volume de negócio anual combinado de 147 milhões de €, destes, 68% correspondem a
venda de macroalgas, 17% de microalgas e 11% de Spirulina (European Parliament, 2023,
Mendes et al., 2022; El-Ramady et al.,2022).

O interesse industrial nas macroalgas reflete-se na existência de cerca de 420 empresas de
produção de algas marinhas na Europa, das quais 36% são focadas na produção de macroal-
gas (Mendes et al., 2022).

A Associação Portuguesa de Produtores de Algas é uma associação de direito privado, sem
fins lucrativos, com personalidade jurídica, que tem como objetivo a promoção, a defesa e a di-
namização dos interesses dos produtores de microalgas e macroalgas. Atualmente, já existem
diversas empresas portuguesas a produzir algas, designadamente: (Associação Portuguesa
de Produtores de Algas, 2024).

NECTON
A NECTON (Companhia Portuguesa de Culturas Marinhas S.A.) é uma empresa portuguesa
localizada em Olhão, especializada na produção de microalgas e sal marinho tradicional. Sur-
giu em 1997 como um projeto na Escola Superior de Biotecnologia da Universidade Católica
Portuguesa, com o objetivo inicial de produção de macroalgas. Ao longo da sua evolução, a
empresa conquistou vários prêmios e reconhecimentos que lhe permitiram expandir as insta-
lações e melhorar projetos. A NECTON possui certificações ISO 9001 e 22000 para qualidade
alimentar, certificação de Sustentabilidade (Ecovadis) e certificação de produção biológica.
Recentemente, em 2023, adquiriu a Allmicroalgae, uma empresa especializada em microalgas
(Necton, 2024).

Alga+
A Alga+ é uma empresa situada em Ílhavo, especializada no cultivo sustentável de macro-
algas. Criada em 2011 lançou no mercado, em 2013, produtos de sal com algas. No ano
seguinte, passou a comercializar algas desidratadas e produtos com fins cosméticos utilizando
algas marinhas da Ria de Aveiro. Continuou a lançar novos alimentos no mercado com al-
gas, obtendo a certificação BIO (Kiwa Sativa) em 2015. Encontra-se em constante expansão
e desenvolvimento de novos sistemas de cultivo (Alga+, 2024).
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Iberagar
A Iberagar é uma empresa especializada em macroalgas para o setor dos hidrocolóides. Após
a Segunda Guerra Mundial (1939-1945), o Japão enfrentava uma situação delicada e procu-
rava alternativas no fornecimento de produtos, incluindo o agar. Naquela época, a produção de
hidrocolóides era emergente na Europa, países como Portugal, Espanha e França começam
a desenvolver-se neste setor. Em Portugal, a primeira fábrica de agar, fundada em 1964 pela
Iberagar em Alverca do Ribatejo, surgiu para colmatar essa necessidade do mercado. Atual-
mente é especializada na colheita e transformação da alga dos géneros Gelidium e Gracilaria
para produzir agar (Iberagar, 2024).

1.3 Macroalgas

As algas são o maior grupo primitivo fotoautotrófico eucariotas e realizam mais de 50% da
fotossíntese do planeta. Englobam um conjunto complexo e heterogéneo de organismos ca-
racterizados pela sua natureza fotossintética e estruturas reprodutivas simples, e dividem-se
em macroalgas e microalgas (Menaa et al., 2021).

As macroalgas são organismos multicelulares de crescimento rápido e podem atingir compri-
mentos de até 70 metros. São abundantes nos oceanos e encontram-se em zonas costeiras,
podendo fixar-se a rochas ou a outras superfícies sólidas ou manterem-se na sua forma livre
(Cesário et al., 2018).

São classificadas com base nas suas características químicas e morfológicas, em particular
pela presença de pigmentos específicos que se reflete na sua cor, e estão distribuídas pe-
los filos: Chlorophyta (algas verdes), Rhodophyta (algas vermelhas) e Phaeophyceae (algas
castanhas). As algas verdes produzem xantofilas e clorofilas a e b como pigmentos, que lhes
confere a tonalidade verde. As algas vermelhas possuem pigmentos responsáveis pela cor
avermelhada, como a ficoeritrina, além de produzirem clorofilas a e b e carotenoides. E as
algas castanhas, onde foram identificados pigmentos como a fucoxantina, clorofilas a e c, e
carotenoides (Ki, 2013).

A presença de macroalgas nos oceanos pode servir como bioindicador de qualidade da água
e algumas têm a capacidade de biorremediação através da adsorção e bioacumulação de
contaminantes presentes no meio aquático onde se desenvolvem (Leandro et al., 2020).

Devido à sua resiliência, estas conseguiram adaptar-se a meios hostis com mudanças de tem-
peratura, salinidade, exposição a radiação ultravioleta (UV) e poluição. Essa adaptabilidade
faz com que as macroalgas sintetizem metabolitos secundários tais como pigmentos, polis-
sacáridos, vitaminas, compostos fenólicos, esteróis entre outros biocompostos, como forma
de respostas as adversidades do meio ambiente. Para além disso a competição por luz, nu-
trientes, espaço e dióxido de carbono, induz a síntese e acumulação de diversos compostos
dentro de suas células para resistir e competir contra microrganismos. Como tal produzem bi-
ocompostos com atividade antibacteriana, antifúngica e antiviral como mecanismos de defesa
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(Leandro et al., 2020).

A  Porphyra spp., Figura 1.3, é das algas vermelhas mais comercializadas na forma seca, de-
signadas vulgarmente por “nori”. A sua cor vermelha indica a presença da proteína ficoeri-
trina, para além de conter diversos biocompostos, incluindo vitamina B12. Muitas espécies de
Porphyra podem ser encontradas em zonas costeiras, mas também conseguem realizar fotos-
síntese a maiores profundidades. São bastante cultivadas no Japão, Coreia e China, e também
em países do litoral Atlântico Norte, como o Reino Unido, Irlanda, Canadá e Estados Unidos,
onde estas espécies são também colhidas. Estas algas possuem vários nomes comuns, sendo
o mais usual o termo “nori”, como já referido, sendo comercializadas sob esse nome (Bito et
al., 2017).

Figura 1.3 Alga vermelha do género Porphyra spp. - nori (AlgaeBase, M.D. Guiry).

A segunda alga mais comercializada é a alga castanha Undaria pinnatifida, Figura 1.4, de-
signada habitualmente por “wakame”. Esta alga é nativa do Pacífico Noroeste e tem sido
amplamente cultivada para alimentação humana e animal, aquicultura e como matéria-prima
para a extração de vários compostos aplicados na indústria farmacêutica e cosmética (Shan
et al., 2021). Nos últimos 30 anos, foi considerada uma das espécies de algas marinhas mais
invasoras (Epstein et al., 2017), devido à sua fácil adaptação ao ambiente. É também cultivada
em menor escala, na Europa, principalmente em França e em Espanha (Shan et al., 2021).

Figura 1.4 Alga da espécie Undaria pinnatifida - wakame (AlgaBase, Hideki Haga).

O termo “kombu” abrange várias espécies do género Laminaria, Figura 1.5. Estas espécies
podem ser encontradas ao longo da costa atlântica e no Estreito de Messina (mar Mediterrâ-
neo, Itália). É muito utilizada como matéria-prima para a extração de alginato, além de conter
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elevadas quantidades de lípidos (Ventura et al., 2024).

Figura 1.5 Alga do género Laminaria spp. - kombu (AlgaBase, Michael Guiry)

1.4 Interesse Comercial das Macroalgas

Pelo descrito anteriormente, compreende-se o interesse industrial e económico das macro-
algas nas indústrias alimentar, farmacêutica e cosmética, bem como no setor dos materiais,
biocombustíveis e agrícola (Adarshan et al., 2024).

Na indústria alimentar, as macroalgas podem ser utilizadas para melhorar produtos alimenta-
res, devido aos nutrientes que oferecem, desde proteínas a carboidratos e lipídos, além de
conterem teores interessantes de macro e micronutrientes (Adarshan et al., 2024). Também
são utilizadas devido às propriedades físicas de alguns compostos que produzem.

Por exemplo, na indústria de panificação, os hidrocolóides são ingredientes fundamentais para
a produção do pão, tornando a massa mais maleável devido às suas propriedades gelificantes,
e melhoram as qualidades do próprio pão, prolongando a validade do produto. Um desses
hidrocolóides é o alginato, um polissacárido localizado nas paredes celulares das algas, que
tem grande aplicação em farinhas. Assim como o alginato, as carrageninas e o agar são usados
para gelificação, espessamento e estabilização de produtos alimentares à base de água e
laticínios (Healy et al., 2023).

Em alimentos enlatados, as algas podem ser incorporadas sobre a forma de conservantes
naturais, pois têm propriedades que evitam a oxidação dos alimentos e a formação de espécies
reativas, prolongando assim o seu prazo de validade, especialmente de peixes em conserva
(Healy et al., 2023).

Além das propriedades estruturais que as algas marinhas podem conferir à produção de ali-
mentos, o uso dos seus pigmentos é promissor, uma vez que são considerados corantes na-
turais, com a vantagem adicional de exibirem diversas propriedades como: anti-oxidantes,
antidiabética, anti-inflamatória, antibacteriana, antitumoral, antialérgica e neuroprotetiva, têm
despertado interesse como potenciais fármacos (Osório et al., 2020; Arias et al., 2023). Como
substitutos de corantes, também se destacam na indústria têxtil como alternativas sustentáveis
a corantes de síntese industrial (Azeem et al., 2019; Alabiyik et al., 2018).
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A presença de proteínas em macroalgas é de grande interesse para a indústria alimentar, não
apenas pela capacidade de estabilizar géis e emulsões, mas também como ingrediente fun-
cional (Foegeding et al., 2011). Bioatividades farmacológicas tais como imunomoduladoras,
antibacteriana, anti-trombótica e anti-hipertensiva, também foram atribuídas às proteínas, o
que as torna igualmente atrativas para a indústria farmacêutica (Murray et al., 2007). Quanto a
produtos alimentares considerados menos saudáveis, como snacks, estes podem ser tornados
mais nutritivos com a adição de algas marinhas, promovendo assim o seu consumo na vida
quotidiana (Healy et al., 2023).

Assim, asmacroalgas também oferecem compostos bioativos com potencial farmacêutico, com
inúmeros estudos a serem continuamente desenvolvidos para encontrar novos fármacos. Na
literatura, encontram-se identificados mais de 700 biocompostos com várias propriedades te-
rapêuticas, como atividades antitumorais, anti-inflamatórias, anti-oxidantes, anticoagulantes,
antivirais, antidiabéticas e antialérgicas (Adarshan et al., 2024).

Os carboidratos de macroalgas auxiliam na formulação de comprimidos como excipiente, em
sistemas de entrega dos princípios ativos no sistema alvo, drug delivery, e também para dis-
farçar o mau sabor (Szekalska et al., 2016). Outras propriedades, como anti-inflamatória no
tratamento de processos imunológicos, propriedades antitumorais e imunomoduladoras tam-
bém auxiliam em terapias oncológicas e em engenharia de tecidos (Adarshan et al., 2024).

Os compostos fenólicos de macroalgas atuam na prevenção de doenças ou no auxílio da cura.
Por exemplo, no caso de tumores, são capazes de inibir células tumorais e estimular processos
de apoptose em células tumorais de cancro da mama (Gupta et al., 2011; Nwosu et al., 2011).
Também têm um impacto positivo em doenças cardiovasculares e de hipercolesterolemia (Iso,
2011). Foram avaliados os efeitos anti-alérgicos em estudos in vitro, onde verificou-se a inibição
da histamina (Vo et al., 2012), bem como a inibição da viabilidade bacteriana das espécies
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (Xu et al., 2003).

As macroalgas marinhas são, de um modo geral, ricas em polissacáridos sulfatados, que têm
propriedades de interesse para indústria farmacêutica e cosmética pelas suas diversas ativida-
des biológicas, como, por exemplo, atividade anticoagulante semelhantes à heparina (Bernardi
et al., 1962) e atividade antiviral, exibida principalmente contra vírus envelopados por lípidos
(Witvrouw et al., 1997). Recentemente, foi demostrada em modelos animais, a redução de
níveis de triglicéridos e colesterol (Chellappan et al., 2023).

Quanto à atividade anti-inflamatória, os polissacáridos sulfatados estimulam a resposta imu-
nomoduladora, afetam o processo de metástase de tumores e influenciam a imunidade inata,
reduzindo o estado pró-inflamatório em reações alérgicas e processos de doenças autoimunes.
Os polissacáridos sulfatados também exibem atividade antitumoral pelo aumento da citotoxici-
dade de linfócitos, macrófagos e células natural killer, atividade observada principalmente nos
fucoidanos e carragenanas (Jiao et al., 2011).

Na indústria cosmética, as macroalgas são fontes de componentes de interesse, como algi-
nato, fucoidanos, agar, carrageninas, proteínas, péptidos, compostos fenólicos, ácidos gordos
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polinsaturados, minerais e vitaminas. Estes biocompostos são valorizados devido às suas di-
versas propriedades, como gelificante, estabilizante, emulsionante, espessante e coloração
dos produtos, além de agregarem bioatividades desejáveis, como proteção contra radiação
ultravioleta, anti-oxidante e antimicrobiano, permitindo à indústria cosmética formular produtos
quemelhoram a hidratação e a suavidade da pele, estando presentes em algumas formulações
de produtos antienvelhecimento, antirrugas e clareamento da pele (López-Horta et al., 2021).

Há várias propriedades associadas aos lípidos das macroalgas de interesse para a indústria
cosmética, como a proteção da barreia cutânea e a regulação da resposta inflamatória pro-
movida por ácidos gordos polinsaturados. O fucosterol, um esterol típico das macroalgas,
demostra propriedades protetoras contra a radiação ultravioleta. O grupo fosfato presente nos
fosfolípidos e em ácidos gordos demostrou auxiliar na absorção de carotenoides, e estudos
apontam que os fosfolípidos podem auxiliar na redução de massa gorda corporal, em estudo
in vivo em ratos. Os óleos essenciais têm atividade antimicrobiana e anticaspa, sendo bons
para a formulação de champôs (López-Horta et al., 2021).

Os carboidratos de macroalgas, pelas propriedades emulsionantes, anti-oxidantes e de foto-
proteção, tornam-se bons princípios ativos para formulação de produtos antienvelhecimento,
clareadores e protetores solares (Lourenço-Lopes et al., 2020).

Cada vez mais materiais não biodegradáveis e de origem sintética revelam-se problemáticos
para o ambientais, aumentando assim a procura por alternativas sustentáveis. Um exemplo,
são os filmes comestíveis, que, para cumprirem o seu propósito, devem proteger os produtos
embalados da exposição ao oxigênio e ao dióxido de carbono, mantendo o produto intacto e
garantir a integridade estrutural. Os filmes produzidos a partir de hidrocolóides extraídos de
algas marinhas são exemplo de uma alternativa sustentável a produtos tipicamente produzidos
com recursos fóssil (Healy et al., 2023). Os carboidratos de macroalgas também são utilizados
para a produção de biopolímeros (Elkaliny et al., 2024), e no setor energético, para a produção
de biocombustíveis (Kawai et al., 2016).

Uma vez que se desenvolvem em meio aquático, as macroalgas não necessitam da rigidez
conferida pelas lenhinas, como ocorre nas plantas terrestes. Este facto torna as macroalgas
uma boa fonte de carbono para as biorrefinarias, uma vez que a ausência da lenhina facilita
a aplicação de processos biotecnológicos para a obtenção de biocombustíveis, bioquímicos e
biomateriais (Cesário et al., 2018).

A produção de biocombustíveis derivados de macroalgas é realizada por meio de métodos
bioquímicos e termoquímicos. Os processos mais utilizados incluem transesterificação, lique-
fação, fermentação, digestão anaeróbica e pirólise. Estes métodos são empregados na pro-
dução de biodiesel, bioetanol, biohidrogênio e biometano, havendo já processos patenteados
(Godvin et al., 2021; Pugazhendi et al., 2023).

Os bioestimulantes são compostos naturais que promovem o crescimento das plantas e au-
mentam a sua resistência ao meio ambiente. Os extratos de macroalgas são ricos em compos-
tos que possibilitam a bioestimulação das plantas, contendo hormonas de crescimento vegetal,
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que promovem o transporte de nutrientes e a divisão celular. Para além de fornecerem nutrien-
tes para o crescimento normal da planta, a grande vantagem dos bioestimulantes em relação
aos fertilizantes químicos, é a regulação do crescimento e a frutificação, pois interferem em
vias metabólicas de forma mais específica. Atualmente, já existem produtos no mercado com
esta proposta, como o Reabilit Algas, desenvolvido pela empresa brasileira Nutimax (Arias et
al., 2023).

1.5 Composição elementar das Macroalgas

As algas marinhas têm uma grande capacidade para acumular elementos minerais, podendo
atingir, em comparação com plantas terrestres um conteúdo elementar de 10 a 100 vezes su-
perior. Assim, apresentam teores consideráveis de elementos essenciais para o ser Humano,
como sódio (Na), magnésio (Mg), fósforo (P), potássio (K), iodo (I), ferro (Fe) e zinco (Zn)
(Circuncisão et al., 2018; Bocanegra et al., 2009).

Contudo, as algas marinhas também têm a capacidade de bioacumular metais tóxicos como
arsénio (As), cádmio (Cd), mercúrio (Hg) e chumbo (Pb), com concentrações que podem variar
de 200 a 500 vezes mais elevadas do que nas plantas terrestres, representando um risco
potencial para a saúde. No entanto, deve considerar-se que o efeito negativo dosmetais tóxicos
depende da espécie química presente e da respetiva concentração. Por exemplo, o arsênio
inorgânico (iAs) é muito mais tóxico do que sua forma orgânica (oAs), sendo esta última mais
frequente em algas marinhas (WHO, 2017).

Em geral, as formas oAs exercem baixa ou nenhuma toxicidade, ao passo que as formas
inorgânicas são as mais perigosas. A acumulação destas formas inorgânicas estão associadas
ao desenvolvimento de várias doenças, incluindo nefrotoxicidade, diabetes, hepatotoxicidade,
disfunção cardiovascular e cancro, principalmente da pele, pulmões e bexiga (Circuncisão et
al., 2018; Wei et al., 2002; Yamamoto et al., 1995; Smith et al., 2006; Bunderson et al., 2004;
Meliker et al., 2010 e Oyagbemi et al. 2017).

Assim, o consumo de uma alga contendo oAs não significa necessariamente que causará en-
venenamento (Circuncisão et al., 2018). Em macroalgas, o arsênio orgânico está associado
principalmente aos carboidratos, como, por exemplo, em derivados dos ácidos monometilar-
sênico e dimetilarsênico, além de arsenobetaína. Quanto às formas inorgânicas, as principais
são arsenato (As5+) e arsenito (As3+) (Circuncisão et al., 2018).

No entanto, a falta de legislação sobre o limite máximo destes metais em algas de forma sanci-
onatória, mesmo em continentes onde as algas são consumidas e produzidas emmaior quanti-
dade, podem colocar em causa a saúde pública. Na União Europeia, alguns países já tomaram
medidas a este respeito, como França e Espanha (Circuncisão et al., 2018). Mesmo assim,
tratam-se apenas de recomendações sem qualquer vínculo jurídico (Stévant et al., 2018). Os
níveis máximos para metais tóxicos estabelecidos em França para algas marinhas comestíveis
estão indicados na Tabela 1.1 (Circuncisão et al., 2018).
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Tabela 1.1 Limite máximo de metais tóxicos, em mg por kg de algas secas comestíveis para consumo
humano, definidos em França (Edible Seaweed-French & European Regulation, 2014).

Metal Concentração (mg/kg de alga seca)
Arsénio Inorgânico iAs < 3

Cádmio Cd < 0,5
Chumbo Pb < 3
Estanho Sn < 5
Mercúrio Hg < 0,1

A norma 2002/32/EC da Comissão Europeia refere para rações animais à base de algas mari-
nhas valores de As inferiores a 2 mg/kg (2002/32/EC). Fora da UE, países como a Austrália e
a Nova Zelândia estabeleceram limites para iAS de 1 mg/kg para algas secas (Australia New
Zealand Food Standards Authority, 2013).

Os Regulamentos da Comissão Europeia EC n.º 629/2008 estabelecem níveis máximos de Cd
< 3 mg/kg alga seca em suplementos alimentares (EC 629/2008).

Nos Estados Unidos da América também não existe uma norma específica, mas organiza-
ções como a Food and Drug Administration (FDA) e a Environmental Protection Agency (EPA)
monitorizam o As em alimentos (WHO, 2018).

O Codex Alimentarius estabelece valores máximos para elementos tóxicos em vários tipos
de alimentos, mas não inclui algas. A Tabela 1.2 a seguir reúne os valores mais elevados
estabelecidos para cada elemento (Codex Alimentarius Commission, 1995) nos alimentos em
geral.

Tabela 1.2 Valores máximos para elementos em mg/kg em alimentos (Codex Alimentarius Commis-
sion, 1995).

Metal Concentração (mg/kg)
Arsénio As < 0,5
Cádmio Cd < 2
Chumbo Pb < 0,3
Estanho Sn < 250
Mercúrio Hg < 0,1

Existem muitos métodos para a análise elementar de macroalgas marinhas, como espectro-
metria de emissão ótica e espectrofotometria de absorção atómica. No entanto, requerem um
tratamento prévio da amostra para remover toda a matriz orgânica por meio de digestão pro-
longada na presença de grandes quantidades de oxidantes e ácidos (Hédouin et al., 2008;
Amado-Filho et al., 2008; Kamala-Kannan et al., 2008).

Outra metodologia que pode ser aplicada é a espectrometria de fluorescência de raios X, que
permite a análise direta da matriz da amostra, sem a produção de resíduos tóxicos ou a utili-
zação de solventes prejudiciais à saúde do operador e ao meio ambiente. Além de ser uma
técnica não destrutiva e de rápida execução, também apresenta algumas limitações, como o
facto de que os resultados podem ser afetados pela estrutura física da matriz, devido a fenóme-
nos de absorção ou intensificação do sinal de emissão por outros elementos presentes nessa

15



mesma matriz (Nagata et al., 2001 e Brito et al., 2017).

Para distinção de arsénio inorgânico, pode-se recorrer à técnica combinada de cromatografia
de troca iónica com espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (Llorente-
Mirandes, et al., 2017).

1.6 Biocompostos de Macroalgas

As macroalgas exibem um perfil nutricional de valor, caracterizado pela presença de micro e
macronutrientes com bioatividades de interesse, sendo por isso classificadas como alimentos
funcionais. Para entender melhor esse valor é relevante especificar alguns desses nutrientes
(Xie et al., 2023). Contudo, é importante salientar que a composição das macroalgas é in-
fluenciada pelo ambiente onde se desenvolvem, nomeadamente exposição à luz, salinidade,
nutrientes, temperatura, poluição e turbulência da água, uma vez que as condições de cresci-
mento influenciam ao nível metabólico, logo o teor dos compostos bioativos é muito variável.
Desta forma, uma mesma espécie de macroalga colhida em locais diferentes pode emonstrar
características distintas (Gordalina et al., 2021; Pliego-Cortés et al., 2020). Os metabolitos
mais afetados por estas variações são principalmente as proteínas, os lípidos e os β-glucanos
(Leandro et al., 2020; Zayed et al., 2019).

Como já referido, muitos dos biocompostos presentes nas macroalgas possuem valor nutricio-
nal e atividade biológica. Assim, na Figura 1.6 estão identificados estes biocompostos (Xie et
al., 2023) e a Figura 1.7 apresenta as principais atividades biológicas identificadas em macro-
algas.

Figura 1.6 Esquema representativo dos principais biocompostos presentes em macroalgas (adaptado
de Xie et al., 2023).
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Figura 1.7 Principais atividades biológicas identificadas em macroalgas (adaptado de Farghali et al.,
2022).

1.6.1 Lípidos

As macroalgas contêm um teor lipídico percentual em base seca de 0,1 a 11,5 % (m/m) para
algas castanhas, de 0,4 a 12 % (m/m) para algas vermelhas e 0,2 a 15 % (m/m) para algas
verdes (Xie et al., 2023). A maior parte do conteúdo lipídico é constituído por ácidos gordos
poliinsarurados, além disso contêm esteróis, glicolípidos, fosfolípidos (Xie et al., 2023; Morais
et al., 2021). Os lípidos provenientes de macroalgas exibem potencial terapêutico como neu-
roprotetores, anti-inflamatório, anti-alérgico, antitumoral, antibacteriano, anti-oxidante e ainda
na prevenção de doenças cardiovasculares (Xie et al., 2023; Brown et al., 2014; Morais et al.,
2021).

O método mais convencional para a extração de lípidos em macroalgas, é à base de solven-
tes orgânicos como o clorofórmio, no entanto, devido aos danos que este pode causar ao
meio ambiente, tem sido substituído por outros solventes menos nocivos como diclorometano
e propano-2-ol (Arias et al., 2023).

É necessário considerar a polaridade dos solventes, que devem ser polares o suficiente para
remover os lípidos da matriz celular, mas a polaridade não pode impedir a solubilização dos
lípidos não polares, de modo a otimizar o rendimento da extração. Também é necessário levar
em conta a matriz, adequando os solventes e a proporção da mistura de solventes ao tipo de
amostra (Kumari et al., 2011).

Existem vários métodos de extração, destacando a importância das novas tecnologias de extra-
ção, como a extração assistida por micro-ondas, que está a ser mais explorada emmacroalgas,
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uma vez que se trata de ummétodo eficaz na extração de biocompostos e que se rege segundo
princípios da Química Verde (Arias et al., 2023).

A quantificação de lípidos pode ser feita por métodos gravimétricos, espetrométricos ou me-
todologias combinadas, como a cromatrografia gasosa com espectrometria de massa (Kumari
et al., 2011).

1.6.2 Carboidratos

Os carboidratos são um dos componentes mais abundantes nas macroalgas, uma vez que, a
percentagem mássica destes compostos, em base seca, para macroalgas verdes varia entre
25 a 50 %, entre 30 a 60 % para algas vermelhas e entre 30 a 50 % para algas castanhas
(Gordalina et al., 2021).

No presente estudo foram quantificados açúcares redutores, polissacáridos totais, ácidos, sul-
fatados e β-1,3-D-glucanos. Assim, brevemente apresenta-se o interesse e especificidade de
cada um destes compostos nos tópicos seguintes.

1.6.2.1 Açúcares Redutores

Os açúcares que contêm grupo carbonilo livre, provenientes do aldeído das aldoses, como
por exemplo, a glucose, a maltose e a lactose, têm poder redutor, uma vez que oxidam o
grupo carbonilo, a carboxila na presença de soluções alcalinas e iões ferro e cobre (Jain et
al., 2021). Por serem carboidratos fermentáveis, os açúcares redutores têm importância em
processos fermentativos, como por exemplo, para a produção de bioetanol (Tan et al., 2013).
Para dosear estes biocompostos habitualmente recorre-se ao método do ácido pícrico ou ao
método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) (Lindsay, 1973).

1.6.2.2 Polissacáridos

Os polissacáridos de macroalgas são classificados de acordo com a sua função biológica,
sendo os polissacáridos estruturais, constituintes da parede celular, e os polissacáridos de
armazenamento de energia (Cesário et al., 2018).

O polissacárido estrutural mais abundante em plantas, a celulose, é também abundante em
macroalgas, no entanto, existem outros polissacáridos estruturais típicos das macroalgas e
característicos da família a que pertencem, por exemplo, o ulvano que é encontrado em ma-
croalgas verdes, a carragenina que pode corresponder, em percentagem mássica, até 75 %
(m/m) ou o agar até 52 % (m/m) em base seca para macroalgas vermelhas, enquanto o al-
ginato é encontrado em macroalgas castanhas. Como polissacáridos de armazenamento de
energia encontra-se o amido emmacroalgas verdes e em vermelhas amido floridano, enquanto
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as macroalgas castanhas podem conter até 35 % em base seca de β-1,3-glucanos (Gordalina
et al., 2021).

A Tabela 1.3 apresenta um resumo dos polissacáridos já identificados nas macroalgas e as
suas estruturas gerais.

Tabela 1.3 Resumo dos polissacáridos mais comuns encontrado e respetivas estruturas gerais encon-
trados em macroalgas (adaptado de Foroughi et al., 2024).

Devido à grande variedade de polissacáridos, existem inúmeras técnicas desenvolvidas para
quantificar estes compostos numa determinada amostra, como por exemplo, técnicas de cro-
matografia, eletroforese capilar, espectroscopia infravermelho e espectroscopia de ressonân-
cia magnética nuclear, no entanto, estas metodologias são dispendiosas e morosas, assim,
métodos colorimétricos baseados numa reação ou interação de um corante permitem analisar
carboidratos a partir do espectro eletromagnético num comprimento de onda fixo (Albalasmeh
et al., 2013). O método colorimétrico mais utilizado para carboidratos é o método fenol-ácido
sulfúrico, por ser versátil, de elevada sensibilidade e rápido (Albalasmeh et al., 2013).
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1.6.2.2.1 Polissacáridos Sulfatados

Os polissacáridos sulfatados exibem atividade anti-oxidante através da capacidade quelante
de metais, capacidade redutora de ferro e inibição de radicais livres. Esta atividade é tanto
maior quanto maiores forem os níveis de grupos sulfato presentes nas suas estruturas, estando
correlacionada com elevados níveis de fucose (Jiao et al., 2011).

As algas verdes são caracterizadas por produzirem ulvano, que pode ser classificado como
polissacárido sulfatado pela presença dos grupos sulfato, mas também pode ser integrado no
grupo dos polissacáridos ácidos pela presença do carboxilo pelos monómeros ácido glucoró-
nico e idurónico (Jiao et al., 2011). Uma das atividades biológicas características do ulvano é
a atividade lipémica observada in vivo em modelos animais reduzindo os níveis de triglicéridos
e colesterol (Chellappan et al., 2023).

As algas castanhas são caracterizadas principalmente pela presença de fucoidanos ,consti-
tuídos por cadeias de fucose ramificadas a cada 2 a 3 resíduos de fucose. A estrutura dos
fucoidanos é muito variável, podendo identificar-se fucoidanos diferentes numa mesma es-
pécie. Mesmo possuindo uma estrutura tão heterogénea, estes foram classificados em dois
grupos diferentes. Os fucoidanos com origem em macroalgas dos géneros Laminarias, Anali-
pus, Cladosiphon e Chorda, caracterizados por conterem resíduos α -L-fucopiranose ligação 1
→ 3. Os fucoidanos isolados de macroalgas das espécies dos géneros Ascophyllum e Fucus,
caracterizados por cadeias centrais de resíduos de α-L-fucopiranose com ligações 1 → 3 e 1
→ 4 (Jiao et al., 2011).

Os fucoidanos têm potencial para aplicações farmacêuticas, uma vez que exibem bioatividade
anticoagulante e antitrombótica semelhante à heparina (Bernardi et al., 1962), bem como ativi-
dade antiviral, observada em estudos in vitro com células animais, revelando a inibição do vírus
da dengue tipo 2 (Hidari et al., 2008). Assim como o ulvano, os fucoidanos exibem atividade
antilipidémica, observada em estudos in vivo emmodelos de ratos hiperlipémico. Neste estudo,
detetou-se um aumento da atividade enzimática de lípases como a lipoproteína lípase, lípase
hepática e lecitina colesterol aciltransferase, no soro dos ratinhos (Maruyama et al., 2005).

As algas vermelhas caracterizam-se pela presença de carrageninas polissacáridos deD-galactanas
sulfatadas de elevado pesomolecular, com dissacáridos de ligações 3→ 4 de β-D-galactopiranoose
e α-galactopiranose ou 3,6-anidro-α-galactopiranose. Já foram identificadas 15 carrageninas
diferentes que variam conforme o padrão de sulfatação dos dissacáridos e a repetição destes
(Jiao et al., 2011).

Assim como os fucoidanos, os polissacáridos das algas vermelhas também exibem proprie-
dade anticoagulante equiparáveis a heparina, inibindo a trombina e o fator X (Jiao et al., 2011).
A utilização de polissacáridos sulfatados de algas é promissora, tendo a vantagem do produto
final ter uma probabilidade baixa de conter vírus, que por vezes podem estar presente em pro-
dutos finais de heparina comercial produzida a partir de soro bovino e/ou suíno (Hidari et al.,
2008). As carrageninas também exibem atividade antiviral, observada em estudos in vitro em
células animais onde inibiram a multiplicação do vírus da dengue (Talarico et al., 2007).
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O isolamento desses compostos geralmente envolve extração com água quente seguida de
purificação adicional (Hahn et al., 2016). Para analisar a estrutura de polissacáridos sulfata-
dos, recorre-se a dessulfatação e metilação, determinando os ésteres de sulfato ligados ao
longo da cadeia e da estrutura. A metilação permite determinar as ligações entre monossa-
cáridos. Após a hidrólise dos polissacáridos sulfatos, obtêm-se monossacáridos parcialmente
metilados que após acetilação são separados e identificados por cromatografia gasosa e es-
pectrometria de massa. Outra forma mais expedita para a análise desta biomolécula é através
de espectrometria de ressonância magnética nuclear que permite determinar os monossacári-
dos constituintes, as configurações anomérias e posição das ramificações e sulfatações (Jiao
et al., 2011). Os polissacáridos sulfatados podem ainda ser determinados e caracterizados
pelo método de Dische (Dische, 1949, Hahn et al., 2016).

Estes polissacáridos provenientes de algas podem ser modificados facilmente por dessulfata-
ção, supersulfatação, acetilação benzoilação, permitindo produzir por semissíntese, compos-
tos com características mais eficazes para uma dada aplicação (Jiao et al., 2011).

No entanto, a maioria destes métodos são demorados, complexos e corrosivos. Por esse
motivo, adotam-se metodologia espectroscópicas nomeadamente métodos colorimétricos, que
avaliam a formação de complexos formados por interações entre um corante específico e a
biomolécula alvo (Hahn et al., 2016).

1.6.2.2.2 Polissacáridos Ácidos

Os polissacáridos ácidos podem ser considerados como carboidratos raros, mas que no caso
das macroalgas, podem ser encontrados em quantidades consideráveis. Nas algas castanhas
identifica-se grandes quantidades de alginato que é constituído por dois monómeros que esta-
belecem ligação glicosídica 1 → 4 entre ácido β-1-D-manuronílico e ácido α-1,4-L-gulurónico

Este polissacárido confere propriedades físicas, como resistência mecânica, e capacidade que-
lante, sendo por isso aplicado nas indústrias farmacêutica, tecnologia médica, cosmética, ali-
mentar, agrícola, têxtil e do papel (Brownlee et al., 2009; Zhao et al., 2012; Jönsson et al.,
2020).

Através deste composto é ainda possível formar géis com solubilidades diferentes em água; por
exemplo, os alginatos de cálcio formam géis insolúveis em água, utilizados no encapsulamento
de outros compostos ou enzimas, enquanto na presença de sódio e magnésio, o gel torna-
se solúvel em água (Devillé et al., 2004). No entanto, o alginato facilmente degrada-se nos
seus monómeros em condições ácidas e alcalinas, e fatores como a temperatura, a presença
de radicais livres e polifenóis também pode afetar a estabilidade do alginato (Brownlee et al.,
2009).

Existem váriosmétodos para quantificar polissacáridos ácidos, como osmétodos colorimétricos
com ácido urónico, através de metanólise e pela reação com ácido sulfúrico e carbazol (Li et
al., 2007).
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1.6.2.2.3 Glucanos

Os glucanos são polissacáridos produzidos principalmente por macroalgas castanhas, sendo
por essa razão, comum encontrar a designação laminarina para glucanos de macroalgas. Es-
tes têm como funções o armazenamento e a reserva de energia, sendo acumulados em va-
cúolos no interior das células, podendo chegar a 35 % (m/m) do peso seco da macroalga
(Garcia-Vaquero, et al., 2019).

A sua estrutura caracteriza-se por uma cadeia principal composta por D-glucose ligadas a β-1,3
com ramificações entre as posições 6 e 2. Embora as moléculas possam conter uma grande
variedade de monossacáridos, o mais comum o é manitol (Graiff et al., 2016). A laminarina,
exibe uma conformação β-1-3 e β-1-6 (Singh et al., 2020).

A estrutura terciária em tripla hélice de alguns β-1,3-D-glucanos está relaciona com as di-
versas bioatividades (Semedo et al., 2015; Garcia-Vaquero, et al., 2019), tais como: anti-
inflamatórias, anticoagulantes, anti-oxidantes, antivirais, antitumorais, anti-obesidade e antimi-
crobianas (Garcia-Vaquero, et al., 2019). Os β-1,3-glucanos fazem parte de alguns suplemen-
tos alimentares utilizados em paralelo com terapias anticancro devido às suas propriedades
imunoestimulantes, anti-inflamatórios, podendo também atuar ao nível do microbioma (Singh
et al., 2020).

Estes compostos são facilmente extraídos com água a elevada temperatura ou com soluções
alcalinas ou ácidas, através de métodos como a extração assistida por autoclave, sendo co-
mum recorrer a vários ciclos de extração consecutivos (Rajauria et al., 2010). Outras meto-
dologias inovadoras, como a extração assistida por ultrassons, têm demonstrado rendimentos
promissores de extração (Garcia-Vaquero et al., 2018).

Para a quantificação do teor total de β-1,3-glucanos recorre-se usualmente a métodos de hi-
drólise enzimática ou ácida, consequentemente, métodos hidrolíticos ignoram a conformação
terciária. Além disso, a hidrólise ácida é muito inespecífica, enquanto a enzimática é especifica,
porem dispendiosa e morosa (Nitschke et al., 2011).

Contudo existem outros métodos que não ignoram a conformação dos glucanos, como por
exemplo, métodos ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) que determinam β-glucanos
de alto pesomolecular. Contudo ométodo tem uma aplicabilidade limitada (Mizuno et al., 2001).
Também existem métodos colorimétricos para quantificar conformações específicas, como por
exemplo, o método fluorométrico com azul de anilina, que interage com β-glucanos de hélice
única, que geralmente ocorre em meio alcalino (Ogawa et al., 1972 ). O método do corante
Congo red é específico para a quantificação de β-1,3-glucanos com tripla hélice, uma vez que
o corante interage com β-glucanos este tipo de estrutura (Nitschke et al., 2011; Semedo et al.,
2015).

Através de métodos espectroscópicos, como a espectroscopia de infravermelho ou a de a
ressonância magnética nuclear, torna-se possível detetar e quantificar a conformação α e β do
carbono anomérico (Kato et al., 2023; Hong et al., 2021). Evidentemente, para quantificar todas
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as conformações é necessário recorrer a várias metodologias específicas para cada uma, pois
não existe um método direto.

1.6.3 Proteínas

Conhecidas por serem biomoléculas de grandes dimensões, são formadas por cadeias longas
de resíduos aminocídicos ligados por ligações peptídicas. A nível nutricional, desempenham
funções importantes no nosso organismo tais como a construção e reparação de tecidos e
intermediar reações metabólicas. Algumas espécies de macroalgas marinhas revelaram ser
excelentes fontes de proteínas quando comparadas com outras fontes, nomeadamente a soja
(Healy et al., 2022). No entanto, os teores de proteína podem variar conforme a estação do
ano, uma vez que, como descrito anteriormente, as condições de crescimento afetam o me-
tabolismo das macroalgas e, para algumas espécies, os níveis mais elevados proteína são
alcançados durante o inverno e a primavera (Fleurence, 2004). De uma forma geral, apresen-
tam as seguintes percentagens mássicas em base seca: algas verdes 0,4 a 32,1 % (m/m),
algas castanhas 3,1 a 42,1 % (m/m) e algas vermelhas 3,5 a 47 % (m/m). Ao nível do pala-
dar, as macroalgas estão associadas ao sabor umami devido à elevada abundância de ácido
aspártico, ácido glutâmico e alanina, tendo sido identificados todos os aminoácidos essenciais
ao ser Humano, na sua composição (Xie et al., 2023).

No que diz respeito a enzimas, as macroalgas são uma fonte interessante de fosfatase alcalina,
oxidases, enzimas fibrinolíticas e rubisco (Gordalina et al., 2021).

As ficobiliproteínas são pigmentos de natureza proteica e são as principais proteínas das algas
vermelhas, representando até 50% do seu conteúdo total de proteínas. Trata-se de uma família
de proteínas fluorescentes ligadas covalentemente a grupos tetrapirrólicos, conhecidos como
ficobilinas, como grupo prostético, e são utilizadas como marcadores de outras moléculas, e
estão identificadas como tendo atividade anti-oxidante, anti-inflamatória, neuroprotetora, hipo-
colesterolémica, hepatoprotetora, antiviral e antitumoral (Cian et al., 2015; Sekar et al., 2008).
Dada a sua relevância será um complexo abordado na Secção 2.5.4., sobre Pigmentos.

As proteínas em macroalgas também surgem de forma conjugada com outros compostos, no-
meadamente complexos proteína-carboidratos, as glicoproteínas. Estruturalmente, são proteí-
nas que possuem ligações covalentes a uma ou mais cadeias de oligossacáridos (glicanos ou
polissacáridos pequenos). Estas são facilmente extraídas com água fria ou quente, uma vez
que se localizam na parede celular (Cian et al., 2015; Pliego-Cortés et al., 2020).

Assim, extratos aquosos com elevado teor de proteínas e carboidratos podem indicar a pre-
sença de glicoproteínas, principalmente as lectinas, que interagem de forma específica com
outros glicanos solúveis, estabelecendo uma ligação com a membrana e estão associadas a
atividade hemaglutinante contra eritrócitos (Gordalina et al., 2021; Hahn et al., 2011). Apesar
de já estarem caracterizadas, a sua bioatividade requer mais estudos (Pliego-Cortés et al.,
2020).
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Para extrair proteínas, é necessário considerar as quatro classes de proteínas e as suas solu-
bilidades específicas. As albuminas são solúveis em água, as globulinas em soluções salinas,
as glutelinas em ácidos ou bases diluídas e as prolaminas em álcool até 70 %(V/V) (Mæhre
2015). Para otimizar a extração das quatro classes, habitualmente realizam-se extrações se-
quenciais, recorrendo a metodologias convencionais que envolvem soluções aquosas, ácidas
e alcalinas. No entanto, para preservar as suas estruturas, é necessário utilizar condições
suaves de pH ou recorrer a soluções de recolha para neutralizar e recuperar a conformação
(Kadam et al., 2013). Para extrair proteínas intracelulares, é necessário recorrer a métodos
físicos como temperatura, ou métodos enzimáticos, de forma a promover a lise celular. Como
alternativa às metodologias convencionais, novas metodologias, como a extração assistida por
micro-ondas ou extração assistida por ultrassons, entre outras, têm sido aplicados na extração
de proteínas de macroalgas (Gordalina et al., 2021).

Existem vários métodos para caracterizar e quantificar proteínas, nomeadamente ensaios ele-
troforéticos, cromatográficos, espectrométricos, e imunoquímicos. Os métodos eletroforéticos,
como a eletroforese em gel de poliacrilamica em condições desnaturantes (SDS-PAGE), são
utilizados para identificar o peso molecular das subunidades das proteínas, permitindo também
identificar a espécie de macroalga através do perfil proteico (Gordalina et al., 2021).

Ensaios cromatográficos são amplamente aplicados em extratos de macroalgas marinhas,
como cromatografia de exclusão molecular e cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC)
(Gordalina et al., 2021).

Segundo Gordalina et al. (2021), os ensaios espectrometria de massa (MS) e espectrométricos
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) são as técnicas mais utilizadas no estudo
de proteínas provenientes de macroalgas. Com a vantagem acrescida de identificar a estrutura
secundária das proteínas através do FTIR, através das bandas do grupo amida, sendo a amida I
caracterizada pela extensão CO, e a amida II caracterizada pela de extensão NH e CN. Através
da banda da amida I é possível identificar a estrutura secundária hélice α, folhas β, voltas e
indefinida (Haris et al., 1999).

As técnicas espectrométricas, como a cristalografia de raio X e a ressonância magnética nu-
clear (NMR), também possibilitam a caracterização da estrutura secundária das proteínas, per-
mitindo obter a estrutura tridimensional completa. No entanto, apresentam várias desvanta-
gens, como por exemplo, a cristalografia dependente da alta qualidade dos cristais obtidos,
que é de difícil formação, podendo ocorrer a cristalização de uma conformação que não cor-
responde à realidade da proteína no seu meio nativo. Adicionalmente, oferece uma imagem
estática da conformação, que vai contra a natureza dinâmica da proteína. O NMR por sua vez,
oferece uma flexibilidade no estudo de proteínas em solução. Contudo, se a amostra for muito
complexa, o espectro resultante será igualmente complexo e difícil de interpretar. Além disso,
a técnica está limitada a proteína com peso molecular até 30 kDa (Haris et al., 1999).

Os ensaios espectrofotométricos são amplamente utilizados para a deteção e quantificação
de proteína por serem métodos mais rápidos e menos dispendiosos, embora por vezes me-
nos sensíveis comparativamente aos das outras técnicas referidas anteriormente. A leitura
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da absorvância é um ensaio simples que tem por base a deteção dos resíduos aminocídicos
aromáticos (e.g., triptozano, trirosina e fenilalanina), por essa razão a leitura é realizada no
comprimento de onda 280 nm. No entanto, a concentração de proteína pode variar devido à
contaminação por compostos fenólicos (Merck, 2024).

Os ensaios reacionais colorimétricos são igualmente rápidos e simples, além de resolverem
resolver o problema das contaminações, uma vez que utilizam um reagente ou um corante
com afinidade específica para com os resíduos aminocídicos, formando assim um cromóforo.
Os protocolos mais usuais são os ensaios de ácido bicinconínico, Lowry e Bradford (Merck,
2024).

1.6.4 Pigmentos

Como descrito anteriormente na Secção 2.4., as algas verdes (Chlorophyta), as algas casta-
nhas (Phaecophyta) e as algas vermelhas (Rhodophyta) contém pigmentos naturais caracte-
rísticos das macroalgas, sendo a estrutura molecular dos pigmentos semelhantes, diferindo
apenas nos seus grupos funcionais (Arias et al., 2023). Dentro deste grupo destacam-se as
clorofilas, os carotenoides e as ficobiliproteínas, abordando-se de seguida cada um deles, elu-
cidando a sua estrutura, propriedades e consequentes bioatividades.

As clorofilas (Figura 1.8) são pigmentos esverdeados apolares, responsáveis pela conversão
de luz em energia, estão presentes na maioria das plantas e algas autotróficas. Estrutural-
mente são compostas por anéis de porfina ligados a um átomo de magnésio. Existem quatro
conformações diferentes em algasmarinhas: clorofila a, clorofila b, clorofila c e clorofila d, sendo
a clorofila a mais importante, uma vez que é responsável pela produção de energia (Osório et
al., 2020).

Figura 1.8 Estrutura química das clorofilas: A – clorofila a; e B – clorofila b (adaptado de Osório et al.,
2020).
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Os carotenoides são pigmentos apolares e podem exibir cores diferentes, dependendo da sua
estrutura. São terpenóides de cadeias de polieno altamente conjugadas responsáveis pelas
diversas cores que a molécula pode exibir, incluindo tons de roxo, vermelho, laranja ou amarelo
(Osório et al., 2020). Existem dois tipos de carotenoides: os hidrocarbonetos insaturados, (e.g.
β-caroteno e o licopeno), e as xantofilas (e.g. luteína, fucoxantina). As xantofilas distinguem-
se dos carotenos pela presença de grupos funcionais contendo átomos de oxigénio (Poojary
et al., 2016).

A fucoxantina (Figura 1.9) é o carotenoide mais abundante em algas castanhas, conferindo-
lhes essa cor (Matsuno et al., 2001; Lourenço-Lopes et al., 2022). Estruturalmente possui uma
ligação alélica incomum com o grupo epóxido e grupo carbonilo conjugado na cadeia polieno
(D’Orazio et al., 2012).

Figura 1.9 Estrutura química da fucoxantina (adaptado de Lourenço-Lopes et al., 2022).

Como metabolito, é responsável pela absorção da luz e transformá-la em energia (Lourenço-
Lopes et al., 2022). As bioatividades que apresenta devem-se essencialmente às ligações
alélicas e ao grupo acetil (Liu et al., 2011). Assim este pigmento exibe atividade anti-oxidante,
sendo capaz de inibir espécies reativas de oxigénio, como os radicais hidroxilo e anião supe-
róxido (Heo et al., 2008). A atividade antitumoral observada em diversos estudos sugere que
a fucoxantina interage com moléculas reguladoras do ciclo celular e mecanismos de apoptose
de células tumorais (D’Orazio et al., 2012; Kim et al., 2010; Kotake-Nara et al., 2005).

A fucoxantina exibe também efeito termogénico em mamíferos, uma vez que afeta enzimas
presentes nasmitocôndrias do tecido adiposo, induzindo umamaior libertação de energia sobre
forma de calor nesses tecidos, auxiliando assim em doenças como a obesidade (D’Orazio et al.,
2012). Também foi observado que este carotenoide afeta a expressão de genes que intervêm
na captação de glicose e do metabolismo lipídico, entre outros fatores relacionados com a
obesidade e a resistência à insulina, o que faz com que este pigmento exiba também atividade
antidiabética (Maeda et al., 2006; D’Orazio et al., 2012).

A atividade neuroprotetora foi observada em estudos in vivo e in vitro em modelos de lesão ce-
rebral onde a fucoxantina foi capaz de promover os mecanismos de neuroprotecção molecular
(Zhang et al., 20017). Relativamente à atividade fotoprotetora foi avaliada em estudos in vivo,
onde os investigadores relacionaram a atividade anti-oxidante e antitumoral com a fotoenve-
lhecimento induzido por radiação ultravioleta (Yasuda et al., 1998).

As ficobiliproteínas (Figura 1.10) são pigmentos polares fluorescentes proteicos que podem
exibir diferentes cores. Estruturalmente são um complexo de proteína ligado covalentemente
à ficobilina, uma estrutura linear de tetrapirróis (Osório et al., 2020). Esta família de proteínas
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está associada a estruturas de superfície da membrana citoplasmática de ficobilissomas, en-
quanto os carotenoides e clorofilas estão localizados na membrana bifosfolipídica (Gordalina
et al., 2021). Existem quatro categorias principais de ficobiliproteínas divididas segundo a cor
que exibem: ficoeritrina (roxo), ficocianina (azul), aloficocianina (verde azulado) e ficoeritrocia-
nina (roxo) (Osório et al., 2020). Entre os complexos também se destacam as ficobiliproteínas
devido à sua fluorescência, sendo utilizadas como marcadores de outras moléculas, além de
serem anti-oxidantes, anti-inflamatórias, neuroprotetoras, hipocolesterolêmicas, hepatoprote-
toras, antivirais, antitumorais (Sekar et al., 2008).

Figura 1.10 Estrutura química de ficobiliproteínas (adaptado de Tounsi et al., 2023).

Existem diversos métodos convencionais para a extração de pigmentos, como a extração con-
tínua em Soxhlet e maceração com solventes orgânicos, que apresentam várias desvantagens
por serem morosas e por utilizarem, de um modo geral, solventes tóxicos. Os métodos inova-
dores como extração assistida por micro-ondas, extração com dióxido de carbono supercrítico
e extração assistida por ultrassons superam as desvantagens dos métodos convencionais e
proporcionam melhores rendimentos. Geralmente, são utilizadas técnicas cromatografias, es-
pectroscopia de infravermelho e ultravioleta-visível para quantificar os pigmentos(Cikoš et al.,
2022).

1.6.5 Compostos Fenólicos

As macroalgas comestíveis são ricas em compostos fenólicos ou polifenóis, onde cerca de um
terço é composto por ácido fenólico e os dois terços restantes por flavonoides (Ferdous et al.,
2021). As macroalgas produzem estes compostos para sua própria defesa contra infeções e
agressões causadas pelo ambiente externo (Santos et al., 2019).

Os compostos fenólicos são compostos de elevado valor devido às suas propriedades com
inúmeros benefícios para a saúde. Para além da capacidade anti-oxidante, estes exibem ati-
vidades antidiabéticas, anti-Alzheimer, anti-inflamatórias, anti-alérgicas, anti-obesidade, anti-
bacterianas, entre outras (Montero et al., 2018).

No caso particular dos compostos fenólicos presentes das macroalgas, estes são os metaboli-
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tos secundários mais explorados para a indústria, são compostos por anéis aromáticos com um
ou mais grupos hidroxilo, geralmente associados a derivados do ácido hidroxibenzóico. As ma-
croalgas vermelhas, verdes e castanhas, usualmente contêm compostos fenólicos derivados
de flavan-3-ol (Santos et al., 2019).

Figura 1.11 Exemplos de compostos fenólicos (adaptado de Santos et al., 2019).

Os compostos fenólicos mais estudados das macroalgas, principalmente das castanhas, são
os florotaninos, que são polifenóis derivados da oligomerização de unidades de floroglucinol
por meio de ligações carbono-carbono ou éter diaril. Este composto pode variar em tamanho,
sendo o mais pequeno de 126 Da. Os florotaninos podem ser classificados em quatro grupos,
dependendo do tipo de ligação entre as unidades aromática (Figura 1.11): os floretóis, que têm
uma ligação éter; os fucóis, com ligação fenil; os fucofloretóis, com ligação éter e fenil e os
carmalóis, com ligação benzodioxina (Singh et al., 2013).

Os compostos fenólicos exibem atividades benéficas à pele, sendo utilizados na indústria cos-
mética, constituindo formulações com efeito regenerador, protetor contra radiação ultravioleta,
antirrugas, anti-alérgico, anti-inflamatório, anti-oxidante, antimicrobiano, antifúngico, inibidor da
tirosinase, antimelanogénico, clareador da pele e anti-acne (Kalasariya et al., 2022).

O doseamento e a caracterização destes compostos em macroalgas podem ser difíceis devido
à elevada complexidade da matriz da amostra, que contém quantidades significativas de polis-
sacáridos, proteínas e lípidos. Além disso, em algas já bastante estudadas, conclui-se que os
compostos fenólicos podem variar conforme a idade do organismo, tamanho e o tipo de tecido
de onde são extraídos, assim como os fatores que intervêm no meio onde se desenvolvem,
como a salinidade, nutrientes e estação do ano (Santos et al., 2019).
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A extração de compostos fenólicos usualmente é feita através de metodologias convencionais
de extração sólido-líquido com solventes menos polares, seguida de processos de separação
para obter um extrato purificado. Outros métodos avançados têm sido implementados devido
à sua eficiência, fácil otimização de condições de extração e maior sustentabilidade, como
a extração assistida por micro-ondas, enzimática e com fluídos supercríticos (Santos et al.,
2019).

Usualmente, em extratos brutos de macroalgas, é possível detetar a presença destes com-
postos pela absorvância nos comprimentos de onda de 260 e 330 nm, devido à natureza
destes compostos. No entanto, esta análise é apenas qualitativa, uma vez que os resulta-
dos são sensíveis ao pH e à presença de outros compostos da matriz da amostra. A quan-
tificação é geralmente realizada por métodos espectrofotométricos, pela reação de com 2,4-
dimetoxibenzaldeído ou pela reação de Folin-Ciocalteu, pela simplicidade e baixo custo do
ensaio (Santos et al., 2019).

Para caracterizar estes compostos, também é comum recorrer NMR e à espectroscopia de
infravermelho. Sendo que em extratos brutos, pela sua complexidade, é difícil analisar com-
postos fenólicos mesmo através de técnicas de alta resolução (Santos et al., 2019). Nos últi-
mos anos, as abordagens cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa, LC-MS
e LC-MS/MS de alta resolução, associadas a estatísticas multivariadas, têm sido amplamente
utilizadas para identicar este tipo de compostos (Santos et al., 2019; López-Fernández et al.,
2020 ).

1.6.5.1 Flavonoides

Os flavonoides fazem parte do grupo dos polifenóis. São estruturalmente complexos, derivados
de 2-fenil-benzo-pirona e possuem uma estrutura base comum caracterizada por uma cadeia
fenilpropanoide de 15 carbonos, organizada em dois anéis aromáticos ligados a um anel pireno
contendo oxigénio (Ferdous et al., 2021).

Existem cinco classes de flavonoides, que se distinguem pelas modificações no anel pireno:
flavanóis (e.g. catequina, epicatequina, epigalocatequina), flavonóis (e.g. morina, quercetina,
kaempferol, miricetina), flavanonas (e.g. naringenina e hesperetina), isoflavonas (e.g. genis-
teína e daidzeína), flavonas (e.g. luteolina) e antocianinas (Figura 1.12) (Brodowska 2017).

A catequina, flavan-3-ol, é dividida em oito classes diferentes (Bae et al., 2020). Pode ser
encontrada em macroalgas vermelhas, como a Porphyra tenera e exibe citotoxicidade contra
glioma humano e impede a angiogénese de melanoma humano (Machu et al., 2015;Sheng
2020; Di Leo et al., 2017).

A epicatequina é uma das subclasses de catequina, que também pode ser encontrada em
macroalgas vermelhas, como a alga Porphyra tenera (Machu et al., 2015). Exibe atividade an-
titumoral em cancro da mama, promovendo a apoptose das células tumorais (Pereyra-Vergara
et al., 2020). A epicatequina pode ser utilizada como coadjuvante em quimioterapia, uma vez
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Figura 1.12 Estruturas de flavonoides (adaptado de Ferdous et al., 2021 e Shraim et al., 2021)

que atua em danos causados por este tipo de tratamento (Shariati et al., 2019).

A epigalocatequina-galato também faz parte do grupo das catequinas, sendo encontrada em
macroalgas como a Undaria pinnatifida e também e macroalgas vermelhas, como a P. te-
nera. Este flavanol foi reconhecido como uma das catequinas com atividade antitumoral mais
potente, exibindo essa atividade em vinte e quatro tipos de cancros (Almatroodi et al., 2020).
Atua interferindo nos sistemas de angiogénese e metástase (Huang et al., 2020).

A morina é um flavonoide específico de algumas espécies de algas, podendo ser encontrada
na Porphyra yezoensis, Undaria pinnatifida e Laminaria religiosa (Yoshie-Stark et al., 2003).
Esta exibe atividade antitumoral contra leucemia pela estimulação da apoptose das células
tumorais (Nie et al., 2019). Em células tumorais da mama exibiu atividade antiporliferativa
(Wang et al., 2021).

As isoflavonas, como a daidzeína ou a genisteína, podem ser encontradas em macroalgas
vermelhas, do género Porphyra spp. e em macroalgas como a Undaria pinnatifida (Santos et
al., 2019).
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De ummodo geral, os flavonoides exibem atividade anti-oxidante e antitumoral, interferindo nos
sistemas de apoptose, angiogénese e metástase, além de possuírem propriedades antimicro-
bianas e de proteção UV. Em algas comestíveis, os compostos flavonoides ingeridos podem
desempenhar funções biológicas no organismo humano, como a melhora do transporte da glu-
cose, a diminuição do colesterol, atua beneficamente na disfunção cardiovascular, doenças
oculares e em alterações neurológicas relacionadas com a perda de memória (Ferdous et al.,
2021).

Uma vez que promovem benefícios a vários níveis e exibem diversas bioatividades, os com-
postos flavonoides tornam-se princípios ativos de interesse. No entanto, as algas e as plantas
produzem quantidades reduzidas (Ferdous et al., 2021).

Emmacroalgas, a produção de flavonoides à semelhança de outros biocompostos, dependente
muito das condições de crescimento (Ferdous et al., 2021). A salinidade é um dos fatores que
afeta significativamente a sua produção e sua acumulação, ou seja, quando as concentrações
salinas são mais elevadas, a acumulação de compostos aumenta (Singh et al., 2014). O stress
provocado pela presença de metais no meio de crescimento é também um fator que também
induz a uma maior acumulação destes compostos (López et al., 2015).

A purificação e identificação destes compostos são trabalhosas, dispendiosas e acrescido do
facto de se tratarem de compostos sensíveis e de fácil degradação (Ferdous et al., 2021). Con-
tudo, tecnologias de otimização em sistemas de purificação e engenharia metabólica têm vindo
a melhorar a capacidade de extrair grandes quantidades de compostos fenólicos neste tipo de
amostras (Amawi et al., 2017). As algas tornaram-se uma fonte promissora para a extração de
flavonoides, uma vez que o seu cultivo em áreas controlodas e de grande dimensão proporci-
ona um crescimento controlado, diminuído fatores de contaminação, o uso de fertilizantes e de
exploração de terras. Para além disso, a sua integração em sistemas de aquacultura ou o seu
cultivo com águas residuais provenientes desta industria, torna os sistemas de cultivo susten-
táveis e integrados numa perspetiva de economia circular (Ferdous et al., 2021; Dębowski et
al., 2020).

A quantificação de flavonoides pode ser realizada por técnicas cromatográficas, eletroforéticas,
e espetrométricas ( e.g. UV-Vis, fluorimetria e espectrometria de massa). Estas metodologias
requerem a utilização de equipamentos avançados e técnicos qualificados. Por essa ração,
métodos colorimétricos de fácil utilização são frequentemente selecionados (Magalhães et al.,
2012). Existem dois métodos colorimétrico para deteção e quantificação de flavonoides, o
método com cloreto de alumínio e o método com borohidreto de sódio e cloranil (Magalhães et
al., 2012).

1.7 Métodos de Extração e Quantificação de Biocompostos

Atualmente, existe interesse das comunidades científica e industrial pela investigação e explo-
ração na extração e caracterização de compostos bioativos de fontes naturais, devido à sua
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capacidade de proporcionarem vários benefícios em diversas áreas. Nesta secção descrevem-
se os principais métodos de extração aplicados na recuperação de biocompostos a partir de
macroalgas, assim como métodos que permitem a sua deteção e quantificação.

1.7.1 Extração de Biocompostos

Ao longo da Seção 1.6 sobre Biocompostos das Macroalgas já foram explicitadas algumas con-
dições e métodos de extração mais favoráveis para a obtenção de determinados compostos
a partir de macroalgas. A utilização de altas temperaturas e solventes (incluindo água), para
obter produtos de elevado valor com mais aplicações potenciais continua a ser uma prática in-
dustrial, frequentemente com impacto adverso no ambiente e na funcionalidade dos produtos.
No entanto, mais recentemente, têm sido sugeridos métodos e abordagens alternativos, pro-
curando não só melhorar o desempenho do processo, mas também serem menos prejudiciais
à saúde humana e ao ambiente (Matos et al. 2021; Babich et al. 2022).

As extrações sólido-líquido convencionais são amplamente utilizadas pela indústria com o obje-
tivo de alcançar altos rendimentos de extração através de equipamentos relativamente simples
e acessíveis. No entanto, podem ser considerados morosos e requerem um elevado gasto de
energia e solventes. Os métodos mais explorados em macroalgas têm sido infusão, percola-
ção, destilação a vapor, maceração e extração contínua em Soxhlet (Matos et al. 2021; Babich
et al., 2022; Garcia-Vaquero, et al. 2020). A escolha do solvente é um passo importante para
a solubilização do composto alvo, permitindo seletividade, elevada eficiência com o aumento
da transferência de massa, danos nos tecidos, difusão do solvente, em combinação com dife-
rentes tecnologias de extração ou agitação (Matos et al. 2021).

Tendo em consideração estes pontos fracos comuns das extrações convencionais, têm sido
abordados outros métodos, numa perspetiva económica, que se regem segundo princípios da
Química Verde, ou seja, que podem reduzir a energia, os solventes e o tempo de extração,
e habitualmente são designados por métodos “verdes” ou “alternativos”, O desenvolvimento
de métodos de extração sustentáveis é fundamental para aumentar o valor acrescentado da
indústria de algas em expansão global (Babich et al. 2022).

Assim, têm sido exploradas técnicas alternativas sustentáveis na extração de compostos de
macroalgas, tais como a extração com fluidos supercríticos, a extração assistida por ultrassom
e a extração assistida por micro-ondas (MAE). Estes novos métodos oferecem vantagens em
relação aos convencionais, como a obtenção de altos rendimentos, a utilização de solventes
mais sustentáveis e a otimização de parâmetros para a extração seletiva de compostos bioa-
tivos (Cikoš et al., 2018).

Neste trabalho, foram utilizadas duas metodologias convencionais, —extração emmulti-etapas
(MSE) e extração assistida por autoclave (AAE) e um método alternativo, extração assistida
por micro-ondas (MAE).

A MSE é uma técnica realizada em várias fases, que utiliza solventes e condições operacio-
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nais diferentes em cada etapa. A fração líquida é recolhida por um processo de separação,
enquanto a fração sólida prossegue para a próxima etapa. Cada etapa permite extrair com-
postos específicos conforme o solvente utilizado (Wuryatmo et al., 2021).

Este método pode começar por misturar a amostra com um solvente de menor nível de po-
laridade, ou seja, um solvente não polar, passando para um solvente semipolar na seguinte
etapa e, finalmente, para um solvente polar. No entanto, pode haver diferentes configurações
na utilização dos solventes, conforme o resultado desejado (Wuryatmo et al., 2021)

Habitualmente realizam-se cinco etapas: a primeira com água à temperatura ambiente, com o
objetivo de extrair compostos da superfície da parede celular; a segunda com água em ebulição
para provocar a lise celular e recolher compostos solúveis em água presentes do interior das
células; as três etapas seguintes, com soluções alcalinas e ácidas de forma alternada para ex-
trair compostos solúveis em hidróxido de potássio (o primeiro solvente alcalino), ácido clorídrico
(para solubilizar compostos ácidos) e, por fim, uma solução alcalina, o hidróxido de sódio, para
remover os restantes compostos. Entre cada etapa, é fundamental proceder à neutralização
das frações para renaturar as estruturas (Gordalina et al., 2021).

A MSE apresenta baixo custo de operação e requer equipamentos simples. No entanto, os
tempos de extração são longos, há um gasto grande de energia, podendo ocorrer desnaturação
térmica de alguns compostos e degradação de algumas moléculas de interesse (Barba et al.
2015).

A extração assistida por autoclave é considerada um método convencional e é um tipo de
extração termomecânica, que consiste na utilização de água como solvente a temperaturas (50
– 200 °C) e pressão elevadas (Duarte et al., 2014), fragilizando a parede celular que permite
o acesso facilitado do solvente de extração. Esta extração permite um elevado rendimento e,
por envolver apenas o uso de água, é mais segura para o ambiente. No entanto, o tempo de
extração deve ser controlado, pois pode ocorrer degradação dos compostos (Zakaria et al.,
2016; Khanra et al., 2018; Cikoš et al., 2018).

Por sua vez, a extração assitida por micro-ondas é a tecnologia não química mais utilizada
atualmente à escala laboratorial. Baseia-se na utilização de ondas eletromagnéticas, cujas
ondas são não-ionizantes e na faixa de frequência entre 300 MHz e 300 GHz. A absorção
das ondas pode originar dois processos diferentes, a rotação dipolar e a condução iónica,
dependendo da temperatura e provocando alterações estruturais na matriz (Matos et al. 2021;
Seoane et al., 2017). O aquecimento por micro-ondas provoca a absorção de energia pelas
moléculas polares, resultando na rutura das células e facilitando a transferência de massa e a
difusão de compostos para fora da matriz sólida (Cikoš et al., 2018). A MAE pode ser realizada
em vasos abertos ou fechados. Os vasos abertos operam à pressão atmosférica, enquanto
os vasos fechados operam a uma pressão maior que a atmosférica (Pérez et al., 2014). Os
fatores importantes a considerar incluem a frequência, a potência, a razão amostra:solvente,
o solvente (concentração e as suas propriedades), as caraterísticas da matriz, bem como o
tempo, a pressão, a temperatura e o número de ciclos de extração (Matos et al., 2021).
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A grande vantagem da utilização deste método é a extração de compostos através de um
processo económico e sustentável, uma vez que o processo permite reduzir a quantidade de
solvente e o tempo de extração (Balasubramanian et al., 2011). Atualmente, já estão descritos
alguns protocolos de MAE otimizados para a extração seletiva de polifenóis e polissacáridos de
macroalgas (Cikoš et al., 2018). A MAE pode ser ampliada para o nível industrial, embora com
restrições devido à penetração limitada das ondas nas matrizes e os custos do equipamento
e as competências do operador são elevados, pelo que são necessários mais estudos neste
âmbito (Matos et al., 2021).

1.7.2 Métodos de Quantificação de Biocompostos

A deteção e quantificação rápidas e fiáveis do conteúdo de compostos bioativos em espé-
cies de algas e seus derivados são de extrema importância. Após a extração destas molé-
culas, é essencial quantificar os produtos obtidos. Para detetar compostos bioativos podem
ser utilizados diversos métodos, designadamente, espectroscópicos, cromatográficos e de flu-
orescência. A escolha do método depende do tipo de informação que se pretende obter, da
quantificação absoluta ou relativa e do componente a quantificar (Fu et al. 2019). A análise
bioquímica de macroalgas é, na prática, mais difícil do que a de materiais vegetais. As técnicas
cromatográficas, tais como cromatografia líquida (LC), cromatografia gasosa (GC) e eletrofo-
rese capilar e outras técnicas inovadoras têm sido utilizadas para analisar várias classes de
compostos obtidos a partir destes organismos, a maioria das quais acoplada a um detetor de
matriz de fotodiodo (LC-PDA) ou ultravioleta-visível (LC-UV-Vis) e/ou a um espetrómetro de
massa (LC-MS ou GC-MS) e/ou NMR. No entanto, a seleção de amostras é frequentemente
efetuada por cromatografia em camada fina (TLC). Em geral, quando a preparação da amostra
e a cromatografia são suficientemente seletivas, é aconselhável recorrer a técnicas de dete-
ção espectroscópica mais baratas (Misra et al. 2015; Xu et al. 2017; Alassali et al. 2016). Os
métodos de quantificação baseados em fluorescência demonstrada pela formação de alguns
complexos biocomposto-corante, podem causar um desvio batocrómico ou hipsocrómico no
comprimento de onda que resulta numa variação da intensidade de fluorescência. Destas téc-
nicas de fluorescência, podem ser analisados os espetros de emissão e espetros de excitação.
No entanto, este tipo de método de quantificação pode apresentar desvantagens inerentes à
sua complexidade, designadamente o tempo e a estabilidade da solução a analisar (Semedo et
al. 2015; Schmitt et al. 2009) . A espectroscopia UV-Visível permite adquirir informações sobre
a estrutura de vários compostos. Quando esses compostos absorvem luz UV ou visível, ocor-
rem transições eletrónicas para estados de maior energia ou excitados da molécula. O estudo
qualitativo e quantitativo dos compostos pode ser realizado por análise da forma, da altura e
da área da banda espectral de absorção. Os métodos colorimétricos têm por base a alteração
da absorvância (ou transmitância) de um reagente colorido que é adicionado a uma amostra,
podendo esta alteração ser provocada por uma reação com o analito ou através de interações
entre o reagente utilizado e o analito. Estes métodos são seletivos, e consistem na compara-
ção da absorvância da mistura reacional obtida para solução padrão e para amostra, usando
uma curva de calibração de forma a determinar a concentração do analito em questão presente

34



na amostra (Lee et al. 2013; Semedo et al. 2015). Estes métodos quando comparados com
os anteriormente mencionados são simples, rápidos, sensíveis, específicos e de baixo custo,
continuando, a serem bastante aplicados nos dias de hoje, nomeadamente em microescala.
Nas seções seguintes, serão descritos os métodos espetrofotométricos que foram utilizados
durante o presente trabalho.

1.7.2.1 Método do Reagente Sulfo-Fosfo-Vanilina (SPV)

O método SPV, por ser expedito, reprodutível e aplicável em pequena escala, permite utilizar
microplaca para realizar várias reações em simultâneo com uma pequena quantidade de amos-
tra, tendo sido, por estas razões, selecionado para dosear o teor lipídico dos extratos obtidos
a partir das macroalgas em estudo. Este método foi desenvolvido por Chabrol e Charonnat
(1937), tendo sido modificado e otimizado diversas vezes (Anschau et al., 2017). ) e permite
detetar apenas ácidos gordos insaturados, conforme as reações propostas por Knight e seus
colaboradores (Knightet al. 1972). Anschau e seus colaboradores, mais recentemente que
modificaram e adaptaram-no e acrescentam que, para extratos de cor esverdeada, o padrão a
utilizar deverá ser azeite ou óleo de origem vegetal (Anschau et al., 2017).

A reação deste método ocorre em três etapas. A primeira etapa ocorre a reação entre o ácido
fosfórico com a vanilina para formar ésteres de fosfato com maior reatividade do grupo carbo-
nilo (reagente SPV). Na segunda, com temperatura elevada, lipídos insaturados presentes na
amostra (que contêm ligações duplas e grupos hidroxilo livres), reagem com o ácido sulfúrico
concentrado, formando carbonium ion vanílico incolor (Anschau et al., 2017). Na última etapa,
o carbonium ion reage com o grupo carbonilo da fosfovanilina na presença de ácido fosfórico,
formando um cromóforo rosa, estável por várias horas, com um perfil de absorvância entre 400
a 600 nm (Anschau et al. 2017; Park et al. 2016).

1.7.2.2 Doseamentos Colorimétricos de Carboidratos

No presente estudo foram avaliados os seguintes tipos de carboidratos: açúcares redutores,
polissacáridos totais, ácidos, sulfatados e β-1,3-D-glucanos

Recorreu-se o método do ácido 3,5-dinitrosalicílico DNS por ser um dos métodos mais conve-
nientes para dosear açúcares redutores em amostras alimentares. Esta reação (Figura 1.13)
ocorre entre DNS com os açúcares redutores, que possuem um grupo carbonilo das aldoses.
Este reduz o grupo NO2 do carbono 3 do ácido a um grupo amina, e o carbonilo da aldose
passa a carboxilo. Assim, forma-se o ácido 3-amino-5-nitrosalicílico, que exibe uma cor ama-
rela forte que absorve a um comprimento de onda de 540 nm (Lindsay 1973; Deshavath et al.,
2020).
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Figura 1.13 Reação simplificada de DNS com açúcares redutores (adaptado de Deshavath et al.,
2020).

O método do fenol-ácido sulfúrico desde o seu desenvolvimento por Dubois et al., tem sido até
hoje, o método colorimétrico mais utilizado e mais fiável para a quantificação de carbohidratos
totais. Devido à sua sensibilidade tem sofrido adaptações de modo a alargar o seu espetro
de deteção a polissacáridos (neutros e aniónicos), glicoproteínas e glicolípidos e, foi adaptado
a microplaca de modo a rentabilizar o processo relativamente à quantidade de reagente e
amostra utilizada, e ao tempo necessário para a reação (Albalasmeh et al., 2013; Masuko et
al., 2005).

Como ilustrado na Figura 1.14 primeiramente, os carboidratos são desidratados, ou seja, hi-
drolisados em monossacáridos pela ação do ácido sulfúrico concentrado, transformando-os
em derivados de furfural. Numa segunda etapa, o fenol forma complexos com os derivados de
furfural que exibem cor acastanhada, sendo detetados a um comprimento de onda de 490 nm
(Albalasmeh et al., 2013; Panagiotopoulos et al., 2005).

Figura 1.14 Reações do método do fenol-ácido sulfúrico com glucose (adaptado de Wiley 2005).

Contudo, o método apresenta desvantagens, sendo a principal a utilização de fenol, que é
prejudicial à saúde do utilizador e do ambiente. Outra desvantagem, relacionada que está re-
lacionada com as amostras em estudo neste trabalho, é o facto que da presença de pigmentos
afetar os resultados obtidos através deste método (Chen et al., 2023).

Recorrendo aométodo do azul de toluidina [(7-amino-8-metil-fenotiazina-3-ilideno)-dimetil amó-
nio], é possível determinar o conteúdo de polissacáridos sulfatados em extratos brutos de algas,
com menor interferência de polissacáridos neutros e ácidos como o alginato. Este método foi
desenvolvido por Hahn et al. (2016), e utiliza o corante catiónico azul de toluidina que interage
com a carga negativa dos grupos éster sulfato destes polissacáridos, provocando um decrés-
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cimo na absorvância da mistura reacional a 632 nm, estabelecendo uma relação linear com a
concentração destes compostos. O método não é corrosivo, é simples e rápido, e apresenta
poucas limitações, tais como a necessidade de condições reacionais de pH neutro e a presença
de pelo menos um dissacárido sulfatado na amostra para que ocorra reação e consequente
mudança de cor (Hahn et al., 2016). Este método tem sido alvo de adaptações e otimizações,
no entanto, a escolha do padrão continua a ser um desafio (Abdella et al., 2024).

O método do carbazol-ácido sulfúrico foi descrito por Dische (1947), tendo sofrido diversas
adaptações, e é um dos métodos mais sensíveis e reprodutíveis para dosear polissacáridos
ácidos com menos interferência de polissacáridos neutros, através da reação com ácido sul-
fúrico e carbazol (Filisetti-Cozzi et al., 1991; Gabriel, 2023). Este método desenvolve uma cor
vermelha cuja absorção máxima ocorre a 525 nm pela adição de ácido sulfúrico, que promove
a hidrólise, originando moléculas de furano que reagem com o carbazol a temperatura elevada
(Li et al., 2007).

É um método colorimétrico simples e reprodutível, que permite uma rápida análise de várias
amostras, requerendo pouco volume de amostra. No entanto, pode ser afetado pela presença
de açúcares neutros e NaCl nas amostras a analisar (Cesaretti et al., 2003; Gabriel, 2023).

Os β-1,3-D-glucanos são doseados facilmente pelo método colorimétrico com o corante Congo
red (Figura 1.15) de forma sensível, rápida e barata. Nitschke et al. e Semedo et al. estudaram
a deteção de β-D-glucanos de tripla hélice com o corante Congo Red, verificando que o corante
Congo red apresenta interação seletiva e sensível com β-(1,3)-(1,6)-glucanos de tripla hélice
(Semedo et al., 2015; Nitschke et al.,2011).

Os grupos amino deste corante azo estabelecem pontes de hidrogénio com os grupos hidroxilo,
e interações Van der Waals com a tripla hélice dos β-1,3-D-glucanos (Kupetz et al., 2015).
Consequentemente essas interações resultam num desvio batocrómico de 488 para 516 nm
não interagindo com outros polissacáridos (Semedo et al., 2015).

Figura 1.15 Estrutura química do corante Congo red (adaptado de Merck, 2024).
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1.7.2.3 Método de Bradford

O método espectrofotométrico de ligação do Azul de Coomassie desenvolvido por Bradford
(1976), tornou-se num método útil para deteção e quantificação de proteínas com uma vasta
aplicação por ser um método expedito, reprodutível, sensível e economicamente viável, e ao
facto de apresentar menos interferentes do que outros métodos desenvolvidos para o mesmo
efeito (Sapan et al., 1999). Este método envolve a ligação do corante Azul Brilhante Coo-
massie G-250 (Figura 1.16) à proteína através de interações eletrostáticas com aminoácidos
básicos protonados (lisina, arginina e histidina) e por associações hidrofóbicas com resíduos
aromáticos de proteínas separadas, formando um complexo corante-proteína de cor azul, uma
vez que o corante passa à forma aniónica, resultando numa mudança da absorção máxima do
corante de 465 para 595 nm. Para quantificar o teor total de proteína, é necessário construir
uma curva calibração com uma proteína de referência, usualmente a albumina de soro bovino
(BSA), devido à sua maior reprodutibilidade de resultados. (Bradford, 1976; Sundaram et al.,
2012).

Figura 1.16 Estrutura do corante Azul de Coomassie G-250 (adaptado de Merck, 2024).

O método de Bradford apresenta pouca interferência de catiões e de carboidratos, no entanto,
há substâncias como o glicerol, detergentes, sulfato de amónio e alguns tampões alcalinos,
que podem interferir no método. Outra lacuna deste método é a incapacidade do corante criar
complexos com proteínas ou péptidos com massa molar inferior a 3000 Da (Moreno et al.,
1986; Bio-Rad, 2007).

1.7.2.4 Doseamento de Pigmentos

Usualmente, recorre-se a espectroscopia de UV-Vis para quantificar o teor de pigmentos, base-
ado na determinação de coeficientes de absorção específicos a determinados comprimentos
de onda associados ao pigmento específico. De forma a determinar as concentrações des-
tes compostos presentes nas amostras analisadas, os valores de absorvância registados são
aplicados a equações matemáticas características do solvente utilizado na extração dos pig-
mentos. Neste trabalho foram avaliados clorofilas, carotenoides totais, fucoxantina e ficobili-
proteínas.

38



Para a quantificação de clorofilas e carotenoides totais, geralmente recorre-se à extração com
solventes orgânicos, e as absorvâncias dos extratos são lidas em vários comprimentos de onda.
A partir das equações apresentada por Lichtenthaler (1987), determina-se o teor de clorofila a,
clorofila b, clorofilas totais e carotenoides totais. As equações de Lichtenthaler (1987) variam
consoante a proporção dos solventes utilizados, para extratos com acetona utilizaram-se as
Equações 1.1 a 1.4 e para extratos aquosos utilizou-se uma aproximação às Equações 1.5 a
1.8 aplicada a extratos em éter dietílico saturado em água (Lichtenthaler, 1987).

1.7.2.4.1 Equações para extratos com acetona:

[Ca] = 11, 24×Abs661,6 − 2, 04×Abs644,8 (1.1)

[Cb] = 20, 13×Abs644,8 − 4, 19×Abs661,6 (1.2)

1.7.2.4.2 Equações para extratos aquosos:

[Ca+b] = 7, 05×Abs661,6 + 18, 09×Abs644,8 (1.3)

[CCarotenoides] =
100×Abs470 − 1, 90× Ca − 63, 14× Cb

214
(1.4)

[Ca] = 10, 36×Abs661,6 − 1, 28×Abs643,2 (1.5)

[Cb] = 17, 49×Abs643,2 − 2, 72×Abs661,6 (1.6)

[Ca+b] = 7, 64×Abs661,6 + 16, 21×Abs643,2 (1.7)

[CCarotenoides] =
1000×Abs470 − 1, 38× Ca − 48, 05× Cb

211
(1.8)

Para quantificação de fucoxantina em extratos aquosos são efetuadas leituras de absorvân-
cia a 480, 582, 631, 665 e 750 nm, e através da aproximação das Equação 1.9 para extratos
com DMSO e água, apresentada por Osório et al. (2020), quantifica-se a concentração de
fucoxantina em mg/g amostra.
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[Fucoxantina] = 7, 69×

(
(Abs480 −Abs750)− 5, 55×

[
(Abs631 −Abs750)

+ (Abs582 −Abs750 − 0, 297× (Abs665 −Abs750))
]

− 0, 377× (Abs665 −Abs750)

) (1.9)

De forma a quantificar ficobiliproteínas em extratos aquosos, são realizadas leituras de absor-
vância a 565, 620 e 650 nm. Através das equações Equações 1.10 a 1.12 desenvolvidas por
Bennett et al. (1973), Bryant et al. (1979), Román et al. (2002) e utilizando os coeficientes de
extinção molar das ficobiliproteínas determinados por Juin et al., (2015), é possível estimar a
concentração de ficobiliproteínas em mg/g amostra.

[Ficocianina] = Abs620 − 0, 62×Abs650
3, 22

(1.10)

[Aloficocianina] = Abs650 − 0, 20×Abs620
5, 73

(1.11)

[Ficoeritrina] = Abs565 − 1, 26× [PC]− 0, 615× [APC]

5, 53
(1.12)

1.7.2.5 Método Folin-Ciocalteu

O método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, é um método simples, de baixo custo e de rápida
execução, é frequentemente utilizado para quantificar o teor de compostos fenólicos totais em
macroalgas (Santos et al., 2019). Inicialmente, o método foi desenvolvido em 1912 por Folin
e Denis para quantificar ácido úrico; os autores concluíram que o reagente formulado também
interagia com tirosina e derivados de fenol (Folin et al., 1912). Em 1927, Folin e Ciocalteu
adaptaram o método para a quantificação de proteínas através do doseamento de tirosina e
triptofano (Folin et al., 1927). O método só foi inteiramente adaptado para a quantificação do
teor total de compostos fenólicos em 1959 por Swain e Hillis em ameixa, Prunus domestica, e
em 1965 foi adaptado por Singleton e Rossi para a quantificação de compostos fenólicos em
vinhos (Swain et al., 1959; Singleton et al., 1965). Ambos os ensaios são atualmente utilizados
para a quantificação de compostos fenólicos totais, tendo já sido adaptado para a quantificação
de lipofílicos anti-oxidantes (Sánchez-Rangel et al., 2013).

Este método baseia numa reação de transferência de eletrões e que mede a capacidade re-
dutora da espécie anti-oxidante. É realizado utilizando reagente de Folin-Ciocalteu, uma mis-
tura de ácido fosfotúngstico e ácido fosfomolíbdico, que são reduzidos em condições alcalinas
pelos compostos fenólicos presentes na amostra, formando os cromogéneos oxotungstato e
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oxomolibdato A formação da cor é proporcional à concentração de compostos fenólicos, sendo
a efetuada a leitura da absorvância a 765 nm (Nikolaeva et al., 2022; Sánchez-Rangel et al.,
2013; Lamuela-Raventós et al., 2017).

Considera-se que o método envolve uma sequência de reações reversíveis de redução de um
ou dois eletrões (Figura 1.17) (Sánchez-Rangel et al., 2013).

Figura 1.17 Reações do método de Folin-Ciocalteu (adaptado de Sánchez-Rangel et al., 2013)

No entanto, a reação é lenta a pH ácido e carece de especificidade, uma vez que poderá sofrer
interferências com outros compostos, como ácido ascórbico, aminas aromáticas e açúcares.
Devido às várias adaptações que este método sofreu, não há um grande consenso quanto ao
volume e à concentração dos reagentes e extratos, bem como o tempo de incubação, que pode
variar entre 20 a 30 min até ensaios de duas horas. Relativamente ao padrão, o mais utilizado
para a quantificação do teor de compostos fenólicos totais em macroalgas é o ácido gálico ou
o floroglucinol, sendo também frequente utilizar-se catecol e ácido tânico (Santos et al., 2019).

1.7.2.6 Método do Cloreto de Alumínio

Ométodo colorimétrico do cloreto de alumínio é habitualmente o mais utilizado para a termina-
ção de compostos flavonoides, e foi inicialmente proposto por Christ e Muller em 1960 para a
determinação de derivados de flavonol em medicamentos (Christ et al., 1960). O método tem
por base a capacidade quelante dos flavonoides para com iões metálicos (Figura 1.18) (Sha-
raim et al., 2021). As interações ocorrem entre o Al(III) e os grupos carbonilo do C4 e hidroxilo
do C3 ou do C5 dos flavonoides emmeio alcalino, formando complexos acídicos estáveis dete-
táveis na gama do visível (Magalhães et al., 2012). Para a construção da curva de calibração,
usualmente recorre-se a catequina, a quercetina ou a rutina (Magalhães et al., 2012).

O método utilizado neste trabalho foi o protocolo descrito por Bao et al. (2005) adaptado por
Yeh et al. (2010), onde a reação de nitrosilação não é realizada, formando-se um complexo
amarelado que absorve a um comprimento de onda entre 410 a 440 nm (Sharaim et al., 2021;
Yeh et al., 2010; Bao et al., 2005).
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Figura 1.18 Formação do complexo acídico estável do método do cloreto de alumínio (adaptado de
Sharaim et al., 2021).

1.8 Atividade Biológica

As macroalgas são estudadas devido ao interesse nas suas propriedades biológicas, como
fonte de compostos bioativos que promovem a saúde e previnem ou reduzem o impacto de
várias doenças, através das suas propriedades anti-oxidantes, anti-inflamatórias, antitumorais,
antivirais e antibacterianas (Boris-Dorhoi et al., 2020). Neste trabalho, a atividade biológica das
algas em estudo foi explorada através das atividades anti-oxidante, antibacteriana e citotóxica.

1.8.1 Atividade Anti-oxidante

As espécies reativas de oxigénio (ROS) como o anião superóxido (O2−), peróxido e hidrogénio
(H2O2), e os radicais hidroxilo (•OH), são produtos resultantes do funcionamento normal das
células, que participam no sistema de imunidade inata, vasodilatação, neurotransmissão e
regulação genética (Tziveleka et al., 2021; Wei et al., 2023). Também existem espécies reativas
de nitrogénio (RNS) que são radicais livres de nitrogénio com alta capacidade oxidativa (Wei
et al., 2023).

O stress oxidativo (Figura 1.19) ocorre quando o equilíbrio entre compostos oxidantes e anti-
oxidantes é perturbado num sistema biológico, causando danos às proteínas, lipídos e DNA,
e morte celular por apoptose (Wei et al., 2023). Geralmente é provocado por uma produção
excessiva de ROS e RNS no organismo ou pela exposição a ambientes redox, onde a produção
de radicais livres é favorecida. (Tziveleka et al., 2021; Wei et al., 2023).

O stress oxidativo de um modo geral está associado aos processos patológicos de muitas do-
enças inflamatórias, neurodegenerativas, distúrbios do sistema imunológico e envelhecimento
(Figura 1.19) (Tziveleka et al., 2021; Wei et al., 2023).
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Figura 1.19 Mecanismos patológicos derivados do stress oxidativo (adaptado de Wei et al., 2023).

Os anti-oxidantes podem reduzir a produção de ROS no organismo, prevenindo o stress oxi-
dativo e, consequentemente prevenir e tratar doenças afetadas por este fenómeno (Wei et al.,
2023). Como sistema de defesa, os organismos produzem anti-oxidantes enzimáticos, como
por exemplo, superóxido dismutases, catalases, lactoperoxidases e glutationa peroxidases.
Além disso, também podem ser atenuados por anti-oxidantes exógenos, com por exemplo,
ácido ascórbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), β-caroteno, flavonoides e polifenóis (Tzi-
veleka et al., 2021).

A estratégia mais eficaz e amplamente utilizada para diminuir o stress oxidativo é a suplemen-
tação com anti-oxidantes exógenos (Tziveleka et al., 2021). No entanto, uso generalizado de
anti-oxidantes é preocupante, uma vez que determinados compostos em certas concentrações,
podem exibir toxicidade e agir como pró-oxidantes. Por este motivo, a investigação de com-
postos anti-oxidantes naturais tem aumentado, devido principalmente à sua biocompatibilidade
(Wei et al., 2023). As algas marinhas constituem uma boa fonte de compostos anti-oxidantes,
como compostos fenólicos, flavonoides, pigmentos, proteínas e polissacáridos (Tziveleka et
al., 2021).

A atividade anti-oxidante destes compostos pode ser avaliada por ensaios, que são classifica-
dos em dois tipos, de acordo com as reações envolvidas nos métodos de análise: reações que
quantificam a capacidade de doação de átomos de hidrogénio (HAT), reações 1 e 2 abaixo in-
dicadas, e reações que quantificam a capacidade redutora do anti-oxidante pela transferência
de eletrões (SET) , reações 3 a 5 (Huang et al., 2005; Schaich et al., 2015).

HAT – Transferência de átomos de hidrogénio
Átomo de H transferido para o radical
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ROO• +AH → ROOH +A• (1.13)

ROO• +A• → ROOA (1.14)

SET – Transferência de eletrão
Um ou mais eletrões são transferidos para reduzir o composto alvo (radical, oxidante, metal)

ROO• +AH → ROO− +AH+ +H2O → A• +H3O
+ (1.15)

ROO− +H3O
+ → ROOH +H2O

• (1.16)

M(III) +AH → AH+ +M(II) (1.17)

Os métodos mais utilizados que envolvem este tipo de reação incluem o ensaio da capacidade
de absorção de radicais de oxigénio e o ensaio do potencial de captura de radicais totais. Os
métodos mais utilizados através de reações que envolvem a transferência de eletrões incluem
a inibição do radical catiónico ABTS [ácido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico)], ou
do radical DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) em comparação com o padrão trolox, bem como
o ensaio da capacidade redutora de Fe3+ e capacidade quelante de Fe2+. (Tziveleka et al.,
2021). Neste trabalho recorreu-se aos métodos da inibição do radical ABTS (ABTS•+) e a
capacidade quelante de Fe2+, para a avaliação da capacidade oxidante dos extratos obtidos a
partir das algas em estudo.

Atualmente, é utilizado para avaliar a atividade anti-oxidante através da capacidade redutora de
um composto pela transferência de eletrões. O radical catiónico é formado através da oxidação
do ABTS com persulfato de potássio, sendo reduzido na presença de compostos oxidantes
doadores de hidrogénio. O radical ABTS•+ tem uma cor azul característica que apresenta
máximos de absorvância a 645 nm, a 734 nm e a 815 nm, e na presença de compostos anti-
oxidantes é reduzido à sua forma original incolor, ABTS (Figura 1.20) (Re et al., 1998; Erel,
2004). O método pode ser aplicado no estudo de compostos anti-oxidantes solúveis em água
ou lípidos, e de extratos alimentares (Re et al., 1998).

Muitas espécies oxidativas e radicais são formados em reações na presença de iões, Fe2+,
devido à sua capacidade de transferir eletrões. Assim, a quelação de Fe pode ser uma abor-
dagem terapêutica para evitar a formação de radicais e remover Fe indesejado nos tecidos
sob a forma de complexos solúveis, que são eliminados por secreções. No entanto, devido à
ausência de ligandos eficazes, a descoberta de moléculas capazes de quelar, recebe a devida
atenção por parte dos investigadores (Adjimani et al., 2015).
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Figura 1.20 Esquema da reação do método do radical catiónico ABTS (adaptado de Schaich et al.,
2015).

O método espetrofotométrico para averiguar a capacidade quelante de iões Fe2+ foi proposto
por Cárter em 1971, através do uso de ferrozina, hidrato de sal monossódico do ácido 3-(2-
piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazina-p,p′-dissulfónico (Santos et al., 2017). A reação entre a ferro-
zina e o Fe2+ forma um complexo cor de rosa detetado a 560 nm, que na presença de um
composto com capacidade quelante forma-se um complexo com o metal quelado, e observa-
se a diminuição da cor, Figura 1.21 (Adjimani et al., 2015; Canabady-rochelle et al., 2015;
Santos et al., 2017).

Figura 1.21 Esquema reacional do método da capacidade quelante dos iões Fe2+ (adaptado de
Canabady-rochelle et al., 2015).

1.8.2 Atividade Antibacteriana

A procura por novas moléculas com capacidade antibacteriana tem sido cada vez mais explo-
rada, considerando a rapidez com que as bactérias têm adquirido mecanismos de resistência
a antibióticos cada vez mais sofisticados nas últimas décadas. Assim, a resistência de micror-
ganismos patogénicos a antibióticos sintéticos tornou-se um perigo significativo para a saúde
pública, tornando imperativo explorar novas alternativas para enfrentar este problema (Pérez
et al., 2016).

Como já foi explorado na Seção 1.3, sobre Biocompostos, as algas marinhas são uma ex-
celente fonte de compostos biologicamente ativos, uma vez que, contêm uma infinidade de
compostos diferentes, com propriedades e efeitos biológicos variados, atuando de forma si-
nergética.

A atividade antibacteriana dos lipídos foi atribuída à sua capacidade de inibir a cadeia de trans-
porte de eletrões e a fosforilação oxidativa nas membranas celulares, levando à formação de
produtos oxidativos que provocam a lise celular (Shannon et al., 2016; Kasanah et al., 2019).

As propriedades antimicrobianas dos polissacáridos de macroalgas são atribuídas à interação
entre glicorreceptores da parede celular bacteriana, constituintes da membrana, e ácidos nu-
cleicos. A interação dos polissacáridos com esses alvos causa a instabilidade da membrana
e compromete o funcionamento celular (Shannon et al., 2016). O efeito dos polissacáridos
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pode variar conforme o peso molecular, grupos funcionais e conformação (Abu-Ghannam et
al., 2013). Por exemplo, os fucoidanos conseguem interagir com proteínas de membrana,
induzindo a rutura desta, causando a morte celular (Liu et al., 2017). Extratos de Laminaria
spp., ricos em fucoidanos e laminarina, demonstraram inibição bacteriana de Escherichia coli
e Staphylococcus aureus (Liu et al., 2017; Kadam et al., 2015). Outros estudos apontam a
capacidade dos fucoidanos de reterem nutrientes, tornando-os menos biodisponíveis para as
bactérias (Id et al., 2015). 

Outros compostos como os peptídeos e proteínas, como por exemplo as lectinas, exibem ativi-
dade antibacteriana devido à sua natureza anfílica, que permite a interação com locais polares
e não polares da membrana citoplasmática, formando poros que podem causar a rutura celular
(Beaulieu et al., 2015; Silva, et al., 2020).

Peptídeos isolados dePorphyra yezoensis demonstraram atividade antibacteriana contraStaphy-
lococcus aureus através de mecanismos de interação com a parede e a membrana celular,
provocando a lise celular, consequentemente, à morte da bactéria (Jiao et al., 2019).

Os compostos fenólicos têm a capacidade de alterar a permeabilidade da membrana celular
das bactérias e inibir enzimas interferindo nas vias metabólicas. A atividade antibacteriana des-
tes compostos fenólicos está relacionada com os grupos hidroxilo e o grau de polimerização
das suas estruturas (Abu-Ghannam et al., 2013; Bhowmick et al., 2020). Uma vez que estes
compostos pertencem a uma vasta gama de classes estruturais e funcionais, o mecanismo de
ação antibacteriana de todos estes grupos funcionais, até à data, não foi completamente des-
crito. No entanto, para compostos como polifenóis e polissacáridos, já foram propostos alguns
destes mecanismos (Bhowmick et al., 2020; Silva et al.,2020). As propriedades antibacteri-
anas conferidas pelos polifenóis ocorrem normalmente através de diversas interações com a
célula bacteriana, como a ligação a moléculas adesivas de superfície, a inibição de enzimas
de diferentes vias metabólicas ou perturbando a permeabilidade da membrana. O mecanismo
subjacente à atividade antibacteriana conferida pelos polissacáridos foi proposto como sendo
baseado na presença de recetores de glicoproteínas nestes compostos, que se podem ligar às
moléculas presentes na parede celular bacteriana, na membrana e nos ácidos nucleicos. Es-
tas interações interações resultam cumulativamente na desorganização da estrutura da mem-
brana, perda de permeabilidade da membrana, fuga de proteínas e disfuncionalidade do DNA
bacteriano (Bhowmick et al., 2020).

O 1,8-di-hidroxi-antraquinona extraída de Porphyra haitanensis exibiu forte atividade antibac-
teriana contra S. aureus pela interação da antraquinona com a parede e a membrana celular,
provocando a lise celular (Wei et al., 2014).

Os florotaninos exibem maior atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas, como
S. aureus, S. pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, provavelmente devido à simplicidade
da membrana celular destas bactérias em comparação com as Gram-negativas (Bogolitsyn et
al., 2019).

Quanto aos pigmentos, o mecanismo antimicrobiano ainda não foi totalmente compreendido.
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Os principais mecanismos propostos consistem no aumento da permeabilidade da membrana
celular que provoca lise celular, e na inibição da produção de ácidos nucleicos (Karpinski et al.,
2019). Estudos indicam que os carotenoides provocam acumulação de lisozima, que digere a
parede celular bacteriana (Abu-Ghannam et al., 2013).

A resistência aos antibióticos é atualmente uma preocupação da sociedademoderna, revelando-
se as algas e os cogumelos como uma excelente fonte para a descoberta de novos medica-
mentos alternativos aos antibióticos, uma vez que vários metabolitos primários e secundários
destes organismos têm demonstrado propriedades antibacterianas promissoras (Bhowmick et
al., 2020; Lomartire et al., 2023).

Um estudo com vários extratos de algas marinhas concluiu que o extrato de alga kombu exi-
biu a maior atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, enquanto o extrato de
alga wakame teve menor atividade antimicrobiana tanto contra bactérias Gram-positivas como
contra Gram-negativas (Čmiková et al., 2022). Com base nas informações dos trabalhos de-
senvolvidos por Čmiková et al. (2022), Wei et al. (2014) e Jiao et al. (2019), prevê-se que as
algas estudadas neste trabalho apresentem atividade antibacteriana contra bactérias Gram-
negativas, salientando-se a alga kombu.

Nessa perspectiva, a actividade antibacteriana dos extratos obtidos será avaliada contra bacté-
rias patogénicas, utilizando o método de susceptibilidade de difusão em disco, também desig-
nado por teste de Kirby-Bauer, e testes de microdiluição em emmeio líquido para determinação
da Concentração Inibitória Mínima (MIC) (Bhowmick et al., 2020; Britoet al., 2021; Slusarczyk
et al., 2021).

A determinação da concentração mínima inibitória (MIC) é realizada a partir de uma técnica
simples que fornece aproximadamente a menor concentração de composto antibacteriano que
inibe o crescimento de uma determinada bactéria em ≥ 80,0 % do crescimento bacteriano com-
parativamente ao controlo, através da observação direta da turbidez (Wiegand et al., 2008;
Kowalska-Krochmal et al., 2021). Para determinar essa concentração, são realizadas microdi-
luições sucessivas em poços de microplacas de 96 poços, em meio de cultura inoculado com
a mesma concentração de células. Após 24 horas, o resultado é observado pela turbidez. No
entanto, quando se estudam extratos, fitoquímicos, leite, óleos essenciais e biossurfactantes, a
observação da turbidez pode ser combinada com o uso de um indicador de atividade bacteriana
(Chakansin et al., 2022).

Um dos indicadores de viabilidade celular mais utilizado é a resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-
3-ona-10-óxido) que é um corante azul fracamente fluorescente, e que na presença de oxidor-
redutases produzidas por bactérias ativas, é irreversivelmente reduzida a resorufina um corante
rosa com altíssima fluorescência (Figura 1.22)(Csepregi et al., 2018).

O ensaio colorimétrico com resazurina é amplamente utilizado para testar a viabilidade celular,
uma vez que é um método simples, pouco dispendioso e relativamente rápido, pois não requer
etapas adicionais de lise celular necessárias noutros métodos. Este ensaio exige apenas a
aplicação de 10% do volume da cultura a ser testada e pode ser determinado por espectro-
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Figura 1.22 Redução da resazurina a resorufina na presença oxidorredutases produzidas por células
viáveis (adaptado de Csepregi et al., 2018).

fotometria ou espectrofluorometria. Os máximos de excitação e emissão de fluorescência da
resorufina estão aproximadamente em 570 nm e 585 nm, respectivamente. No entanto, para o
ensaio de viabilidade celular, a fluorescência da resorufina é determinada com comprimentos
de onda de excitação entre 530 e 580 nm e de emissão entre 570 e 620 nm (Csepregi et al.,
2018).

1.8.3 Atividade Citotóxica

A atividade citotóxica permite avaliar se as macroalgas exibem toxicidade para quem as ingere,
mesmo quando consideradas comestíveis. Alguns dos compostos presentes nas macroalgas
possuem propriedades biológicas e mecanismos de ação que exibem um potencial antitumo-
ral, tornando-se assim importante perceber se esses compostos são seletivos para células
tumorais sem prejudicar as células saudáveis. Caso se verifique seletividade, os compostos
presentes em macroalgas são considerados biocompatíveis, permitindo a aplicação em tera-
pias antitumorais e imunomoduladoras, bem como em suportes para engenharia de tecidos e
transporte de fármacos (drug delivery) (Mashjoor, et al., 2016).

Em muitos estudos, os fitoesteróis de plantas exibiram efeitos tóxicos em células do cancro da
mama, cólon e próstata (Awad et al., 2000; Rao et al., 1992). A atividade antitumoral é atribuída
à inibição do crescimento, interrupção do ciclo celular e apoptose de células tumorais (MS et
al., 2018). As Phaeophyceae, a classe das algas castanhas, são conhecidas na literatura pela
produção de alguns tipos de fitoesteróis, incluindo fucosteróis e saringoesteróis (Priyanka et
al., 2022).

A carragenina é um polissacárido sulfatado produzido principalmente de macroalgas verme-
lhas, Rhodophyta (Priyanka et al., 2022). É utilizada comercialmente nas indústrias farmacêu-
ticas como um agente antitumoral, antiviral, anticoagulante e imunomodulador, uma vez que
induz a produção de anticorpos. Devido à sua capacidade de retenção de água e à capacidade
de formar um gel resistente, a carragenina é amplamente utilizada em engenharia de tecidos,
demonstrando assim a sua biocompatibilidade e baixa citotoxicidade (Priyanka et al., 2022;
Cheng et al., 2021; Chee et al., 2019).

A laminarina é um glucano específico das Phaeophyceae, descrito na literatura pela sua bi-
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ocompatibilidade, baixa citotoxicidade e como material de suporte à proliferação celular. Ou-
tras propriedades atribuídas a este polissacárido incluem atividades imunomoduladoras, anti-
inflamatórias e anti-oxidantes. Pode ser utilizada em imunoterapia e no desenvolvimento de
vacinas, além de servir como mecanismo de drug delivery devido às suas capacidades de en-
capsulamento e formação de uma estrutura porosa. Também pode ser aplicada em engenharia
de tecidos na fabricação de produtos para a regeneração de tecidos, uma vez que permite boa
adesão e migração celular, podendo assim ser utilizada como suporte no crescimento de cé-
lulas animais (Pramanik, et al., 2024).

As proteínas de macroalgas como a lectina testão identificadas com efeitos antitumorais, ini-
bindo a proliferação celular, interferindo no ciclo celular e induzindo a apoptose por meio da
regulação das vias intrínsecas e extrínsecas. Estas proteínas têm exibido também atividade
imunomoduladora (Santana de Arruda et al., 2023).

O consumo de alimentos ricos em carotenoides e outros componentes ativos está associada
à redução do risco de malignidades em tumores do cólon, pulmão e mama (Kim et al., 2011).
Um carotenoide que tem sido extensivamente investigado pela sua atividade antitumoral e
capacidade de prevenir tumores é a fucoxantina, produzido principalmente por algas castanhas
(Satomi et al., 2017). Este exibe a capacidade de inibir o crescimento celular, induzir apoptose
e autofagia em várias linhas de células tumorais, além de danificar ou impedir a correção do
DNA de células tumorais. O tratamento através de quimioterapia combinado com fucoxantina
permite a inibição dos mecanismos de metástase e angiogénese, bem como a redução da
resistência aos medicamentos (Méresse et al., 2020).

Extratos da alga vermelha Porphyra teneramostraram, em ensaios in vitro com células de mur-
ganhos, uma melhoria na resposta imune dos macrófagos, interferindo com vias de sinalização
de cinases (Song et al., 2017). Estudos com extrato da alga nori seca, (Porphyra yezoensis),
demonstraram atividade imunomoduladora em ensaios in vitro e in vivo. Nos ensaios in vitro,
observaram a indução da atividade do interferão IFN-γ em células do baço de murganho, e
também verificaram em linhas celulares humanas um aumento da citotoxicidade das células
natural killer (que são células do sistema imunológico) (Kitajima et al., 2013).

Num estudo in vivo com murganhos, os investigadores suplementaram a alimentação dos ani-
mais com kombu e com um composto carcinogénico, e determinaram a taxa de mortalidade
dos animais. Concluíram que a suplementação com kombu não afetava a expectativa de vida
dos murganhos em comparação com os animais receberam uma fonte de fibra vegetal. No
entanto, os animais que foram suplementados com kombu e com o carcinogénico apresenta-
ram uma taxa de mortalidade menor em comparação com aqueles que foram alimentados com
outra fibra alimentar suplementada com o carcinogénico. Observaram ainda que os animais
suplementados com kombu tinham umamelhor capacidade de eliminar o carcinogénico por se-
creções, em comparação com aqueles que receberam outras fibras alimentares (Sakakibara,
et al., 2005).

Vlaisavljević e seus colaboradores estudaram os efeitos da citotoxicidade dos extratos das
algas kombu e wakame numa linha celular tumoral de cancro da próstata. Neste estudo, ava-
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liaram o conteúdo de biomoléculas e concluíram que os extratos exibem uma boa atividade
anti-oxidante in vitro, e não foram observados efeitos citotóxicos contra as células tumorais
estudadas (Vlaisavljević et al., 2021). Tang e seus colaboradores também investigaram a cito-
toxicidade de extratos obtidos a partir das algas kombu e wakame, contra as linhas celulares
não tumorais de murganhos 3T3 e SV-T2, verificando baixa ou nenhuma citotoxicidade para a
maioria dos extratos aquosos, enquanto os extratos etanólicos exibiram elevada citotoxicidade,
especialmente as frações de elevado peso molecular (Tang et al., 2008).

O método colorimétrico do MTT (sal de tetrazólio (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazólio)), desenvolvido por Mosmann em 1983, é um ensaio para avaliar a viabilidade
celular através da deteção de células vivas. O MTT entra nas células viáveis e, dentro das
mitocôndrias, o composto amarelo é reduzido por oxidorredutases, como o NAD(P)H, a for-
mazan, que precipita na forma de cristais roxos, provocando a lise celular (Figura 1.23). Para
a leitura da absorvância entre 500 a 600 nm, os cristais insolúveis de formazan precisam de
ser solubilizados. A intensidade da cor roxa é proporcional à viabilidade celular, se a cor ama-
rela permanecer, traduz a ausência de células viáveis, indicando morte celular na presença do
composto a testar (Berridge et al., 1993).

Figura 1.23 Redução do MTT a formazan na presença de oxidorredutases produzidas por células
viáveis (adaptado de Berridge et al., 1993).

1.9 Técnicas de Caracterização Estrutural de Biocompostos

As principais técnicas utilizadas para a caracterização estrutural de compostos naturais incluem
a espectrometria de massa (MS), a ressonância magnética nuclear (NMR) e cristalografia de
raios X. Estes métodos são essenciais para determinar estruturas moleculares em compostos
complexos,identificar grupos funcionais e interações químicas. A MS mede a relação massa-
carga dos iões e através dessa relação é possível determinar a massa molecular e a estrutura
dos compostos, sendo amplamente utilizada na análise de misturas complexas. Nesta téc-
nica houve grandes avanços tecnológicos com a introdução de técnicas acopladas, como por
exemplo a espectrometria de massa por imagem (MSI), espectrometria de massa por ionização
rápida por evaporação induzida por laser (REIMS) e espectrometria de massa com mobilidade
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iónica (IM-MS). Estas técnicas quando combinadas permitem estabelecer protocolos padroni-
zados mais eficientes (Přichystal et al., 2016; Santos et al., 2019; Matins et al., 2023).

A NMR oferece detalhes sobre os átomos numa molécula, permitindo identificar ligações entre
átomos e conformação da molécula. A difração de raios X é usada para determinar a estrutura
cristalina dos compostos, fornecendo uma visão direta do arranjo dos átomos na molécula, ou
seja, a sua conformação. Atualmente a cristalografia de raios X tem vindo a tornar-se mais
acessível, pelo aumento das fontes de radiação, inovação tecnológica dos aceleradores de
partículas e a diminuição dos custos de utilização, permitindo determinar estruturas complexas
de forma mais rápida e eficiente (Přichystal et al., 2016).

Apesar destes métodos apresentarem uma mais-valia para o conhecimento estrutural de mo-
léculas biológicas complexas, existem algumas desvantagens associadas, uma vez que são
técnicas de alta precisão, verificam-se muitas vezes interferência de contaminantes presentes
nas amostras, como por exemplo moléculas de ácidos nucleicos, o que leva à dificuldade da
aplicação e principalmente à interpretação dos resultados obtidos (Ciko et al., 2018).

A espetroscopia de infravermelho (IV) é extensamente aplicada no estudo da estrutura mo-
lecular. Ao incidir numa amostra radiação eletromagnética compreendida entre os números
de onda 4000 cm−1 a 400 cm−1, situada na região do infravermelho, existe absorção de parte
desse espectro pela amostra, devido a determinadas frequências desta gama correspondem
a frequências de vibração de ligações em moléculas orgânicas. O espectro resultante é de-
tetado por um espectrómetro, cuja análise permite identificar a presença de grupos funcionais
pela presença das bandas características (Thompson, 2018).

Na década de 60 a introdução da técnica de transformada de Fourier, permitiu desenvolver o
espectrómetro de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) (Griffiths et al., 2017).

Existem inúmeras vantagens da espectroscopia FTIR como a identificação universal de diferen-
tes tipos de amostras e estruturas. A aquisição do espectro é rápida, relativamente económica
e sensível, uma vez que, requer quantidades mínimas de amostra. No entanto, é necessário
ter em consideração o teor de humidade da atmosfera durante o ensaio, podendo esta interferir
drasticamente na obtenção do espectro. Também é necessário ter em conta que a análise de
misturas, como no caso deste trabalho, onde foram analisados extratos liofilizados não purifi-
cados, os espectros obtidos tornam-se muito complexos pela presença de diversos compostos
em simultâneo. Contudo já existem estudos, que determinaram padrões para determinadas
misturas de compostos, como no caso dos polissacáridos, onde se identifica cinco regiões
características (Hong et al., 2021).

A região I, compreendida entre os números de onda entre 4000 a 2500 cm−1. A região II, ou
região de alongamento de ligações duplas, fica situada entre os números de onda de 1800 e
1500 cm−1. A região III, também denominada de região de simetria, compreende os números
de onda entre 1500 a 1200 cm−1. A região IV de impressão digital, está compreendida entre
1200 a 800 cm−1. A região V, abaixo dos 800 cm−1, é conhecida como região de esqueleto
devido às vibrações C-C dos polissacáridos (Pasandide et al., 2017; Wang et al., 2022).
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Os polissacáridos sulfatados podem ser evidenciados por três bandas entre 1200 a 1270; 1010
a 1060 e 900 a 800 cm−1, que são características da extensão simétrica da ligação dupla SO
e assimétrica de C-O-S, geralmente utilizadas para confirmar as ligações de grupos sulfonilo
(Caputo et al., 2019).

Os grupos acetil estão presentes em polissacáridos com ligações ao oxigénio ou ao nitrogénio.
A presença deste grupo pode ser caracterizada pela banda forte entre 1365 a 1380 cm−1,
correlacionado com a vibração simétrica de flexão de CH3. A banda situada a 1740 cm−1 está
correlacionada com a vibração de extensão da ligação dupla CO; quando esta ligação está
ligada ao nitrogénio, a absorção ocorre em torno dos 1640 cm−1 (Lucas et al., 2021; Shi et al.,
2017).

Os polissacáridos fosforilados também podem ser identificados no espectro de FTIR. Os grupos
fosforila podem ser identificados pela vibração de extensão de PO e pela flexão de COP entre
1250 e 915 cm−1 (Wang et al., 2018).

As configurações anoméricas de carbono α ou β podem ser identificadas pelas bandas fra-
cas em 890 cm−1, correspondendo à conformação , enquanto as bandas a 840 cm−1 ou a
920 cm−1 correspondem à conformação α. Múltiplas bandas entre 920 a 840 cm−1  indicam a
presença de ambas as conformações (Hong, et al., 2021).
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Capítulo 2

Materiais e Métodos

Neste capítulo descrevem-se os reagentes e materiais biológicos utilizados bem como os mé-
todos aplicados na realização deste estudo desde a extração dos biocompostos, avaliação do
conteúdo bioquímico e mineral até à avaliação da atividade biológica.

2.1 Reagentes e Material Biológico

Hidróxido de potássio (Panreac 121515.1211), ácido clorídrico (Scharlau AC07441000), hidró-
xido de sódio (Scharlau SO04250500), azul de Coomassie G250 quick start Bradford 1x dye
reagente (Biorad # 5000205), albumina de soro bovino (Acros 268131990), óleo de colza bio-
lógico (Vitaquell), ácido súlfurico (Panreac Applichem 131058.1212), fenol (VWR 20599.260),
ácidos citrico mono-hidratado (Riedel-de-Hӓen 33114), citrato de sódio di-hidratado (Baker
FW29 4.111), ácido poligalacturónico (Alfa Aeser L04206), ABTS (Sigma A1888), Trolox (Al-
drich 238813), carbazol (Sigma C5132), tetraborato de di-sódio (Merck 6306), ácido D(+)-
galacturónico (Fluka 48280), azul toluídina (Fluka WA23035), sulfato de dextrano 200 000
(Sigma 67578), cloreto de potássio (Merck 4936), cloreto de sódio (WWR 27810.295), hidro-
genofosfato de disódio hepta-hidratado (Panreac 132656.1211), fosfato de dipotássio (Schar-
lau 7002581000), Congo red (Sigma C6767), b-(1,3)-D-glucano de cevada (Sigma G6513),
DNS (Sigma D-0550), tartarato de sódio-potássio tri-hidratado (Riedel-de-Hӓen 25508), D(+)-
glucose anidra (Scharlau 01271000), carbonato de sódio (Riedel-de-Hӓen 31432), Folin-Ciocal-
teu (Sigma-Aldrich F9252), ácido gálico (SigmaG7384), cloreto de alumínio (Merck 801081), ni-
trato de sódio (Merck 1.06549.0100), catequina (Thermoscientifc 463020010), metanol (Riedel-
de-Hӓen 603-001-00-X), ácido ortofosfórico (FlukaO/0500/PB17), etanol (Fluka E/0650DF/C17),
acetona (Carlo Erba Reagents 400974), cloreto de ferro(II) (Merck 103861), ferrozina (Aldrich
160601), ETDA (Merck 8418), MTT (Applichem A2231,0001), Tween® 20 (Bio-Rad 161078),
azul de tripano (GIBCO Thermo Fisher Scientific 15250061), Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium – Meio Dulbecco Modificado por Eagle (Merck T 043-10), Fetal bovine serum (GIBCO
10270), Mueller Hinton Broth (Oxoid CM0405), Mueller Hinton Agar (Scharlau 01-136-500), sal
de sulfato de gentamicina (Sigma G1264), sal de sódio resazurina (TCI R0203).
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Os restantes reagentes utilizados foram selecionados de acordo com a sua aplicabilidade, qua-
lidade e pureza. Estes produtos foram usados diretamente como recebidos, sem tratamento
prévio.

Os ensaios de atividade antibacteriana foram realizados com as seguintes estirpes bacterianas:
Escherichia coli ATCC® 25922 e Staphylococcus aureus ATCC® 25923. A citotoxicidade dos
extratos foi avaliada nas seguintes linhas celulares saudáveis 3T3 (NIH-3T3 ATCC®CRL-1658)
e Vero (ATCC® CCL-81) e tumorais S180 (ATCC® TIB-66) e HeLa (ATCC® CCL-2).

2.2 Amostras

Todas macroalgas estudadas foram adquiridas em estabelecimentos de venda ao público de
alimentos em Portugal. Os critérios de seleção, considerando a disponibilidade do mercado,
incluíram produtos desidratados e com origem de cultivo indicado nas embalagens, de forma
a comparar diferentes espécies e origens.

De modo a identificar e a facilitar a designação destas macroalgas foram atribuídos acrónimos
apresentados na Tabela 2.1, no entanto, como se tratam de produtos alimentares, algumas
embalagens não especificam a espécie da macroalga, apenas permitindo identificar o género,
atribuindo-se por esse motivo o acrónimo com base no nome comum. A Tabela 2.2 apresenta
os valores nutricionais indicados nas embalagens das macroalgas estudadas, expeto a amos-
tra UPC cuja embalagem não apresentava qualquer informação nutricional.

Tabela 2.1 Identificação dos acrónimos atribuídos às amostras das macroalgas estudadas.

Nome comum Nome científico Origem Acrónimo

Wakame Undaria pinnatifida China UPC
Undaria pinnatifida Japão UPJ

Kombu Laminaria spp. Japão LLJ
Laminaria spp. Coreia KK

Nori Porphyra spp. China NC
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Tabela 2.2 Valores nutricionais das macroalgas estudadas por 100 g de amostra indicados na emba-
lagem comercial (ND - Não Determinado).

NC UPJ LLJ KK Unidades
Valor Energético 345 132 209 159 kcal
Gorduras Totais 6,5 0,5 3 0 g

Gorduras Saturadas 0 0 1,13 0 g
Carboidratos Totais 14 1,2 54,2 40 g

Açúcares 0 0 <0,1 0 g
Fibra ND 37 ND 0 g

Proteína 50,4 12 7,8 0 g
Sal 1,25 19,5 6,57 8 g
Sodio ND ND ND 3200 mg

Potássio ND 5200 ND 8000 mg
Cálcio ND 780 ND 800 mg
Ferro ND 2,6 ND 6 mg

Magnésio ND 1100 ND ND mg
Vitamina A ND 1670 ND ND mg
Vitamina C ND 27 ND ND mg
Humidade ND ND 10,6 ND g
Cinza ND ND 24,4 ND g

2.3 Métodos

2.3.1 Pré-tratamento das amostras

As macroalgas desidratadas foram préviamente trituradas num moinho de lâminas (Tefal).

2.3.2 Análise Elementar por Espectrometria de Fluorescência de Raio X por
Energia Dispersiva (EDXRF)

A análise elementar das amostras estudadas foi efetuada através de espetrometria de fluores-
cência de raios X por energia dispersiva (EDXRF) (Bruker M4 Tornado). Para tal, as amostras
foram prensadas durante 2 min sob uma pressão de dez toneladas para formar uma pastilha
com espessura de 1 mm. Estas pastilhas foram colocadas em suporte não detetável, consti-
tuído por molduras de plástico com folha deMylar. O conjunto amostra-suporte foi posicionado
diretamente sobre o raio-X para a análise.

Os espectros foram adquiridos com um sistema tri-axial configurado para reduzir o limite de de-
teção, através de um feixe polarizado que incide em um alvo secundário composto por 99,999
% de molibdénio (Passanha et al., 2017). O tubo de raio X com ânodo W (Philips PW1400),
arrefecido com água, fornece 100 KV e 80 mA. Posicionado abaixo do alvo secundário, foi
colocado um filtro de prata de 100 µm de espessura que absorve a radiação de baixa energia
emitida pelo tubo, sendo esta radiação de fundo para o alvo secundário e amostra (Guerra et
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al., 2013).

A radiação característica dos elementos presentes na amostra são detetados pelo detetor de
silício-lítio com uma área ativa de 50 mm2, com uma janela de 8 µm de berílio com resolução
de 135 eV a 6,4 keV, arrefecido a nitrogénio líquido. Para restringir o detetor a uma área efetiva,
foram posicionados à frente deste dois colimadores de prata, excluindo assim regiões próximas
das extremidades do cristal. A aquisição do espectro decorreu durante 1000 segundos em
condições operacionais do tubo de raio X de 50 kV, 20 mA. Os dados foram armazenados
num computador com Nucleus PCA card. Os espectros foram avaliados pelo método dos
parâmetros fundamentais (Pessanha et al., 2009; Reboredo et al., 2020). Os valores fora do
limite encontram-se na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 Limites de deteção para amostras vegetais determinados pelos padrões: folhas de orquí-
dea (NBS 1571) e folhas de álamo (GBW 07604) com valores de recuperação entre 93 % e 113 %
(Reboredo et al., 2021).

Elemento mg/kg
K 180
S 3500
Cl 4
Ca 105
Fe 6
Zn 3
Br 3
As 3
Sr 3
Cu 3
P 1000
I 30

2.3.3 Extração de compostos bioativos

Para extrair os compostos bioativos presentes nas amostras das algas em estudo recorreu-
se a três métodos de extração: multi-etapas (MSE), assistida por autoclave (AAE) e extração
assistida por micro-ondas (MAE).

2.3.3.1 Extração por Multi-etapas (MSE)

O método de extração por multi-estapas encontra-se descrito por Semedo, et al. (2015), que
permite obter cinco frações com o objetivo de extrair compostos de características distintas.
Para isso, em cada fração utilizaram-se solventes e condições de extração diferentes.

Previamente, foi necessário hidratar com água desionizada as amostras até à saturação. De-
vido ao nível de desidratação das amostras, estas apresentaram uma grande capacidade de
absorção, dificultando as etapas de extração.
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Este método envolve cinco processos de extração sequenciais (Figura 2.1). Entre cada etapa
de extração, ocorre um processo de separação por centrifugação durante 20 min a 11000 rpm
a 4ºC (Hermle Z383K), de forma a recolher as frações líquidas, que foram reservadas, e os
pellets que foram utilizados nos processos de extração seguintes.

Na primeira extração, adicionaram-se dois volumes de água desionizada para a um volume de
amostra previamente hidratada. Agitou-se com auxílio de um agitador vortex (Ika®Vortex 2) e
após 5 min centrifugou-se de forma a recolher a primeira fração líquida FW1. O sedimento foi
utilizado na etapa de extração à qual se adicionou um volume de água desionizada. Recorreu-
se novamente ao agitador para ressuspender a mistura e incubou-se a 100 ºC em um banho
termostatizado (GFL). Após 3 h, realizou-se novo processo de separação por centrifugação,
recolhendo a segunda fração líquida FW2 e o pellet resultante foi utilizado na terceira etapa de
extração. Nesta etapa adicionaram-se três volumes de solução de KOH 1 M sendo a ressus-
pensão aquecida até 60 ºC, permanecendo 20 min em agitação contínua (Tehtnica), seguida
de centrifugação de modo a recolher a fração líquida FKOH. Ao sedimento resultante foram
adicionados dois volumes de uma solução de HCl 0,6 M e incubou-se a mistura durante 1 h
a 100 ºC. De seguida recolheu-se a fração líquida FHCl através de centrifugação e o pellet
foi aplicado na quinta etapa de extração com um volume de solução de NaOH 1 M. A res-
suspensão foi aquecida por 20 min a 60 ºC com agitação contínua. De seguida procedeu-se à
separação por centrifugação, recolhendo-se a fração FNaOH e a fração sólida FSMSE foi seca
em estufa a 50 ºC (Memmert) e preservada à temperatura ambiente para posterior avaliação.
As frações alcalinas (FKOH e FNaOH) foram neutralizadas com uma solução de HCl 6 M e a
fração ácida (FHCl) neutralizada com uma solução de NaOH 6 M. Todas as frações recolhidas
foram armazenada a -20 ºC.

2.3.3.2 Extração Assistida por Autoclave (AAE)

A extração assistida por autoclave aplicada às amostras em estudo seguiu o procedimento
descrito por Fernandes et al. (2022) com adaptações. Este método permite extrair compostos
solúveis em água presentes na parede celular e no interior da célula e consiste em adicionar
o equivalente de dez volumes de água desionizada a um volume de amostra. A suspensão foi
submetida à temperatura de 121 ºC durante 30 min em autoclave (AJCosta Uniclave 99). Em
seguida, procedeu-se a uma centrifugação durante 20 min a 11000 rpm a 4 ºC (Hermle Z383K),
recolhendo a fração líquida AAE, que foi armazenada a -20 ºC, enquanto a fração sólida FSAAE
que foi seca em estufa a 50 ºC (Memmert) e preservada à temperatura ambiente.

2.3.3.3 Extração Assistida por Micro-ondas (MAE)

O método de extração assistida por micro-ondas apenas foi aplicado à amostra NC, para tal
teve-se como base a metodologia descrita por Fernandes (2022), Ciko et al. (2018), Quitain et
al. (2013) e Lourenço-Lopes et al. (2023). A suspensão de extração foi preparada com uma
razão massa:volume de 1:20 e foram utilizadas dois solventes de extração: água desionizada
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Figura 2.1 Esquema do método de extração por multi-etapas aplicado às amostras das algas em
estudo.
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e KOH 1 M. Os parâmetros de extração selecionados foram 120 ºC para a temperatura de
extração e 30min de tempo de irradiação. De seguida, centrifugou-se poe 20min a 11000 rpm a
4ºC (Hermle Z383K), recolhendo a fração líquida MAE, que foi armazenada a - 20 ºC. Enquanto
a fração sólida FSMAE foi seca em estufa a 50 ºC (Memmert) e preservada à temperatura
ambiente.

2.3.3.4 Extração de Clorofilas a, b e Totais e Carotenoides Totais por maceração com
acetona

Para a quantificação de clorofilas a, b e totais e carotenoides totais, foi necessário proceder à
extração por maceração utilizando como solvente acetona pura na razão 1:6 (m/v), de modo
a aplicar a Equação (1.1 a 1.4) apresentada por Lichtenthaler (1987), que permite determinar
teores destes pigmentos em µg/mL de extrato através da leitura das absorvâncias a 470, 661,6
e 644,8 nm.

2.3.3.5 Liofilização dos extratos AAE e MSE

Os extratos obtidos AAE e MSE foram liofilizados de forma a preparar soluções de concen-
tração conhecida para a avaliação da atividade biológica. Para esse efeito foram liofilizadas
(UNICRYO MC-2L-60º) alíquotas de 5 mL de cada extrato, previamente congeladas. Depois
pesou-se a massa seca resultante, determinado assim a concentração de extrato seca por
volume de extrato.

2.3.4 Doseamentos de Biocompostos

Nesta secção serão descritas as metodologias utilizadas para o doseamento da composição
bioquímica das macroalgas estudadas a partir dos extratos obtidos por MSE, AAE e MAE.

2.3.4.1 Método Sulfo-Fosfo-Vanilina (SPV)

Para dosear o conteúdo de lípidos totais, utilizou-se o método Sulfo-Fosfo-Vanilina (SPV) ba-
seado nos procedimentos descritos por Anschau et al. (2017), Paliwal et al. (2017) e Patel et
al. (2019). As reações foram realizadas em triplicado em tubos de ensaio para onde foram
pipetados 20 µL de amostra, os quais doram incubados durante 10 min a 90 ºC em banho ter-
moestatizado (GFL) para evaporar o solvente. Após o arrefecimento pipetaram-se 180 µL de
ácido sulfúrico concentrado e incubou-se a 100ºC durante 10 minutos. Depois de arrefecidos,
adicionaram-se 500 µL do reagente SPV (0,0012% (m/V) de vanilina numa solução de ácido
o-fosfórico a 70,83% (V/V) e realizou-se a última incubação a 37 ºC durante 30 min. Após esse
tempo e arrefecimento, pipetaram-se 150 μL da mistura reacional para uma microplaca de 96
poços (Nunc). Depois de 45 min ao abrigo da luz, a absorvância foi lida a 528 nm num leitor
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de microplacas (FLUOstar OPTIMA – BMG Labtec). Os ensaios em branco foram realizados
com etanol absoluto. Como padrão, utilizou-se óleo de canola numa gama de 0 a 2,544 µg em
etanol absoluto. Os resultados foram expressos em mg/g amostra.

2.3.4.2 Método do Ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS)

O protocolo descrito por Lindsay et al. (1973) com alterações. As reações foram realizadas
em triplicado em tubos de vidro roscado onde se colocaram 500 µL de extrato, 1 mL de água
desionizada e 500 µL de reagente DNS (1 % (m/v) DNS, 16 % (m/v) hidróxido de sódio e 30
% (m/v) tartarato de sódio-potássio). Os tubos foram incubados a 100 ºC em banho termo-
estatizado (GFL) durante 10 min. Após arrefecimento da mistura reacional até à temperatura
ambiente pipetaram-se 300 µL para uma microplaca de 96 poços (Nunc. A absorvância foi lida
a 550 nm num leitor de microplacas(FLUOstar OPTIMA – BMG Labtec). Os ensaios em branco
foram realizados com água desionizada. Como padrão, utilizou-se D-glucose numa gama de
0,02 a 2,0 µg. Os resultados foram expressos em mg/g amostra.

2.3.4.3 Método do Fenol-Ácido Sulfúrico

Para quantificar o teor de carboidratos totais, recorreu-se ao método Fenol-Ácido sulfúrico oti-
mizado por Masuko et al. (2005). Para uma microplaca de 96 poços (Nunc), pipetaram-se 50
µL de extrato, 150 µL de ácido sulfúrico concentrado e 30 µL de fenol 5 % (m/v). Em seguida,
a microplaca foi incubada por 5 min a 90 ºC num banho termoestatizado (GFL). Após arrefeci-
mento até à temperatura ambiente, foi lida a absorvância a 680 nm num leitor de microplacas
(Bio-Rad 680). Os ensaios foram realizados em triplicado e utilizou-se água desionizada como
branco. Como padrão, utilizou-se ácido poligalacturónico (25 – 50 kDa) numa gama de 0 a 500
µg. Os resultados foram expressos em mg/g amostra.

2.3.4.4 Doseamento de Polissacáridos

Devido ao elevado conteúdo em polissacáridos das macroalgas e sendo este biocompostos de
elevada importância dada a sua vasta atividade biológica, foi quantificado através de métodos
colorimétricos o teor de polissacáridos ácidos, sulfatados e β-D-glucanos nos extratos obtidos.

2.3.4.4.1 Método do Azul de Toluidina

Os polissacáridos sulfatados foram quantificados através do método do Azul de Toluidina pro-
posto por Hahn et al. (2016) com adaptações. Numamicroplaca de 96 poços (Nunc), pipetaram-
se em triplicado 50 µL de extrato, 250 µL de azul de toluidina 0,05 mg/mL. A microplaca foi
preservada no escuro por 5 minutos e em seguida foi lida absorvância a 655 nm em leitor de
microplacas (Bio-Rad 680). Utilizou-se água desionizada como branco e sulfato de dextrano
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40 kDa numa gama de 0 a 6,25 µg como padrão (Hahn et al., 2016). Os resultados foram
expressos em mg/g amostra.

2.3.4.4.2 Método do Carbazol-Ácido Sulfúrico

Para dosear polissacáridos ácidos, utilizou-se o método cardazol-ácido sulfúrico descrito por
Cesaretti et al. (2003), Monsalve-Bustamante et al. (2019) e Taylor et al. (1993) modificado
por Gabriel (2023). As reações foram realizadas em triplicado em tudo de vidro roscado para
onde foram pipetados 40 µL extrato, 400 µL água desionizada, 2 mL tetraborato de sódio 0,95
g/L em H2SO4 e 40 µL carbazol a 0,2% (m/V) em etanol. A mistura foi homogeneizada no
agitador vórtex (Ika®Vortex 2) e os tubos foram incubados a 90 ºC por 12 min num banho
termoestatizado (GFL). Após o arrefecimento até à temperatura ambiente pipetaram-se 300
µL da mistura reacional para uma microplaca e a absorvância foi lida a 528 nm em leitor de
microplacas (FLUOstar OPTIMA – BMG Labtec). Utilizou-se água desionizada no ensaio em
branco e ácido D-galacturónico como padrão numa gama 0 a 2,5 mg. Os resultados foram
expressos em mg/g amostra.

2.3.4.4.3 Método do Corante Congo Red

Para a quantificação de β-(1,3)-D-glucanos, seguiu-se o método do Congo red otimizado por
Semedo et al. (2015). As reações foram realizadas em triplicado em microplaca de 96 poços
(Nunc). Para a reação com a amostra, pipetaram-se 140 µL de extrato e 140 µL de solução de
Congo red 0,017 % (m/v) em PBS. Foram realizados três ensaios em branco B1, B2 e B3: para
B1 pipetou-se 140 µL de água desionizada e 140 µL de solução de Congo red 0,017 % (m/v),
para B2 pipetou-se 140 µL de água desionizada e 140 µL de PBS e para o B3 pipetou-se 140 µL
de extrato e 140 µL de PBS. A absorvância foi lida a 510 nm em leitor de microplacas (FLUOstar
OPTIMA – BMG Labtec), e corrigida posteriormente através da Equação (2.1). Como padrão,
utilizou-se β-(1,3)-D-glucano de cevada 0,2 mg/mL preparado em NaOH 1M e posteriormente
neutralizado numa gama entre 0 a 7 µg. Os resultados foram expressos mg/g amostra.

Abscorrigida = Absamostra − (AbsB1 +AbsB3 +AbsB2) (2.1)

2.3.4.5 Método de Ligação do Corante Azul de Coomassie de Bradfrod

Demodo a quantificar o teor de proteína total, utilizou-se ométodo de ligação do corante azul de
Coomassie de Bradfrod (1979), com modificações. Para uma microplaca de 96 poços (Nunc),
pipetaram-se 100 µL de reagente de Bradford e 100 µL de extrato, em triplicado. Após 2 a 5 min
ao abrigo da luz, a absorvância foi lida a 550 nm em leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA
– BMG Labtech). Como padrão, utilizou-se BSA numa gama de 0 a 10,4 µg e o ensaio em
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branco foi realizado com água desionizada. Os resultados obtidos foram expressos em mg de
proteína total por g de amostra.

2.3.4.6 Quantificação de Pigmentos

As concentrações de pigmentos presentes nos extratos obtidos, nomeadamente clorofilas a,
b, carotenoides totais, fucoxantina e ficobiliproteínas foram determinadas através da leitura da
absorvância a diversos comprimentos de onda (Espectrofotómetro UV6300PC, VWR) e das
equações anteriormente descritas em 1.7.2.4.

A quantificação de clorofilas a, b e totais e carotenoides totais, foi efetuada nos extratos obtidos
com acetona e extratos aquosos (descrito em 2.3.3.4). Para os extratos com acetona foram
aplicadas as Equações (1.1 a 1.4) e para os extratos aquosos utilizou-se uma aproximação as
Equações (1.5 a 1.8) defendias para extratos com éter dietílico saturado em água (Lichtenthaler,
1987). Para o efeito foram determinadas as absorvâncias a 470; 661,6; 643,2 e 644,8 nm. Os
solventes de extração foram utilizados como ensaio em branco para os respetivos extratos e
os resultados obtidos foram expressos em mg/g amostra.

A quantificação de ficobiliproteínas e fucoxantina foi avaliada nos extratos AAE, MAE e MSE.
O teor de ficobiliproteínas em mg/mL de extrato, foi determinado através das leituras da ab-
sorvância a 565, 620 e 650 nm e das Equações 1.10 a 1.12 formuladas por Bennett et al.
(1973), Bryant et al. (1979), Román et al. (2002) aplicando os coeficientes de extinção mo-
lar das ficobiliproteínas determinados por Juin et al. (2015). Realizam-se também as leituras
de absorvância aos mesmos comprimentos de onda, dos ensaios em branco, constituídos pe-
los solventes de extração respetivos, utilizados em cada método de extração. Os resultados
obtidos foram expressos em mg/g amostra.

Para quantificação de fucoxantina foram lidas as absorvância a 480, 582, 631, 665 e 750 nm
das amostras em análise e aplicou-se a Equação 1.9 apresentada por Osório et al. (2020). As
leituras das absorvâncias dos ensaios em branco foram efetuadas aos mesmos comprimen-
tos de onda, sendo estes constituídos pelos solventes de extração respetivos. Os resultados
obtidos foram expressos em mg/g amostra.

2.3.4.7 Método de Folin-Ciocalteu

O método de Folin-Ciocalteu descrito por Reis et al. (2012) foi aplicado aos extratos obtidos
para determinar o teor de compostos fenólicos totais. Numa microplaca de 96 poços (Nunc)
pipetaram-se 30 µL de extrato, 150 µL reagente Folin Ciocalteu 1:10 (V/V) preparado em água
desionizada e 120 µL uma solução de Na2CO3 75 g/L. Em seguida a microplaca foi incubada
a 40 ºC num banho termoestatizado (GFL) durante 30 min de seguia a absorvância foi lida
a 655 nm no leitor de microplacas (Bio-Rad 680). Utilizou-se água desionizada como branco
e ácido gálico como padrão numa gama de 0 a 7,5 µg (Reis et al., 2012). Os doseamentos
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foram realizado em triplicado e expressos em mg de equivalentes de ácido gálico (GAE)/g de
amostra.

2.3.4.8 Método do Cloreto de Alumínio

O método do cloreto de alumínio descrito por Yeh et al. (2011) foi utilizado para dosear o
conteúdo de flavonoides totais. As reações foram realizadas em triplicado em microplaca de
96 poços (Nunc), pipetando-se 25 µL de extrato, 100 µL água desionizada e 7,5 µL de NaNO2

5 % (m/v). Ao fim de 5 min adicionaram-se 7,5 µL de AlCl3 10 % (m/v) e após 5 min 100 µL de
NaOH 4 % (m/v). Após 10 minutos, a absorvância foi lida a 510 nm num leitor de microplacas
(FLUOstar OPTIMA – BMG Labtec). Utilizou-se água desionizada como branco e catequina
em etanol 50 % (v/v) como padrão numa gama de 0 a 25 µg. Os resultados obtidos foram
expressos em mg de equivalentes de catequina (CE)/g de amostra.

2.3.5 Determinação da Atividade Anti-oxidante

2.3.5.1 Método de Descoloração do Radical Catiónico ABTS

O método o radical ABTS para a avaliação da atividade anti-oxidante nos extratos AAE, MSE
e MAE, foi utilizado segundo Re et al. (1999). Inicialmente, preparou-se a solução stock de
ABTS•+ 7 mM com K2O8S2 2,5 mM em água desionizada, deixando-a no escuro por 12 a 16 h.
Após esse período, a solução stock foi diluída com tampão PBS de modo a que a absorvância
a 655 nm se aproximasse da unidade, sendo a solução resultante designada por solução de
trabalho ABTS•+. Em microplaca de 96 poços (Nunc), pipetaram-se em triplicado 10 µL de
extrato e 290 µL solução de trabalho de ABTS•+, sendo a absorvância lida a 655 nm num leitor
de microplacas (Bio-Rad 680). Utilizou-se água desionizada como branco e como padrão foi
utilizado trolox preparado em metanol a 80 % (v/v) numa gama 0 a 3,33 µg (Figura A.10, Anexo
A.1). Os resultados obtidos foram expressos em mg de equivalentes de trolox (TE) em mg/g
de amostra.

Adicionalmente, o método também foi aplicado em triplicado a soluções de 5 mg/mL de extrato
liofilizado e os resultados foram comparados com padrões com a mesma concentração de
ácido ascórbico, ácido gálico, ácido poligalacturónico, butil-hidroxi-tolueno (BHT) e trolox. Os
resultados obtidos foram expressos em percentagem de inibição calculada através da Equação
(2.2).

Inibição ABTS•+(%) =
AbsBranco −AbsAmostra

AbsBranco
× 100 (2.2)
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2.3.5.2 Capacidade Quelante de iões Fe2+

A capacidade quelante de iões Fe2+ dos extratos foi avaliada pelométodo descrito por Canabady-
Rochelle et al. (2015), commodificações. Para umamicroplaca de 96 poços (Nunc), pipetaram-
se em triplicado 185 µL metanol absoluto, 50 µL de extrato, 50 µL de solução cloreto de ferro (II)
2 mM e 20 µL de solução ferrozina 5 mM. Após 10 min a absorvância foi lida a 550 nm no leitor
de microplacas (Bio-Rad 680). Utilizou-se água desionizada como controlo negativo e ácido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 2 mg/mL como controlo positivo. A capacidade quelante
foi determinada pela Equação (2.3), sendo os resultados obtidos expressos em percentagem.

Capacidade Quelante de Fe2+(%) =
AbsBranco −AbsAmostra

AbsBranco
× 100 (2.3)

2.3.6 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada por duas metodologias: o método de sus-
cetibilidade à difusão em disco, descrito por Kirby-Bauer com adaptações e o método de mi-
crodiluição em meio líquido com resazurina para determinar os valores de MIC, considerando
a menor concentração de um agente antimicrobiano à qual este inibe o crescimento de um
microrganismo, existindo uma redução ≥ 80.0 % do crescimento bacteriano comparativamente
ao controlo (Kowalska-Krochmal et al., 2021; CLSI, 2012; Hudzicki, 2016).

Assim, foram avaliadas as atividades antibacterianas contra E. coli ATCC® 25922 e S. aureus
ATCC® 25923. Para cada método, foram preparadas culturas de pré-inóculo em meio Mueller
Hinton Broth (MHB), obedecendo às normas M100 do CLSI e incubadas durante a noite a 37
ºC com agitação a 180 rpm (Gallenkamp).

Para o método de difusão em disco, preparou-se o meio nutriente Mueller Hinton Agar (MHA)
e distribuiu-se 20 mL por placas de Petri. A turbidez do inoculo foi ajustada para a padrão de
0,5 McFarland em meio MHB suplementado com 0,5% (m/v) de agar, vertendo-se uniforme-
mente 6 mL desta suspensão sobre as placas. Os discos de 9 mm foram impregnados com
50 µL de extrato MSE e AAE filtrados, como controlo negativo foi utilizada água desionizada
estéril e como controlo positivo uma solução de gentamicina 2 mg/mL filtrada. Em seguida, os
discos impregnados foram posicionados de forma espaçada na superfície das placas de Petri
contendo o meio de cultura. Estas foram incubadas a 37ºC (Memmert), e os halos de inibição
forma medidos com um paquímetro (FIMEC) ao fim do tempo de incubação de 18 horas.

Para a determinação dos valores MIC pelo método colorimétrico de microdiluição em meio
líquido com resazurina, onde foram seguidas as etapas descritas anteriormente para a pre-
paração das culturas bacterianas. Nestes ensaios foram testados os extratos MSE e AAE
previamente liofilizados numa gama de concentrações compreendida entre 0,078 a 20 mg de
biomassa de extrato liofilizado por mL esterilizados por filtração. A turbidez do pré-inóculo foi
ajustada ao padrão 0,5 McFarland em meio MHB. de forma a cumprir 5 × 105 UFC/mL, foi
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preparada uma diluição adequada, obtendo assim o inóculo de trabalho. Foram pipetados em
triplicado 100 μL do inóculo de trabalho para uma microplaca de 96 poços estéril (Orange Sci-
entific), previamente preparada com 200 µL de extrato com as microdiluições 1:2 realizadas
em água desionizada estéril.

Após inoculação, a microplaca é incubada (Memmert) aproximadamente durante 18 horas,
a 37 °C. Decorrido esse tempo, pipetaram-se 20 μL de resazurina a 0,01% (m/v) em PBS
previamente filtrada e a intensidade de fluorescência foi lida a um compriemnto de onda de
excitação de 550 nm e de emissão de 650 nm num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA
– BMG Labtec), após incubação a 37 ºC de 1 a 3 horas.

Todos os meios de cultura utilizados nestes ensaios foram previamente esterelizados em au-
toclave (AJCosta, Uniclave 99) a 121 ºC durante quinze minutos. A manipulação das espécies
bacteriana foi realizada numa câmara de fluxo laminar vertical (SafeFAST Classic).

2.3.7 Citotoxidade

A citotoxicidade dos extratos MSE e AAE foi avaliada in vitro pelo método colorimétrico do MTT
(Ketteler et al., 2012, Oh et al., 2022) em quatro linhas de célulares animais: 3T3 (fibroblas-
tos embrionários de murganho, NIH-3T3 ATCC® CRL-1658), Vero (células epiteliais renais de
macaco verde, VERO ATCC® CCL-81), S180 (células de murganho, S180 ATCC® TIB-66) e
HeLa (células de cancro do colo do útero, ATCC® CCL-2).

Numa microplaca de 96 poços estéril (Orange Scientific) adicionaram-se em triplicado 100
μL de suspensão celular (1 × 105 células/poço) em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (FBS). As microplacas foram incubadas
durante 18 h a 37 °C com atmosfera humidificada a 5 % CO2. A contagem das células foi efe-
tuada previamente numa câmara de contagem de Neubauer improved (Marienfeld), utilizando
azul de tripano com o auxilio de um microscópio invertido (ULWCD 0.30 Olympus).

Decorrido esse tempo o meio foi trocado, pipetaram-se 20 μL de extrato, procedeu-se às di-
luições 1:2 de forma a testar uma gama de 0,5 a 2 mg/mL e as microplacas foram incubadas
durante 18 h a 37 °C com atmosfera humidificada a 5 % CO2. No dia seguinte, o meio foi
descartado e adicionaram-se 100 μL de uma solução de 5 mg/mL de MTT em PBS. As mi-
croplacas foram incubadas novamente durante 3 h nas mesmas condições de crescimento.
Após este período, o sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 100 μL de uma solução
de 0,1 M Tween® 20 (Bio-Rad), 0,1 % (v/v) ácido clorídrico concentrado em isopropanol. Após
dissolução dos cristais, a absorvância foi lida a 570 nm com referência a 650 nm num leitor de
microplacas (Tecan NanoQuant Infinite M200 pro).

O meio DMEMmodificado foi dissolvido em água Milli-Q® (Milipore Elix Synergy) e esterilizado
por filtração. A manipulação das linhas celulares foi realizada numa câmara de fluxo horizontal
(Holten TL 2448).

65



2.3.8 Caracterização Parcial das Estruturas dos Biocompostos por FTIR

Foi utilizada espectroscopia de FTIR para caracterizar parcialmente as estruturas dos biocom-
postos presentes nos extratos MSE, MAE e AAE. Para o efeito os extratos foram previamente
liofilizados (UNICRYO MC-2L-60ºC) e secos a 100 ºC em estufa (Memmert). Os espetros de
infravermelho foram obtidos num espetrómetro (Bruker Vertex 70, software OPUS 5.5), reali-
zando um total de 64 varrimentos com uma resolução de 2 cm−1, numa gama de 400 a 4000
cm−1. Esta análise realizou-se em pastilhas de KBr preparadas numa prensa (CARVER).
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Capítulo 3

Resultados e Discussão

A primeira fase deste trabalho consistiu na aquisição e seleção das amostras de algas de
diversas origens. Esta seleção teve por base os resultados obtidos através de um equipamento
portátil de EDXRF. As amostras selecionadas (Tabela 2.1) foram cinco amostras de algas com
diferentes origens de produção: nori (Porphyra spp.) da China, amostra NC; wakame (Undaria
pinnatifida), uma amostra oriunda da China - UPC, outra do Japão - UPJ; kombu (Laminaria
spp.) uma amostra oriunda do Japão - LLJ, e outra com origem na Coreia do Sul - KK. Estas
foram posteriormente submetidas a uma análise elementar por EDXRF num equipamento de
bancada e a três métodos de extração: AAE e MSE para todas as amostras estudadas e
MAE apenas para a amostra NC devido a indisponibilidade do equipamento. Quantificaram
os diversos compostos bioativos, nomeadamente lípidos, carboidratos, proteínas, compostos
fenólicos e flavonoides.

A espectrometria de EDXRF possibilitou a análise do conteúdo elementar das algas estudadas,
permitindo a quantificação de cálcio, ferro, fósforo, potássio, zinco, cobre e iodo.

Com os extratos obtidos avaliou-se quanto às suas atividades anti-oxidante e antibacteriana.
A atividade citotóxica foi avaliada para extratos AAE e MSE. Com o objetivo de identificar po-
tenciais benefícios para a saúde associado ao consumo destas algas.

Posteriormente através de espetroscopia de FTIR foi possível identificar e caracterizar parcial-
mente alguns compostos presentes nos extratos.

3.1 Análise Elementar

A Tabela 3.1 apresenta os resultados da análise elementar por EDXRF, com os resultados
expressos em mg kg−1. Foram analisadas tanto a matriz inicial das amostras quanto a fração
sólida dos extratos AAE e MSE, secos em estufa a 50 ºC. Pelos resultados obtidos por EDXRF,
verifica-se a presença de minerais essenciais ao ser Humano como cálcio, ferro, fósforo, po-
tássio, zinco, cobre e iodo.
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Das algas estudadas, a alga kombu foi a que apresentou os teores mais elevados de K, com
o máximo registado de 35483 mg/kg em LLJ. Para comparar os resultados obtidos para as
algas kombu da Tabela 3.1, apresenta-se a Tabela 3.2 que reúne valores de literatura para
algas kombu de diferentes origens. Assim verifica-se que o teor de K obtido foi superior ao
determinado por Júnior (2018) para kombu japonesa, assim como o teor de Cl, o teor de Zn
foi aproximado e o teor de Ca e I muito inferiores quando comparados com os valores deter-
minados por Júnior (2018). O teor de Fe obtido para LLJ encontra-se aproximado, teor de Cu
ligeiramente superior e o teor de P muito inferior quando comparado com os valores deter-
minados por Kolb et al. (2024) numa kombu com fornecedor do Japão. Para a amostra KK
não se encontrou estudos com kombu proveniente da Coreia do Sul, no entanto, o teor de Fe
determinado para KK foi semelhante ao valor determinado para kombu com fornecedor do Ja-
pão estudado por Rupérez (2002). Ao observar os resultados para as algas kombu e para os
valores na Tabela 3.2 verifica-se valores muito diferentes entre amostras do mesmo género,
mas de diferentes áreas geográficas, isso deve-se ao facto de que os ambientes de cultivo
proporcionam nutrientes diferentes que são bioacumulados pela alga. Para além disso nem
todas as embalagem explicitam a espécie da alga podendo as amostras LLJ e KK serem de
espécies diferentes, mas do género Laminaria.

De todas as algas estudadas a wakame obteve um teor de Ca mais elevado de 8716 mg/kg
para a amostra UPC. Para comparar os resultados obtidos para as algas wakame da Tabela
3.1,apresenta-se a Tabela 3.3 que reúne valores de literatura para algas wakame de diferentes
origens. Assim comparando os valores determinados porMišurcováet al. (2009) numawakame
de origem japonesa conclui-se que os teores de UPJ para K e Ca são muito superiores, mas os
teores de Fe e Zn são muito inferiores. Para os resultados obtidos na amostra UPC verifica-se
que os teores de K e Ca são aproximados dos teores determinados por Domínguez-Gonzáles
et al. (2005) numa wakame comercializada na Espanha. Os teores de Fe e Zn da amostra
UPC são semelhantes aos determinados por Júnior (2018) numa wakame japonesa e por Kolb
et al. (2004) numa wakame do mercado japonês, respetivamente.

Ao observar os resultados para as algas wakame de diferentes origens e para os valores na
Tabela 3.3 verifica-se que os estes podem ser muito distintos, embora sejam da mesma espé-
cie. Este facto já observado deve-se aos nutrientes disponíveis na cultura destas macroalgas,
sendo diferentes de região para região e em época diferentes.

A alga nori foi a que apresentou o teor mais elevado de S de 12320 mg/kg entre todas as
algas estudadas, valor aproximado ao determinado por Júnior (2018) num alga nori proveniente
da China, os teores de referência podem ser consultados na tabela 3.4 que reúne valores
de literatura para algas nori de diferentes origens. Assim verifica-se que o teore de K são
superiores, o teor de Ca foi aproximadamente o dobro e os teores de Fe e Zn são inferiores ao
determinado por Flores et al. (2015) numa nori proveniente China.

Ao observar a Tabela 3.4 verifica-se que os valores de algas provenientes de diferentes áreas
geográfica apresentam conteúdo elementar diferente, isso deve-se ao facto já referido e que o
ambiente de crescimento tem impacto nas algas. Para além disso os produtos denominados
por nori geralmente são uma mistura de algas do género Porphyria spp. e Ulva spp. (Júnior,
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2018) o que provoca ainda mais diferenças quando se compara produtos nori de diferentes
locais.
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Relativamente à informação nutricional embalagem comerciar da amostra KK (Tabela 2.2) apre-
senta teores de Ca e K iguais a 8000 mg/kg, pela análise elementar conclui-se que os teores de
Ca são inferiores (3051 mg/kg) e os valores de K são superiores (43919 mg/kg). Para a amos-
tra UPJ o teor de Ca determinado foi inferior e o teor de K foi mais elevado comparativamente
aos valores indicados na embalagem de 7800 mg/kg e 5200 mg/kg (Tabela 2.2) respetivamente
para Ca e K.

Em todas as amostras analisadas foram detetados elementos tóxicos ao Homem, nomeada-
mente As, Sr e Br. Em todos os artigos citados nas tabelas 3.2-3.4 também se verifica a
presença de As. Entre todas as amostras estudadas foi expetável que as algas kombu conti-
vessem um teor mais elevado de As devido à presença de arsenolípidos (Ventura et al., 2024),
facto que se verificou. Em todos os artigos consultados apenas Ahmed et al (2024) determi-
nou teor de Sr para nori porvenientes da China, Coreia do sul e Japão em tores superiores aos
determinado para NC.

Como foram analisadas a matriz inicial e a fração sólida de extração (pellet), foi possível ve-
rificar as perdas destes minerais para os extratos sobre a forma iónica, assim calculou-se a
percentagem de perda dos elementos para a fração líquida presentes na Tabela 3.5. O com-
portamental expetável dos minerais seria a perda para a fração líquida de extração, sendo o
método MSE o que teria mais perda, dado que o pellet foi sucessivas lavado por cinco etapas.
De facto o método MSE verifica mais perdas. No entanto em algumas amostras verifica-se
o aumento do teor do mineral após extração, indicando que durante o processo de extração
houve contaminação da amostra por desses elemento. Relativamente as perdas expetáveis,
confirma-se que a forma de preparo das algas afeta a ingestão de micronutrientes.

73



Ta
be

la
3.
5

Pe
rc
en
ta
ge
m
de

pe
rd
a
de

m
in
er
ai
s
pa
ra

a
fra
çã
o
líq
ui
da

de
ex
tra
çã
o
da
s
al
ga
s
es
tu
da
da
s
em

pe
rc
en
ta
ge
m
m
ás
si
ca

(N
D
–
N
ão

de
te
ta
do

ou
in
fe
rio
r

ao
lim

ite
de

de
te
çã
o)
.

N
or
i

W
ak
am

e
Ko

m
bu

N
C
AA

E
N
C
M
SE

U
PC

AA
E

U
PC

M
SE

U
PJ

AA
E

U
PJ

M
SE

LL
J
AA

E
LL
J
M
SE

KK
AA

E
KK

M
SE

K
90
%

89
%

23
%

84
%

60
%

66
%

48
%

75
%

78
%

93
%

S
38
%

N
D

N
D

N
D

10
0%

10
0%

N
D

N
D

N
D

N
D

C
l

94
%

10
0%

-2
8%

10
0%

82
%

99
%

70
%

98
%

93
%

10
0%

C
a

44
%

16
%

-1
32
%

-1
80
%

12
%

-9
%

-8
4%

-6
8%

-1
45
%

-9
8%

Fe
-7
%

39
%

-2
73
%

-2
64
%

-4
44
%

-9
63
%

-1
38
%

-1
85
%

-5
2%

-1
67
%

Zn
-5
0%

N
D

-8
%

-2
3%

-3
3%

17
%

0%
57
%

29
%

43
%

Br
69
%

94
%

50
%

98
%

59
%

99
%

38
%

99
%

72
%

99
%

As
20
%

N
D

-8
6%

N
D

-6
0%

10
0%

50
%

10
0%

53
%

10
0%

Sr
N
D

N
D

-3
1%

-1
24
%

-1
84
%

-1
43
%

-7
1%

-1
8%

-1
68
%

0%
C
u

N
D

N
D

N
D

N
D

N
D

N
D

10
0%

10
0%

10
0%

10
0%

P
N
D

N
D

N
D

N
D

N
D

N
D

-1
79
%

65
%

10
0%

10
0%

Si
N
D

N
D

92
%

-4
11
%

N
D

N
D

N
D

N
D

N
D

N
D

I
N
D

N
D

N
D

N
D

N
D

N
D

50
%

10
0%

10
0%

10
0%

N
i

N
D

N
D

N
D

N
D

N
D

N
D

N
D

N
D

10
0%

10
0%

74



3.1.1 Impacto na Alimentação

Pelos resultados obtidos por EDXRF, verifica-se a presença de minerais essenciais ao ser Hu-
mano, como cálcio, ferro, fósforo, potássio, zinco, cobre e iodo. Em comparação com a Tabela
3.6, que apresenta a ingestão diária recomendada de Ca para adultos e considerando uma
ingestão diária de 5 g de alga sugerida na embalagem da amostra KK, observam-se valores
de cálcio capazes de sustentar a DDR para a amostra UPC e com aproximadamente 2,5 % da
DDR para as demais amostras. Observaram-se teores de Cl muito elevados na maioria das
amostra analisadas, com valores a rondar os 25 a 50 % da DDR. Observaram-se teores de
Fe incapazes de satisfazer a DDR com valores a rondar os 1 % da DDR. Para o K os valores
observados são incapazes de satisfazer a DDR com valores a rondar os 5 % a 10 % da DDR.
Para o Zn observam-se também teores incapazes de satisfazer a DDR com valores abaixo dos
0,5 % da DDR para a maioria das amostras.

Tabela 3.6 Dose diária recomendada para adultos em mg/dia (Decreto-Lei da República Portuguesa
Nº 54/2010).

Minerais essenciais Concentração (mg/dia)
Potássio K 2000
Cloro Cl 800
Cálcio Ca 800
Ferro Fe 14
Zinco Zn 10
Cobre Cu 1
Fósforo P 700

De forma alarmante, foi quantificado As com teores superiores aos valores referenciados pelo
Codex Alimentarius (Tabela 1.2). Os valores obtidos na alga kombu, amostra LLJ, são bas-
tante elevados, especialmente em comparação com os limites estabelecidos pela França de 3
mg/kg e pela norma 2002/32/EC da Comissão Europeia, que é de 2 mg/kg (Tabela 1.1) (Edible
Seaweed-French & European Regulation, 2014; 2002/32/EC).

Na literatura, encontra-se que asmacroalgas contêm principalmente arsênio na forma orgânica,
como no caso particular das algas kombu, sobre a forma de arsenolipídos ou arsenofosfolipídos
(Ventura et al., 2024). Assim seria importante realizar uma análise que distinguisse o arsénio
orgânico do conteúdo total de arsênio; recorrendo por exemplo, a técnicas espectrometria de
massa com plasma acoplado.

3.2 Extração de Compostos Bioativos

A extração de biocompostos a partir das 5 amostras selecionadas (Tabela 2.1) foi realizada atra-
vés de dois métodos diferentes, de forma a identificar o que conduzia a extratos com teores
mais elevados em compostos bioativos, descritos na Secção 2.3.3 do Capítulo 2, designada-
mente extração por multi-etapas (MSE), extração assistida por autoclave (AAE) (Figura 3.1 .
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Para alga nori (amostra NC) foi ainda utilizado um terceiro método, a extração assistida por
micro-ondas (MAE). Por motivo de avaria do equipamento não foi possível aplicar este método
às restantes amostras em estudo.

Figura 3.1 Suspensão de extração sólido-líquido após extração assistida por autoclave.

Os extratos obtidos por MSE e AAE (Figura 3.2) foram liofilizados permitindo determinar as
suas concentrações (mg/mL) (Tabelas 3.7 e 3.8) e rendimento de extração para os extratos
AAE segundo a Equação (3.1):

Rendimento de Extração% (m/m) =
VExtrato ×MExtrato Liofilizado
VExtrato Liofilizado ×MAmostra

× 100 (3.1)
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Figura 3.2 Extratos obtidos paras amostras em estudo, através dos três métodos de extração aplica-
dos (MSE, AAE e MAE).

Tabela 3.7 Concentração em mg/mL e respetivos rendimentos dos extratos obtidos por AAE.

Concentração Rendimento de extraçãoExtrato (mg/mL) % (m/m)
NC(AAE) 1,38 17%
UPC(AAE) 6,22 47%
UPJ(AAE) 3,76 30%
LLJ(AAE) 8,16 70%
KK(AAE) 5,52 41%
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Tabela 3.8 Concentração em mg/mL dos extratos obtidos por MSE.

Extrato Concentração (mg/mL)
NC(FW1) 4,88
NC(FW2) 15,67
NC(FKOH) 14,18
NC(FHCl) 4,38
NC(FNaOH) 9,40
UPC(FW1) 2,88
UPC(FW2) 29,34
UPC(FKOH) 16,16
UPC(FHCl) 12,36
UPC(FNaOH) 49,12
UPJ(FW1) 17,78
UPJ(FW2) 16,16
UPJ(FKOH) 10,74
UPJ(FHCl) 6,48
UPJ(FNaOH) 9,92
LLJ(FW1) 18,56
LLJ(FW2) 16,04
LLJ(FKOH) 14,16
LLJ(FNaOH) 8,12
LLJ(FHCl) 7,62
KK(FW1) 35,64
KK(FW2) 9,12
KK(FKOH) 13,40
KK(FHCl) 11,46
KK(FNaOH) 11,30

Os rendimentos de extração obtidos por AAE, variaram entre 17 - 70 %, para os 3 tipos de alga,
verificando-se valores bastante discrepantes para a kombu de origens diferentes (Japão 70 %
e Coreia do Sul 41 %).

Quanto aos rendimentos de extração por MSE, não foram determinados, uma vez que este
método é sequencial, e o rendimento de extração foi calculado com base na massa de amos-
tra inicial de alga. No entanto, este método fracionado em cinco etapas, tem a capacidade de
maximizar, a extração de biomoléculas intracelulares visto que primeiramente, extrai molécu-
las solúveis em água e nas três etapas seguintes, com soluções aquosas de KOH, de HCl e de
NaOH, possibilita a solubilização de biomoléculas insolúveis em água proporcionando condi-
ções de pH e temperatura indicadas para a rutura celular levando a uma extração mais eficaz
(Zhu et al., 2015).

O método MAE foi apenas aplicado a amostra NC, como já referido, e dado o reduzido volume
de extrato obtido, este não foi possível ser liofilizado e consequentemente não foi determinada
a sua concentração.
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3.3 Quantificação de Biocompostos

Os extratos obtidos pelos métodos MSE, AAE e MAE foram doseados relativamente ao seu
conteúdo em lípidos, carboidratos, proteínas, pigmentos, compostos fenólicos e flavonoides,
uma vez que compostos bioativos são importantes para a caracterização do conteúdo bioquí-
mico das macroalgas estudas e relevantes para identificar estas algas como alimento funcional.

3.3.1 Lípidos

Na Figura 3.3, estão representados os conteúdos em lípidos nos extratos de AAE e MSE do-
seados pelo método colorimétrico SPV expressos em mg/g de amostra através da curva de
calibração presente na Figura A.1, Anexo A.1. Os teores quantificados para os extratos MAE
da alga NC encontram-se na Tabela 3.9.

Foram quantificados lípidos em todos os extratos de AAE, destacando-se a alga wakame
oriunda da China (UPC) com 10,2 ± 0,05 mg/g de amostra. Quanto à frações de MSE, fo-
ram detetadas estas biomoléculas em todas as frações aquosas e em todas as frações obtidas
a partir da UPC. Segundo os indicativos gerais para macroalgas apresentados por Xie et al.,
(2023) os valores determinados estão dentro dos intervalos estabelecidos, com exceção do
determinado para o extrato alcalino MAE da alga nori (NC). Quando comparados com estu-
dos específicos para cada alga, os valores são os expectáveis, embora tenham sido aplicado
métodos diferentes de doseamento (Fernández-Segovia et al., 2018 e Taboada et al., 2013).

Figura 3.3 Quantificação de lípidos nos extratos de AAE e nas frações de MSE obtidos a partir das
algas em estudo pelo método do SPV (ND – Não detetado, n = 3).

79



Tabela 3.9 Quantificação de lípidos nos extratos NC por MAE pelo método do SPV.

Extrato Conteúdo em Lípidos (mg/g amostra)
NC(MAE_KOH) 6,40 ± 1,20
NC(MAE_W) 399,00 ± 12,00

Valores médios ± DP dos replicados; n = 3.

Para a NC, o método que permitiu obter um maior conteúdo em lípidos foi MAE utilizando água
como solvente, obtendo-se um valor muito superior ao referenciado por Xie et al. (2023) para
algas vermelhas e superior ao indicado na Tabela 2.2 de valores nutricionais apresentados na
embalagem.

Considerando o extrato AAE da amostra UPJ, onde se obteve um teor de lípidos de 5,53 ±
0,05 mg/g de amostra, verifica-se que este valor foi próximo do tabelado na embalagem. Para
as algas kombu estudadas, na amostra LLJ os valores doseados são inferiores aos tabelados,
enquanto na amostra KK, embora os teores doseados sejam baixos, estes encontram-se supe-
riores aos tabelados na embalagem, uma vez que o comerciante indica a ausência de gorduras
no seu produto. As diferenças encontradas podem ser justificadas pela utilização de métodos
diferentes de doseamento.

O padrão utilizado para a construção da curva de calibração (Figura A.1, Anexo A.1) deste
método foi óleo de colza. Anschau et al., quando descreveu a aplicação deste método utilizou
azeite, que devido à sua tonalidade esverdeada se assemelha à maioria da cor dos extratos
obtidos devido à presença de diversos pigmentos fotossintéticos. Outro aspecto a considerar
em relação ao extrato MAE alcalino da NC foi a sua tonalidade avermelhada conferida pelos
pigmentos (Figura 3.2), que absorvem no mesmo comprimento de onda que o cromóforo rosa,
formado nométodo do SPV, podendo dar origem a resultados superiores aos espetáveis. Neste
caso específico, seria preferível adotar outro método de doseamento, como por exemplo o
método gravimétrico.

3.3.2 Carboidratos

3.3.2.1 Açúcares Redutores

O teor de açucares redutores foi determinado pelo método do DNS e tendo por base a respetiva
curva de calibração obtida para a glucose presente na Figura A.2, Anexo A.1. Na Figura 3.4,
estão representados os conteúdos determinados para os extratos MSE e AAE, e na Tabela
3.10 os teores quantificados para os extratos MAE da alga NC.
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Figura 3.4 Quantificação de açúcares redutores nos extratos de AAE e de MSE das algas em estudo,
através do método do DNS (n = 3).

Tabela 3.10 Quantificação de açúcares redutores nos extratos NC por MAE através do método do
DNS.

Extrato (Conteúdo em Açúcares Redutores mg/g amostra)
NC(MAE_KOH) 12,07 ± 1,19
NC(MAE_W) 87,83 ± 8,89

Valores médios ± DP dos replicados; n = 3.

Tendo em conta o somatório das frações MSE, a alga que apresentou teores mais elevados de
açúcares redutores foi a alga nori, seguida das algas wakame e por fim as kombu. Verificou-
se ainda que a extração por MAE utilizando água como solvente para a amostra NC, permitiu
obter um conteúdo nestes compostos consideravelmente superior em comparação com os
outros métodos aplicados. Uma justificação para que este valor seja elevado em relação aos
outros métodos aplicados podem estar relacionada com a hidrólise da celulose que ocorrer no
método de MAE.

Segundo a Tabela 2.2 que contém a informação nutricional das algas em estudo apresentadas
pelos produtores, as amostras NC, UPJ e KK não contêm açúcares. No entanto, foram dete-
tados açúcares redutores em todas as amostras. A única amostra com indicação de açúcares
na sua composição é a LLJ, com valores inferiores a 1 mg/g amostra, tendo-se obtido valores
mais elevados nos extratos.

Estes valores estão de acordo com os determinados por Nova et al. (2024) que quantificaram
entre 6,5 a 83 mg/g amostra para algas nori. Quanto aos conteúdos determinados para as
algas wakame (UPC e UPJ) encontram-se dentro do intervalo de referência de 1,45 a 25 mg/g
amostra publicado por Fernandes et al. (2022). Relativamente às algas kombu (LLJ e KK), os
teores em açúcares redutores detetados são inferiores aos valores de referência para algas
castanhas de 20,6 a 39,7 mg/g amostra (Tan et al., 2013).

É de referir ainda que, este método, por desenvolver um produto de reação com cor amarela
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muito intensa, não foi visivelmente afetado pelos pigmentos presentes nos extratos doseados,
considerando-se um método adequado para dosear açúcares redutores em macroalgas.

3.3.2.2 Carboidratos totais

O conteúdo em polissacáridos determinado pelo método fenol-ácido sulfúrico emmg/g amostra
através da curva de calibração presente na Figura A.3, Anexo A.1 para os extratos AAE e MSE
das algas estudadas estão representados na Figura 3.5. Os teores quantificados para estes
biocompostos nos extratos MAE da alga NC encontram-se na Tabela 3.11.

Através da análise da Figura 3.5, verificou-se que a alga nori apresentou um teor em polissacá-
ridos mais elevado sendo os extratos aquosos de MAE e AAE os que exibiram conteúdo mais
elevados.

Figura 3.5 Quantificação de carboidratos totais nos extratos de AAE e MSE das algas em estudo
através do método do fenol-ácido sulfúrico (n = 3).

Tabela 3.11 Quantificação de carboidratos totais nos extratos NC por MAE através dométodo do fenol-
ácido sulfúrico.

Extrato Conteúdo em carboidratos Totais (mg/g amostra)
NC(MAE_KOH) 156,61 ± 12,38
NC(MAE_W) 1271,26 ± 64,28

Valores médios ± DP dos replicados; n = 3.

Os valores de carboidratos totais publicados na literatura determinados através do mesmo
método para a alga nori são de 46,0 % (m/m), para a alga wakame são de 60,3 % (m/m) e para
a alga kombu são de 54,6 % (m/m) (Yim et al., 2021).

Assim verificou-se que para as algas wakame em estudo, os valores quantificados são inferio-
res, nomeadamente para os extratos AAE 41 % (m/m) para a amostra UPC e 32 % (m/m) para
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a amostra UPJ. No entanto, se se considerar o somatório dos extratos MSE o valor fica superior
ao referenciado obtendo-se para a amostra UPC 73,91 % (m/m) e para a amostra UPJ 70,76
% (m/m). O mesmo sucede para as algas kombu, em que os valores mais elevados foram nos
extratos AAE com 40 % (m/m) para a amostra LLJ e 44 % (m/m) para a amostra KK. Mais uma
vez ao considerar-se o somatório das frações MSE o conteúdo em polissacáridos foi superiro
ao publicado, obtendo-se para a amostra LLJ 72,41 % (m/m) e para a amostra KK 83,38 %
(m/m).

O método de extração adotado por Yim e seus colaboradores (2021) foi semelhante ao AAE,
no entanto as amostras foram submetidas a dois ciclos de extração consecutivos com água
a 100 ºC durante seis horas e no fim do processo foi adicionado cloreto de cálcio e etanol
para precipitar o alginato. Este processo final de purificação pode afetar os resultados quanti-
ficado através do método do fenol-ácido sulfúrico, uma vez que, o alginato é um polissacárido
de natureza ácida, tendo assim uma carga aniónica que reage no método do fenol sulfúrico
(Albalasmeh et al., 2013).

3.3.2.3 Polissacáridos

3.3.2.3.1 Polissacáridos Sulfatados

Os polissacáridos sulfatados doseados nos extratos AAE e MSE das algas estudadas, pelo
método com azul de toluidina atrves da curva de calibração presente na Figura A.4, Anexo A.1,
encontram-se representados na Figura 3.6. Os teores quantificados para os extratos MAE da
alga NC encontram-se na Tabela 3.12.

Figura 3.6 Quantificação de polissacáridos sulfatados nos extratos de AA e, MSE das algas em estudo
através do método do azul de toluidina (n = 3).
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Tabela 3.12 Quantificação de polissacáridos sulfatados nos extratos NC por MAE através do método
do azul de toluidina.

Extrato Conteúdo em Polissacáridos Sulfatados(mg/g amostra)
NC(MAE_KOH) 11,58 ± 2,67
NC(MAE_W) 6,53 ± 0,50

Valores médios ± DP dos replicados; n = 3.

Através da figura 3.6, pode verificar-se que de ummodo geral, os extratos alcalinos apresentam
maiores conteúdos nestes polissacáridos, contrariante ao referido na literatura (Hahn et al.,
2016). As algas wakame (amostras UPC e UPJ) foram as que exibiram quantidade deste
biocompostos como foi expectável (Jiao et al., 2011), tendo-se obtido para os extratos AAE
45,2 ± 08 mg/g para a amostra UPC e 37,9 ± 0,3 mg/g para a amostra UPJ.

Na literatura não se encontram dados para polissacáridos sulfatados para as algas estudadas,
no entanto, encontram-se para a alga nori valores de carragenanas de 19,9 % (m/m) e 40
% (m/m) (Wahlström et al., 2018; Bito et al., 2017). Para a alga wakame encontra-se 6,64 a
41,5 % (m/m) de grupos sulfato (Han et al., 2016; Yang et al., 2008) e para a alga kombu são
referidos valores de éster sulfatado de 33,55 e 35,5 %(m/m) de grupos sulfatados (Zhao et al.,
2008; Liu et al., 2017).

Ao comparar os resultados obtidos com os de referência verifica-se que os valores determina-
dos são muito inferiores, excetuado os resultados obtidos para as amostras UPC e UPJ, onde
algumas frações apresentam conteúdos superiores a 6,64 % (m/m).

No entanto os valores publicados na literatura não foram quantificados através do método do
azul de toluidina e os métodos de extração utilizados foram diferentes. É de referir ainda, que
a presença de pigmentos nos extratos analisados pode ter interferido na quantificação dos
polissacáridos sulfatados através deste método colorimétrico.

3.3.2.3.2 Polissacáridos Ácidos

A Figura 3.7 apresenta o teor de polissacáridos ácidos nos extratos AA eMSE das algas em es-
tudo, determinado pelo método carbazol-ácido sulfúrico, em mg/g de amostra.Para os extratos
MAE da alga NC os valores determinado encontram-se na Tabela 3.13.

De um modo geral, os extratos AAE e a fração de KOH de MSE foram os que exibiram teo-
res de polissacáridos ácidos mais elevados. Este aspeto pode ser justificado, pelo facto de
que a altas temperaturas e em condições alcalinas os polissacáridos decompõem-se nos seus
monómeros, ocorrendo mais facilmente a reação com o ácido súlfurico e com o carbazol bem
como a correlação com o monómero padrão utilizado (ácido D-galacturónico) na construção
da curva de calibração (Figura A.5, Anexo A.1)(Albalasmeh et al., 2013). .
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Figura 3.7 Quantificação de polissacáridos ácidos nos extratos de AAE e MSE das algas em estudo,
através do método carbazol-ácido sulfúrico (n = 3).

Tabela 3.13 Quantificação de polissacáridos ácidos nos extratos NC por MAE, através do método
carbazol-ácido sulfúrico.

Extrato Conteúdo em Polissacáridos Ácidos (mg/g amostra)
NC(MAE_KOH) 26,30 ± 0,13
NC(MAE_W) 28,04 ± 0,50

Valores médios ± DP dos replicados; n = 3.

O resultados obtidos são inferiores aos determinados por Yim e seus colaboradores (2021),
com valores para ácido D-galacturónico de 30,7 % (m/m) para wakame, 10,2 % (m/m) para
kombu e 32,4 % (m/m) para nori. No entanto, embora tenham utilizado um método de extração
semelhante, mas mais exaustivo (dois ciclos de extração com água 100 ºC durante 6 h) e pro-
cederam a uma análise de monossacarídeos por derivatização de 1-fenil-3-metil-5-pirazolona,
seguido de cromatografia líquida de alta eficiência.

3.3.2.3.3 β-1,3-D-glucanos

O conteúdo de β-1,3-D-glucanos doseado através da curva de calibração dométodo do corante
Congo red (Figura A.6, Anexo A.1) encontra-se apresentado na Tabela 3.14. Estes biocom-
postos foram detetados apenas em 7 extratos dos 32 analisados, onde o teor mais elevado foi
detetado no extrato aquoso obtido por MAE da alga NC. Como já referido anteriormente, este
método de doseamento foi específico para β-1,3-D-glucanos com estrutura em tripla hélice,
estando este biocompostos associados a diversas atividades biológicas.

Na literatura não se encontram valores publicados para estes biocompostos em macroalgas,
identificando-se apenas valores para glucanos entre 1,51 e 6,40 % (m/m), doseados através
de kits enzimáticos em algas da ordem Laminariaceae (Garcia-Vaquero et al., 2019). Como
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seria expetável, os valores publicados são superiores aos determinados nos extratos obtidos,
uma vez que se tratam de glucanos totais.

Tabela 3.14 Quantificação de β-1,3-D-glucanos nas macroalgas em estudo, atrvés do método do co-
rante Congo red.

Extrato Conteúdo em β-1,3-D-glucanos (mg/g amostra)
NC(FHCl) 0,06 ± 0,03

NC(MAE_KOH) 0,20 ± 0,00
NC(MAE_W) 4,55 ± 0,00
UPC(FW1) 0,21 ± 0,03
UPC(FHCl) 0,65 ± 0,10
UPJ(AAE) 0,53 ± 0,05
KK(FW2) 0,06 ± 0,02

Valores médios ± DP dos replicados; n = 3.

3.3.3 Proteínas

Na Figura 3.8, estão representados os teores de proteína total, doseados pelo método de Bra-
ford, para os extratos de AAE e MSE para as cinco algas estudadas. Os teores quantificados
para os extratos MAE da alga NC encontram-se na Tabela 3.15.

Pelos resultados obtidos, foi notório que a extração MSE foi a mais eficaz na obtenção de
proteínas, destacando-se as frações extraídas com KOH e HCl. Para as extrações de MAE da
alga NC, também se verificou que a extração alcalina foi mais a eficaz.

Figura 3.8 Quantificação de proteína total nos extratos de AAE, MAE e MSE das algas em estudo,
pelo método de Braford (n = 3).
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Tabela 3.15 Quantificação de proteínas totais nos extratos NC por MAE, pelo método de Braford.

Extrato Conteúdo em Proteína Total (mg/g amostra)
NC(MAE_KOH) 18,83 ± 2,33
NC(MAE_W) 9,84 ± 1,69

Valores médios ± DP dos replicados; n = 3.

Os valores de proteína total indicados pelos produtores (Tabela 2.2) são muito superiores aos
valores doseados pelo método de Bradford, para os extratos obtidos. Esta discrepância pode
ser justificada pela interferência dos pigmentos presentes nos extratos e a eventualmente uti-
lização de outros métodos para determinar proteínas por parte dos produtores. No entanto a
alga NC foi a que apresentou teor mais elevado em proteínas, nomeadamente nos extratos
AAE e MSE (considerando o somatório de todas as frações), à semelhança do indicado na
Tabela 2.2.

Xie et al., (2023) indicam conteúdos de proteína em macroalgas marinhas em gamas com-
preendidas entre 3,1 - 42,1 % e 3,5 - 47 % do seu peso seco, para algas castanhas e algas
vermelhas, respetivamente. Comparando os resultados obtidos verifica-se que os extratos
AAE e MAE exibem valores mais baixos, no entanto considerando o somatório das frações de
MAE estes estão compreendidos nos intervalos de referência.

Um fator a considerar nestas quantificações, émais uma vez a presença de pigmentos, observando-
se que no doseamento de alguns extratos após a reação com o corante azul de Coomassie,
estas não adquiriram a tonalidade azul característica do método de Bradford. Outro aspeto que
pode também ter interferido neste método está relacionado com a viscosidade das amostras
e a gama de concentração sensível da curva de calibração (A.7, Anexo A.1), uma vez que foi
necessário proceder a diluições elevadas das amostras.

É ainda de realçar as diferenças de teores encontradas entre as mesmas espécies, nomea-
damente entre as amostras da alga kombu (LLJ e KK) e da alga wakame (UPC e UPJ), que
podem estar relacionadas com origem geográfica de produção e a época do ano em que foram
recolhidas.

3.3.4 Pigmentos

Uma vez que os pigmentos fotossintéticos, nomeadamente clorofilas (a e b), carotenoides e
ficobiliproteínas, possuem características interessantes com várias aplicações e atividades bi-
ológicas, procedeu-se à avaliação do conteúdo destes compostos em todos os extratos, inclu-
sive os obtidos por maceração com acetona Figura 3.9.

87



Figura 3.9 Extratos obtidos por maceração com acetona das macroalgas estudadas, utilizados na
quantificação dos pigmentos.

3.3.4.1 Clorofilas Totais

As clorofilas a, b e totais, foram quantificadas através das Equações (1.1 a 1.3) nos extratos com
acetona e Equações (1.5 a 1.7) nos restantes extratos, enunciadas em 1.7.2.4 (vide Materiais
e Métodos)

Os resultados referentes às diversas extrações das algas nori, wakame e kombu, encontram-
se nas Figuras 3.10, 3.11 e 3.12, respetivamente. Como descrito em 2.3.3.4 procedeu-se
ainda à extração por maceração com acetona, verificando-se que a extração não foi completa,
como se pode observar através da Figura 3.9, onde o pellet permaneceu com cor, e através
da comparação dos resultados obtidos para restantes extratos, uma vez que nestes extratos
foram detetados menores conteúdos destes pigmentos.

Figura 3.10 Quantificação de clorofilas nos extratos obtidos para a alga nori (ND - Não Detetado).

88



Figura 3.11 Quantificação de clorofilas nos extratos obtidos para as algas wakame (UPC e UPJ).

Figura 3.12 Quantificação de clorofilas nos extratos obtidos para as algas kombu (LLJ e KK) (ND -
Não Detetado.

Pela análise das Figuras anteriores é possível verificar que a amostra de alga wakame oriunda
do China (UPC) foi a que apresentou ummaior teor de clorofilas, considerando o somatório dos
teores dos extratos de MSE (1679,39 μg/g amostra). No entanto a alga wakame originária da
Japão, apresenta um valor bastante mais baixo (541,58 μg/g amostra). Nos extratos obtidos
a partir das algas kombu, verifica-se novamente um teor mais elevado para os extratos MSE,
considerando o somatório das frações, com 341,27 μg/g amostra e 778,7 μg/g amostra, para
as amostras LLJ e KK, respetivamente. Relativamente a alga nori, o extrato alcalino de MAE
foi o que apresentou um conteúdo mais elevado destes pigmentos (1466,38 μg/g amostra).

Um estudo apresentado por Garcia-Perez et al. (2022) determinou conteúdos de pigmentos
fotossintéticos em vários extratos obtidos com diversos solventes e a partir de algas casta-
nhas colhidas na costa noroeste da Península Ibérica, apresentando conteúdos de clorofilas
totais entre 68,7 a 911,3 μg/g amostra de uma alga wakame e 670,7 a 3904,8 μg/g amostra
de duas algas do género Laminaria (kombu). À semelhança deste estudo, Osório et al. (2020)
avaliaram a o conteúdo de pigmentos em algas comerciais, utilizando diversos solventes de
extração, verificando um intervalo de 349,0 a 542,5 μg/g amostra de uma alga wakame, 431,9
a 583,4 μg/g amostra de alga nori e 114,0 a 197,6 μg/g amostra de alga kombu. Outro estudo
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desenvolvido por Amorim e seus colaboradores (2012) em algas colhidas na costa atlântica da
Galiza (Espanha), determinou um teor de clorofila total de 7261,07 μg/g amostra de uma alga
wakame e 4182,32 μg/g de kombu amostra de uma alga. Chen et al. (2018 e 2019) indicam
valores para clorofilas totais entre 7,21 e 16,45 % (m/m) para a alga kombu e 1,81 e 46,39 %
(m/m) para a alga nori.

Como se pode verificar pelos valores recolhidos da literatura, os conteúdos destes pigmen-
tos são muito variáveis, estando dependentes de diversos fatores, nomeadamente a origem
geográfica, época de colheita e as condições de crescimento, que vão influenciar a produção
destes metabolitos (Cikos et al., 2022). Através dos resultados obtidos neste trabalho, pode-
se verificar igualmente a disparidade de valores, nomeadamente entre amostras de origens
geográficas diferentes.

3.3.4.2 Carotenoides

Os teores de carotenoides totais foram quantificados através da Equação 1.4 para os extratos
com acetona, e através da Equação 1.8 para os restantes extratos, descritas em 1.7.2.4. Os
teores de fucoxantina foram determinados utilizando a Equação 1.9 descrita na mesma sec-
ção. Os valores obtidos estão apresentados nas Figura 3.13, 3.14 e 3.15, para as algas nori,
wakame e kombu estudadas, respetivamente.

Figura 3.13 Quantificação de carotenoides extratos obtidos para a alga nori (ND - Não Detetado).
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Figura 3.14 Quantificação de carotenoides extratos obtidos para as algas wakame (ND - Não Dete-
tado).

Figura 3.15 Quantificação de carotenoides extratos obtidos para as algas kombu (ND - Não Detetado).

À semelhança das clorofilas, as algas wakame estudas exibiram um conteúdo mais elevado
em carotenoides totais, considerando o somatório das frações MSE (486,04 μg/g amostra).
No entanto, a amostra UPJ para este tipo de extração, apresentou um valor cerca de 2 vezes
menor (245,11 μg/g amostra). Quanto aos valores obtidos para as amostras da alga kombu,
salientam-se também os extratos de MSE, com valores totais de 87,96 μg/g amostra LLJ e
253.75 μg/g amostra KK. Mais uma vez, verifica-se disparidade entre os valores obtidos para
amostra de origem geográfica diferente.

Quanto aos extratos da alga nori, destaca-se o teor obtido por MAE com solvente alcalino, com
um valor de 402,61 μg/g amostra.

No trabalho desenvolvido por Osório et al. (2020) foram determinados conteúdos de carotenoi-
des totais em extratos metanólicos a partir de algas comerciais com valores máximos de 54,6
μg/ g amostra de uma alga wakame, 74,5 μg/g amostra de alga nori e 27,0 μg/g amostra de
alga kombu. Estes valores são bastante menores relativamente do presente trabalho, sendo
apenas comparáveis aos determinados nos extratos obtidos com acetona. No entanto, Garcia-
Perez et al. (2022) determinou conteúdos destes pigmentos fotossintéticos em vários extratos
a partir de algas castanhas, apresentando conteúdos de carotenoides totais entre 1639,3 e
3147,7 μg/g amostra de uma alga wakame e 470,0 a 5675,5 μg/g amostra de algas Laminaria
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spp. (kombu), sendo estes valores superiores aos determinados neste trabalho.

Através das Figuras anteriores verifica-se que os conteúdos em fucoxantina quantificados nos
extratos podem estar inflacionados, principalmente no que diz respeito aos extratos obtidos a
partir da alga nori. Dado que a fucoxantina é um carotenoide abundante nas algas castanhas,
nomeadamente dos géneros Undaria e Laminaria, o seu conteúdo representa uma elevada
percentagem dos carotenoides totais (Salido et al., 2024). Os teores de fucoxantina também
se verificam inflacionado nas algas castanhas estudas.

Para as algas wakame, encontram-se valores de conteúdos de fucoxantina muito diversos,
dependendo do método de extração e purificação utilizados. Por exemplo, em extratos com
metanol seguido de secagem com nitrogénio e dissolução com acetonitrilo e metanol, foram
quantificados valores entre 4 a 5 mg/g de amostra (Terasakiet al., 2020). Noutro estudo, onde
a extração também foi realizada com metanol seguido de evaporação em rota-vapor e disso-
lução em clorofórmio, metanol e água, os valores quantificados foram entre 728 a 3090 μg/g
amostra (Sugimura et al., 2012). Também foram encontrados extratos utilizando metanol e
outros solventes orgânicos valores de fucoxantina inferiores a 7 mg/g de amostra (Fung et al.,
2013).

Dada a grande variabilidade de valores quantificados, mesmo para métodos de extração se-
melhantes, torna-se mais uma vez difícil comprar os resultados com os valores de referência.
Isto evidencia que a produção deste metabolito é afetada pelas condições externas do meio
do cultivo, conforme corroborado o descrito em alguns artigos referenciados (Terasaki et al.,
2020; Fung et al., 2013).

As condições de crescimento também influenciam a produção destes pigmentos nas algas
kombu, identificando-se uma maior produção durante os períodos de inverno (Cikoš et al.,
2022). Por esse motivo, encontram-se estudos com quantificações muito distintas, por exem-
plo, em extratos com metanol foram quantificados valores entre 56,6 a 213 μg/g amostra (Ka-
nazawa et al., 2008). Enquanto em extrato com água a 100 ºC durante 1h, uma extração muito
semelhante à fração FW2, obtiveram valores entre 724,16 a 839 μg/g amostra (Amorim et al.,
2012).

Segundo Fukushima et al, (2023) foram quantificados 1520 μg/g de amostra de carotenoidess
totais na alga wakame (dos quais cerca de 95 % corresponderam a fucoxantina) e 120 μg/g
de amostra na alga kombu (dos quais 85 % representavam fucoxantina), valores um pouco
discrepantes relativamente aos determinados nos extratos das amostras em estudo.

No entanto, um estudo desenvolvido por Koizumi e seus colaboradores (2018) determinaram
valores de carotenoides cerca de 5 vezes superior ao determinado neste trabalho (c.a. 2 mg/g
de amostra) para uma alga nori, onde 75 % dizem respeito a luteína, carotenoide em maior
abundância nas algas vermelhas.

De facto, a fucoxantina possui um grande potencial farmacológico, mas a sua produção é muito
variável, o que dificulta a sua extração e aplicabilidade na indústria. Os métodos de extração
de pigmentos têm vindo a ser testados e a de forma a serem mais eficazes e sustentáveis
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(Manzoor et al., 2024). Assim, neste trabalho considerou-se avaliar os extratos de MAE, AEE
e MSE, para além do obtido de forma convencional com acetona, que demonstraram ser mais
eficazes na extração destes compostos. No entanto, as clorofilas e os carotenoides podem
sofrer degradação e isomerização quando expostos a elevada temperatura e a exposição solar
(Cikoš et al., 2022).

3.3.4.3 Ficobiliproteínas

As ficobiliproteínas, nomeadamente ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina, foram avaliadas
em todos os extratos aquosos obtidos para as algas em estudo e quantificadas através das
Equações 1.10 a 1.12, descritas em 1.7.2.4. Estas proteínas absorvem num intervalo de com-
primentos de onda entre 490 e 650 nm, gama em que a clorofila a e os carotenoides apresentam
baixos valores de absorvância (Kovaleski et al., 2022).

Na tabela (Tabela 3.16) encontram-se os resultados referentes aos teores de ficobiliproteínas
obtidos nas diferentes extrações para a amostra NC.

Tabela 3.16 Quantificação de ficobiliproteínas dos extratos AAE, MSE e MAE da alga nori estudada
(ND - Não Detetado).

Ficobiliproteínas (mg/g amostra)
Amostras Ficocianina Aloficocianina Ficoeritrina
NC(AAE) 7,32 5,13 232,82
NC(FW1) ND 23,76 83,34
NC(FW2) 3,52 2,49 28,28
NC(FKOH) 2,37 1,79 18,85
NC(FHCl) 0,74 0,55 5,68
NC(FNaOH) 0,17 6,27 4,31

NC(MAE_KOH) 0,27 0,48 0,49
NC(MAE_W) 0,12 0,09 0,12

Pela análise da tabela anterior, é possível verificar que o extrato AAE exibiu um maior con-
teúdo nestas proteínas, designadamente 232,82 mg/g amostra de ficoeritrina, 5,13 mg/g de
amostra de aloficocianina e 7,32 mg/g de amostra de ficocianina, embora tenha sido utilizada
uma temperatura superior a 100ºC, o que poderia indiciar ocorrência de desnaturação térmica.
De um modo geral, verifica-se que os extratos aquosos são os que apresentam valores mais
elevados, com exceção do obtido por MAE. Sendo a ficoeritrina responsável pela cor rosa/-
vermelha das algas vermelhas, como seria expetável, a ficoeritrina é a que está presente em
maior quantidade em todos os extratos (AAE, MSE e MAE). Estudos realizados por Cai et al,
(2014) e descritos por Kovaleski et al, (2022) e apontam para valores de ficobiliproteínas totais
entre 2,09 e 6,95 mg/g de amostra, de ficoeritrina de 1,06 % (m/m) e ficocianina 0,65 % (m/m)
para uma alga nori. Comparando estes resultados com os obtidos neste estudo, verifica-se os
uma elevada divergência, que pode ser atribuída aos diferentes métodos de extração utilizados
e às espécies analisadas. Sendo estes pigmentos proteicos quase exclusivos das algas ver-
melhas, verifica-se a presença de teores muito menores nas outras famílias de algas (Tabela
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3.17 e Tabela 3.17). Por este motivo, não se encontraram na literatura valores de referência
para as algas wakame e kombu.

Na Tabela 3.17 para os extratos obtidos a partir das algas wakame (UPC e UPJ), onde se pode
verificar que as frações de extração de MSE com KOH (35,03 mg de ficobiliproteínas por g de
amostra de UPC e 4,24 mg de ficobiliproteínas por g de amostra de UPJ) e HCl (34,99 mg de
ficobiliproteínas por g de amostra de UPC e 2,97 mg de ficobiliproteínas por g de amostra de
UPJ), foram as que apresentaram maiores teores destas proteínas, embora na fração FHCl da
amostra UPC, não tenha sido detetada ficocianina.

Tabela 3.17 Quantificação de ficobiliproteínas dos extratos AAE, MSE e MAE das algas wakame es-
tudada (ND - Não Detetado.

Ficobiliproteínas (mg/g amostra)
Amostras Ficocianina Aloficocianina Ficoeritrina
UPC(AAE) 0,36 0,33 0,51
UPC(FW1) 0,21 0,20 0,27
UPC(FW2) 0,09 0,08 0,13
UPC(FKOH) 12,42 10,03 12,58
UPC(FHCl) ND 6,51 28,48
UPC(FNaOH) 0,41 0,62 0,81
UPJ(AAE) 1,24 1,23 1,42
UPJ(FW1) 0,18 0,18 0,24
UPJ(FW2) 0,12 0,11 0,16
UPJ(FKOH) 0,83 1,55 1,86
UPJ(FHCl) 0,64 0,91 1,42
UPJ(FNaOH) 0,48 0,49 0,77

Ainda através da análise da Tabela anterior, pode-se observar que existe uma elevada discre-
pância de conteúdos de ficobiliproteínas de algas wakame produzidas na China e no Japão.

Para as algas kombu estudadas, também foi possível quantificar ficobiliproteínas (Tabela 3.18),
embopra em conteúdos muito baixos. Para a amostra LLJ, o extrato que se destacou na sua
generalidade foi a fração FKOH com valores de 2 mg/g de ficoeritrina, 1 mg/g de ficocianina
e aloficocianina. Para a amostra KK, a fração FHCl destacou-se em termos da extração de
ficoeritrina com 7 mg/g.
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Tabela 3.18 Quantificação de ficobiliproteínas dos extratos AAE, MSE e MAE das algas kombu estu-
dada.

Ficobiliproteínas (mg/g amostra)
Amostras Ficocianina Aloficocianina Ficoeritrina
LLJ(AAE) 1,24 1,14 1,63
LLJ(FW1) 0,13 0,12 0,19
LLJ(FW2) 0,18 0,17 0,22
LLJ(FKOH) 1,17 1,29 1,72
LLJ(FHCl) 0,23 0,29 0,40
LLJ(FNaOH) 0,13 0,13 0,24
KK(AAE) 1,01 0,85 1,23
KK(FW1) 0,37 0,29 2,94
KK(FW2) 0,38 0,33 0,54
KK(FKOH) 0,43 0,69 0,89
KK(FHCl) 0,16 1,39 7,08
KK(FNaOH) 0,33 0,43 0,67

Nestas algas, à semelhança das wakame analisadas, verifica-se uma disparidade de teores
desta proteínas, quer no que diz respeito ao método de extração e solvente utilizado, quer
relativamente à sua origem de produção. Assim, destacam-se os extratos AAE com conteúdos
em ficobiliproteínas totais (4,01 mg/g de amostra de LLJ e 3,09 mg/g de amostra de KK), a
fração FKOH da amostra LLJ (4.18 mg/g de amostra) e as frações FW1(3,60 mg/g de amostra)
e FHCl (8,83 mg/g de amostra) da amostra KK . Pode-se ainda realçar, o facto de que para as
algas wakame e kombu estudadas, o método MSE permitiu a extração de teores mais elevados
destes pigmentos.

3.3.5 Compostos Fenólicos Totais

Os compostos fenólicos totais foram quantificados para os extratos obtidos pelo método de Foli
Ciocalteu e foram expressos em mg de equivalentes de ácido gálico (GAE) por g de amostra.

Através da Figura 3.16, pode-se constatar que a amostra da alga nori foi a que exibiu um teor
mais elevado destes compostos, tendo-se obtido para extrato AAE um valor de 9,1 mg GAE/g
de amostra e para os extratos de MAE um total de 23,2 mg GAE/g de amostra. Os extra-
tos obtidos por MAE (Tabela 3.19) apresentaram valores bastantes reduzidos de compostos
fenólicos.

Os resultados obtidos quando comparados aos da literatura, são mais elevados, uma vez que
foram reportados conteúdos de compostos fenólicos totais para este tipo de alga, entre 2,91
e 8,20 mg GAE/g amostra, obtidos através de diferentes métodos e solventes de extração
(Kurakake et al., 2021; Fernández-Segovia et al., 2018).

Pode-se observar ainda através da Figura 3.16, que a extração por MSE foi o método que per-
mitiu obter umamaior quantidade destes compostos a partir de todas as amostras, destacando-
se a fração alcalina com KOH.
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Figura 3.16 Quantificação de compostos fenólicos totais nos extratos AAE e MSE das algas em es-
tudo, pelo método de Foli Ciocalteu (ND – Não detetado, n = 3).

Tabela 3.19 Quantificação de compostos fenólicos totais dos extratos MAE das algas nori estudada,
pelo método de Foli Ciocalteu.

Extrato Conteúdo em Compostos Fenólicos Totais (mg GAE/g amostra)
NC(MAE_KOH) 0,04 ± 0,00
NC(MAE_W) 0,05 ± 0,00

Valores médios ± DP dos replicados; n = 3.

Quanto aos valores de compostos fenólicos quantificados nas amostras de algas wakame ana-
lisadas, verifica-se que estão dentro do expetável, uma vez que estão descritos na literatura
valores entre 2,6 e 67,11 mg GAE/g amostra obtidos através de diversos métodos de extração
(Gan et al., 2022; Vlaisavljević et al., 2021; López-Hortas et al., 2019; Fernández-Segovia et
al., 2018; Amorim et al., 2012; Machu et al., 2015; Yin et al., 2019. É de salientar que não se
observaram diferenças significativas entre as duas amostras oriundas de regiões geográficas
diferentes.

Relativamente às algas kombu analisadas, foram as que exibirammenores conteúdos em com-
postos fenólicos, tal como descrito na literatura, onde são referidos valores compreendidos en-
tre 1,7 a 2,77 mg GAE/g amostra (Vlaisavljević et al., 2021; Fernández-Segovia et al., 2018;
Amorim et al., 2012). Entre estas duas amostras também não se verificaram diferenças ex-
pressivas nos conteúdos de compostos fenólicos totais determinados.

3.3.5.1 Flavonoides

Os teores de flavonoides totais quantificados pelo método colorimétrico do cloreto de alumínio
dos extratos AAE e MSE das algas estudadas encontram-se na Figura 3.17 e para os extratos
MAE da alga NC na Tabela 3.20, expressos em mg de equivalentes de catequina (CAE) por g
de amostra.
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Figura 3.17 Quantificação de flavonoides totais nos extratos AAE e MSE de todas as algas estudadas,
pelo método colorimétrico do cloreto de alumínio (ND – Não detetado, n = 3).

Tabela 3.20 Quantificação de flavonoides totais dos extratos MAE das algas nori estudada, pelo mé-
todo colorimétrico do cloreto de alumínio.

Extrato Conteúdo em Flavonoides (mg CAE/ g amostra)
NC(MAE_KOH) 11,49 ± 1,88
NC(MAE_W) 16,64 ± 0,49

Valores médios ± DP dos replicados; n = 3.

Através dos resultados obtidos, verifica-se que os extratos MAE foram os que apresentaram
maior teor de flavonoides. Machu e seus colaboradores (2015) quantificaram teores de 18,2
mg CAE/ g de amostra de uma alga nori, verificando-se que os valores obtidos no extrato
aquoso de MAE e considerando o total das frações de extração de MSE (11,31 mg CAE/g
de NC), foram próximos do valor publicado. Para as algas wakame, obtiveram-se maiores
teores destes compostos para a amostra UPC obtendo-se 24,61 mg CAE/g amostra através
da extração MSE.

Um estudo desenvolvido por Yin e seus colaboradores (2019) na avaliação de diversos méto-
dos de extração para a obtenção de biocompostos a partir de uma alga wakame, determinou
teores de compostos flavonoides entre 32,48 mg CAE/g amostra num extrato obtido através
de extração supercrítica com etanol, e cerca de 2,00 mg CAE/g amostra num extrato aquoso.
Assim, estes resultados encontram-se semelhantes aos obtidos por extração MSE no presente
trabalho.

Quanto às algas kombu, verificou-se que as duas amostras avaliadas não apresentam diferen-
ças significativas, relativamente aos conteúdo destes biocompostos, tendo-se obtido por MSE
teores mais elevados, designadamente 7,31 mg CAE/g de amostra LLJ e 9,33 mg CAE/g de
amostra KK. Estes resultados são difíceis de comparar com dados disponíveis na literatura,
uma vez que estes estão maioritariamente expressos em equivalentes de quercetina (QE) e
em equivalentes de rutina (RE). Gajić et al. (2024) reportaram um valor de flavonoides totais de
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14.9 mg RE/g e Ummat et al. (2020) 15.2 mgQE/g de Laminaria digitata em extratos etanólicos.

A comparação direta dos resultados obtidos neste estudo com os valores publicados na litera-
tura, pode não ser adequada uma vez que as concentrações de biocompostos nas algas ma-
rinhas dependem de muitas variáveis, nomeadamente as condições de crescimento, a época
de colheita, o habitat e as condições ambientais onde se desenvolvem, incluindo a luz, a tem-
peratura e a salinidade da água (Siddik et al., 2023).

Os teores doseados para os diversos biocompostos podem ser consultados no Anexo A.2 nas
Tabelas A.1 a A.11.

3.4 Atividades Biológicas

Os extratos obtidos foram avaliados in vitro quanto à capacidade anti-oxidante, antimicrobiana
contra duas espécies bacterianas e citotoxicidade contra quatro linhas celulares animais.

3.4.1 Atividade Anti-oxidante

A atividade antioxidante foi determinada através do método de inibição do radical catiónico
ABTS em soluções de 5 mg/mL de biomassa liofilizada de AAE e MSE dissolvido em água
desionizada de todas as algas estudadas, expressa em% de inibição de ABTS•+ (Figura 3.18);
nos extratos AAE e MSE de todas as alagas estudadas (Figura 3.19) e nos extratos MAE da
amostra NC (Tabela 3.21) expressos em mg de equivalente de Trolox (TE) por g de biomassa .

Figura 3.18 Atividade antioxidante dos extratos AAE e MSE (5 mg/mL) das algas em estudo, expressa
em % de inibição de ABTS•+, utilizando ácido ascórbico, trolox, ácido gálico, ácido poligalacturónico e
BHT como controlos positivos (ND – Não detetado, n = 3).

Através da Figura 3.18, observa-se que as algas que apresentam maior atividade antioxidante
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são a nori e a wakame oriunda da China (UPC), verificando-se uma % de inibição do ABTS•+

equiparável ao dos controlos positivos ácido ascórbico, trolox, ácido gálico para FW1 da NC (90
%) para a FNaOH da UPC (96%). O extrato AAE da alga nori exibiu uma atividade antioxidante
superior ao controlo positivo BHT de 78 %.

Figura 3.19 Atividade antioxidante determinada pelo método do ABTS•+ dos extratos AAE e MSE das
algas estudadas, expressa em mg TE por g de amostra (ND – Não detetado, n = 3).

Tabela 3.21 Atividade antioxidante determinada pelo método do ABTS•+ dos extratos MAE da alga
nori, expressa em mg TE por g de amostra.

Extrato Atividade Antioxidante (mg TE/g amostra)
NC(MAE_KOH) 1,30 ± 0,15
NC(MAE_W) 49,52 ± 10,09

Valores médios ± DP dos replicados; n = 3.

Os resultados constantes na Figura 3.19 e na Tabela 3.21 corroboram a identificação da alga
nori, como a amostra com capacidade antioxidante mais elevada, nomeadamente através do
extrato MAE em água (50 ± 6 mg TE/g amostra) e o extrato AAE (15,1 ± 0,3 mg TE/g amostra).
É ainda de realçar que em todas as frações alcalinas obtidas com KOH e em todas as frações
ácidas de MSE, foi detetada atividade antioxidante. Fernández-Segovia et al., 2018 apresen-
tou um valor de 7,2 μg TE/g para a atividade antioxidante de uma alga nori, valor bastante
inferior aos determinados neste trabalho, expeto à da fração FNaOH na qual não foi detetada
capacidade antioxidante. Vários estudos indicam valores entre 0,0053 a 45,5 mg TE/g para
a capacidade antioxidante de algas wakame (Fernández-Segovia et al., 2018; Vlaisavljević et
al., 2021; Gan et al., 2022), valores comparáveis com os obtidos para as amostras analisadas
neste trabalho. Relativamente às algas kombu, foram reportados valores de capacidade an-
tioxidante num intervalo de 0,0123 a 0,66 mg TE/g, que corroboram o potencial antioxidante
determinado nas amostras LLJ e KK estudadas.

Foi ainda determinada a capacidade quelante de Fe2+ dos extartos AAE, MSE, MAE das algas
em estudo estão representados na Figura 3.20 apenas os extratos que exibiram essa capaci-
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dade.

Analisando a Figura 3.20 verifica-se que apenas alguns dos extratos estudados apresentam
capacidade quelante de iões Fe2+, destacando-se os obtidos a partir da alga nori, nomeada-
mente o de MAE com KOH (67 ± 2 %) e a fração ácida de MSE (48 ± 9 %), a fração ácida da
amostra UPC da alga wakame (82 ± 6 %) e a fração ácida da amostra KK da alga kombu (47
± 11 %).

Figura 3.20 Capacidade quelante de iões Fe2+ dos extratos das algas estudadas, utilizando EDTA (2
mg/ mL) como controlo positivo, expressa em percentagem (n = 3).

Contrariamente às expectativas, as algas castanhas estudadas deveriam ter exibido maior ca-
pacidade quelante de iões Fe2+ e apenas a fração ácida da amostra UPC apresenta resultados
que corroboram com a literatura (Wang et al., 2009; Rajuaria et al., 2019).

Os resultados obtidos para o potencial antioxidante podem ser justificados pela presença de
polissacáridos, compostos fenólicos e flavonoides presentes dos extratos estudados.

3.4.2 Atividade Antibacteriana

A resistência aos antibióticos é atualmente uma preocupação da sociedademoderna, revelando-
se asmacroalgasmarinhas como uma excelente fonte para a descoberta de novos biofármacos
alternativos aos antibióticos, uma vez que vários metabolitos destes organismos têm demons-
trado propriedades antibacterianas promissoras. Nessa perspectiva, a atividade antibacteriana
dos extratos AAE eMSE foi avaliada contra duas espécies bacterianas, Escherichia coli (Gram-
negativa) e Staphylococcus aureus (Gram-positiva), pelo método da difusão em disco e pelo
método da microdulição em meio líquido, utilizando resazurina como agente marcador da via-
bilidade celular para a determinação dos valores de concentração mínima inibitória (MIC). Em
ambos os métodos foi utilizado o antibiótico gentamicina como controlo positivo.
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O primeiro método aplicado foi o da suscetibilidade à difusão em disco, tendo como principio
determinar a sensibilidade dos microrganismos aos extratos e o tamanho das zonas de inibi-
ção do crescimento microbiano. Para o efeito foram aplicados 50 μL dos extratos diretos nos
discos (a massa de extrato aplicada variou de extrato para extrato) e foram comparados com
a gentamicina (10 µg) e com os controlos negativos (água, KOH, HCl e NAOH estéreis).

Após incubação a 37ºC durante 18 horas, não foram observadas zonas de inibição de cres-
cimento junto aos discos impregnados com os extratos testados verificando-se apenas halos
de inibição ao redor dos discos com gentamicina, indicando à partida ausência de atividade
antibacteriana.

Tendo em conta os resultados obtidos através deste método e estando descrito na literatura
esta atividade biológica para algumas das algas em estudo (Čmiková et al., 2022; Silva et al.,
2022), optou-se por reavaliar esta propriedade através do método colorimétrico de microdilui-
ção emmeio líquido baseado na redução de resazurina a resorufina, uma vez que é identificado
como sendo mais sensível e fiável, comparativamente à técnica aplicada inicialmente.

Este método permitiu determinar o valor de MIC, que é considerado a menor concentração
de um agente antimicrobiano à qual este inibe o crescimento de um microrganismo, existindo
uma redução ≥ 80,0 % do crescimento bacteriano comparativamente ao controlo (Kowalska-
Krochmal et al., 2021).

Os valores de MIC obtidos através da viabilidade celular das espécies bacterianas estudadas
na presença dos extratos obtidos por AAE e MSE das algas nori, wakame e kombu, numa
gama de concentrações compreendida entre 0,078 a 20 mg/mL, estão indicados nas Tabelas
3.22 e 3.23. As representações gráficas da viabilidade celular (%) das bactérias em função da
concentração de extratos, encontram-se no Anexo A.3 nas Figuras A.11 a A.15.

Tabela 3.22 Valores MIC dos extratos obtidos por AAE e MSE das algas nori, wakame (UPC e UPJ)
e kombu (LLJ e KK) e aplicados no estudo da atividade antibacteriana contra E. coli determinados pelo
método de microdiluição em meio líquido.

Extrato Concentração Mínima Inibitória (mg/mL)
NC(AAE) 10,00
LLJ(AAE) 0,31
LLJ(FW1) 5,00
KK(FW1) 5,00

Tabela 3.23 Valores MIC dos extratos obtidos por AAE e MSE das algas nori, wakame (UPC e UPJ)
e kombu (LLJ e KK) e aplicados no estudo da atividade antibacteriana contra S. aureus, determinados
pelo método de microdiluição em meio líquido.

Extrato Concentração Mínima Inibitória (mg/mL)
LLJ(AAE) 5,00
LLJ(FW1) 10,00
LLJ(FW2) 10,00
KK(AAE) 5,00
KK(FW1) 5,00
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Neste estudo, as algas kombu exibiram efeitos inibitórios de crescimento bacteriano nas duas
bactérias estudadas. Todos os extratos aquosos da amostra oriunda do Japão (LLJ) inibiram o
crescimento da S. aureus, com uma gama de MIC entre 5 e 10 mg/mL. Os extratos FW1 e AAE
desta amostra também exibiram efeitos inibidores contra E.coli, tendo este último demonstrado
maior eficiência com umMIC de 0,3 mg/mL. O extrato aquoso FW1 da amostra KK demonstrou
a capacidade de inibir o crescimento celular das duas bactérias.

Estes resultados estão de acordo com o trabalho desenvolvido por Čmiková et al. (2022) onde
estudaram a actividade antimicrobiana de seis amostras de algas comerciais (wakame, arame,
dulse, kombu (2 amostras) e hijiki) contra diversas espécies bacterianas, três Gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis) e três Gram-negativas (Sal-
monella enterica, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica), verificando que o extrato
com maior eficácia contra S. aureus foi o obtido a partir de uma das amostras da alga kombu e
tendo este mesmo extrato demonstrado efeitos inibitórios no crescimento de todos os microrga-
nismos estudados. Estes autores observaram ainda que o extrato da alga wakame apresentou
baixa atividade microbiana e à semelhança do presente trabalho, verificaram também, que
amostras da alga kombu de origens diferentes (Japão e China) exibiram atividades antimicro-
bianas diferentes.

Relativamente à alga nori observou-se que apenas o extrato AAE demonstrou atividade anti-
bacteriana contra E.coli, com menor eficiência (MIC 10 mg/mL), quando comparada com os
extratos de kombu. Ao contrário do expetável, nenhum dos extratos das algas wakame de-
monstrou atividade antibacteriana. Embora a investigação sobre as propriedades antimicro-
bianas dos compostos de algas marinhas seja um tema de grande interesse e de constante
desenvolvimento, até agora a atribuição de um determinado composto a essa atividade era
um desafio, uma vez que são geralmente avaliados como extratos e não como um composto
constituído por diferentes biomoléculas; na maioria dos casos, o efeito antimicrobiano é pro-
vavelmente uma consequência de um efeito sinérgico entre estes compostos. No entanto,
biocompostos como proteínas, compostos fenólicos, pigmentos e polissacáridos isolados já
foram associados a estas propriedades em diversos estudos (Silva et al.,2020).

A única proteína de algas descrita na literatura como antibacteriana é a lectina, no entanto
informação sobre péptidos bioactivos com propriedades antibacterianas é escassa (Silva et
al.,2020). Quanto aos polissacáridos, diversos estudos identificaram polissacáridos sulfatados
isolados de Laminaria japonica (kombu) que confirmaram efeitos de inibição celular em E. coli
and S. aureus (Liu et al., 2017; Kim et al., 2013). Estes estudos corroboram os resultados
obtidos no presente trabalho.

Relativamente aos compostos fenólicos, diversos autores estudaram as propriedades antibac-
terianas de florotaninos, demonstrando eficácia na inibição do crescimento das espécies bac-
terianas patogénicas S. aureus, Streptococcus pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (Bo-
golitsyn et al., 2019; Eom et al., 2014).

No que diz respeito à atividade antimicrobiana dos pigmentos, existem poucos estudos que
avaliam a atividade destes compostos isolados. Um estudo desenvolvido por Shannon e cola-
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boradores avaliaram as propriedades antimicrobianas da fucoxantina contra diferentes bacté-
rias Gram-positivas e Gram-negativas, demonstrando que este pigmento é mais eficaz contra
bactérias Gram-positivas. A presença destes pigmentos nos extratos analisados neste trabalho
pode também estar atribuída à atividade antibacteriana detetada.

Outro aspeto a ter em consideração na avaliação dos resultados deste estudo, uma vez que
a viabilidade celular dos microrganismos foi determinada através de um método colorimétrico,
é o facto de que estes podem ter sido afetados pela presença de pigmentos nos extratos.
Através da Figura 3.21 pode-se verificar esta possível interferência, onde nas microplacas de
96 poços à medida que a concentração dos extratos aumenta, observar-se uma tonalidade
avermelhada para os extratos NC(AAE) e UPC(FHCl) quando testado contra E. coli, e uma
tonalidade esverdeada para o extrato UPC(FHCl) quando testada contra S. aureus.

Figura 3.21 Microplacas de 96 poços onde foi realizado o método da microdiluição em meio líquido
com resazurina, para avaliação da atividade antibacteriana dos extratos NC(AAE) e UPC(FHCl) contra
Escherichia coli e do extrato UPC(FHCL) contra Staphylococcus aureus.

3.4.3 Citotoxicidade

A avaliação da citotoxicidade in vitro dos extratos AAE e MSE foi realizada através do método
colorimétrico do MTT, contra linhas celulares animais, após incubação com os extratos numa
gama de concentração de 0 a 2 mg/mL.

Este estudo foi efetuado através da determinação da viabilidade celular de duas linhas celulares
animais normais, Vero ATCC® CCL-81 (células epiteliais renais de macaco verde africano) e
NIH-3T3 ATCC® CRL-1658 (fibroblastos embrionários), e uma linha celular animal tumoral
S180 ATCC® TIB-66 (células de sarcoma de murganho). Os extratos obtidos a partir das
amostras das algas nori e wakame (UPC) foram ainda testados contra uma linha celular tumoral
humana HeLa ATCC® CCL-2 (células de cancro do colo do útero).

Segundo a norma ISO 10993-5, quanto mais baixo for o valor de viabilidade celular (%), maior
o potencial citotóxico do composto em análise, considerando-se que este possui um efeito
citotóxico perante uma diminuição para menos de 70 %.

Os resultados obtidos estão representados da Figura 3.22 à Figura 3.26.
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Figura 3.22 Ciotoxicidade celular dos extratos AAE e MSE obtidos a partir da amostra NC, contra as
linhas celulares: A - Vero, B - 3T3, C - S180, D - HeLa, através da viabilidade celular (%) avaliada pelo
método do MTT (n = 3).

Através da análise da Figura 3.22 pode-se verificar que os extratos obtidos a partir da alga
nori, não são citotóxicos para as células Vero, ao passo que os extratos FKOH e FHCl de MSE
apresentam alguma toxicidade a partir da concentração 1,0 mg/mL contra célula 3T3 (Figura
3.22 B). Relativamente às células S180 (Figura 3.22 C) aparentemente todos os extratos exibi-
ram toxicidade contra estas células tumorais, destacando-se a fração FKOH, que apresentou
uma viabilidade celular de 27,2 ± 0,3 % numa concentração de 2 mg/mL. Contrariamente, a
presença destes extratos parece promover o crescimento celular das HeLa (Figura 3.22 D).
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Figura 3.23 Ciotoxicidade celular dos extratos AAE e MSE obtidos a partir da amostra UPC, contra as
linhas celulares: A - Vero, B - 3T3, C - S180, D - HeLa, através da viabilidade celular (%) avaliada pelo
método do MTT (n = 3).

Relativamente à amostra UPC da alga wakame, esta não apresentou toxicidade contra as cé-
lulas Vero (Figura 3.23 A). No entanto, a fração FKOH demonstrou toxicidade contra as células
3T3, a partir da concentração 0,5 mg/mL (Figura 3.23 B). Os resultados obtidos contra as cé-
lulas S180 foram pouco consistentes, verificando-se uma grande oscilação de valores, com
exceção da fração FHCl que demonstrou ligeira citotoxicidade à concentração de 2,0 mg/mL
(Figura 3.23 C). Através da análise da Figura 3.23 D, ao contrário do expectável a presença
destes extratos estranhamente parece promover o crescimento das células HeLa. As algas
wakame produzem fucoidanos, que pertencem à classe dos polissacáridos sulfatados e que
são compostos com atividade antitumoral, contra linhas celulares humanas HeLa, PC-3 (célu-
las tumorais da próstata), A549 (células de carcinoma alveolar) e HepG2 (células de carcinoma
hepático) (Synytsya et al., 2010). Assim, tendo sido a amostra UPC a que exibiu um teor mais
elevado destes polissacáridos, seria expectável que a viabilidade das linhas celulares S180
e HeLa fosse afetada na presença dos seus extratos. No entanto, num estudo com extratos
ricos em polissacáridos extraídos de wakame, conduzido por Song et al. (2024), não se regis-
tou efeito inibitório em células HeLa, verificando-se que este efeito só é observado em extratos
purificados de fucoidano e em elevadas concentrações.
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Figura 3.24 Ciotoxicidade celular dos extratos AAE e MSE obtidos a partir da amostra UPJ, contra as
linhas celulares: A - Vero, B - 3T3, C - S180, através da viabilidade celular (%) avaliada pelo método do
MTT (n = 3).

Quanto à citotoxicidade dos extratos da amostra wakame oriunda do Japão (UPJ), não se
verifica contra as células Vero (Figura 3.24 A), embora se observe um resultado anómalo para
a FHCl a 1,0 mg/mL. O mesmo se observa contra as células 3T3 (Figura 3.24 B), verificando-
se outro resultado irregular para a FW1 à mesma concentração. Relativamente à linha celular
S180 (Figura 3.24 C), os extratos parecem exibir baixa toxicidade, com exceção da AAE e da
FW2, à concentração de 2,0 mg/mL.
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Figura 3.25 Ciotoxicidade celular dos extratos AAE e MSE obtidos a partir da amostra LLJ, contra as
linhas celulares: A - Vero, B - 3T3, C - S180, através da viabilidade celular (%) avaliada pelo método do
MTT (n = 3).

A presença dos extratos da amostra LLJ de kombu, não afetou a viabilidade celular das vero
(Figura 3.25 A), no entanto a fração ácida FHCl parece indiciar citotoxicidade nas células 3T3
(Figura 3.25 B), à concentração de 2,0 mg/mL. Quanto à toxicidade contra a linha celular S180
(Figura 3.25 C), os resultados obtidos são pouco consistentes, uma vez que apresentam uma
grande oscilação de valores, verificando-se uma aparente tendência de aumento da viabilidade
celular na presença dos extratos aquosos FW1 e FW2.
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Figura 3.26 Ciotoxicidade celular dos extratos AAE e MSE obtidos a partir da amostra KK, contra as
linhas celulares: A - Vero, B - 3T3, C - S180, através da viabilidade celular (%) avaliada pelo método do
MTT (n = 3).

Por fim, a avaliação da citotoxicidade dos extratos da amostra kombu, proveniente da Coreia,
estes não demonstraram efeitos citotóxicos contras as linhas celulares Vero e 3T3 (Figuras 3.26
A e B). No entanto, à concentração de 2,0 mg/mL todos os extratos apresentam toxicidade con-
tra as células S180 (Figura 3.26 C), que pode ser justificada pela presença de polissacáridos,
nomeadamente sulfatados e β-(1,3)-D-glucanos.

Na literatura não foram encontrados resultados de citotoxicidade contra as linhas celulares
Vero, 3T3 e S180, tornando-se mais difícil validar os resultados obtidos. No entanto, Vlaisavl-
jević et al. (2021) estudou extratos de algas wakame e kombu e avaliou a viabilidade de células
PC-3, verificando que estes não apresentavam efeito significativo nas células.

Outro aspeto a considerar nestes resultados, é a possível influência de elementos tóxicos (e.g.
arsénio) nos extratos, uma vez que se verificou a presença deste elemento nas amostras inici-
ais, verificando-se a sua perda nos pellets a pós extração. Pelo contrário, a viabilidade celular
também pode ser favorecida pela presença de macro e micronutrientes que pode estimular
crescimento das células.

De referir, que não foi possível avaliar a citoxicidade dos extratos de MAE da alga Nori, uma
vez que não havia volume suficiente para a realização deste estudo.

Por fim, de forma a validar os resultados obtidos, seria necessário repetir estes ensaios, com
uma gama de concentrações de extratos mais alargada, de forma a avaliar a influência destes
nas vias metabólicas das células.
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3.5 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fou-
rier

De modo a detetar características estruturais dos compostos presentes apenas nos extratos
AAE e MSE, realizou-se espetroscopia de infravermelhos com transformada de Fourier (FTIR)
qualitativa. Através desta técnica, foi possível confirmar que os extratos obtidos por AAE e
MSE são de um modo geral ricos em polissacáridos. Para estes biocompostos, como já re-
ferido anteriormente, estão identificadas cinco regiões características no infravermelho, que
fornecem informações sobre uma gama de grupos funcionais vibracionalmente ativos que po-
dem ser utilizados na determinação da sua composição. De modo a analisar os espectros de
FTIR de uma formamais expedita, foi construída a Tabela A.11 (Anexo A.4), onde estão identifi-
cadas as cinco regiões de footprint dos polissacáridos, a atribuição das bandas características
e respetivos grupos funcionais (Hong et al., 2021; Delattre et al., 2016; Esther et al., 2020).
Posteriormente com esta informação, foi elaborado um código Pyton que permitiu facilitar a
identificação das bandas de interesse nos espetros obtidos (Anexo A.5).

Na Figura 3.27, estão representados os espectros de FTIR dos extratos AAE de todas as algas
estudadas, onde foi possível identificar as cinco regiões características dos polissacáridos: (i)
3800–2800 cm−1, (ii) 1500–1200 cm−1, (iii) 1200–950 cm−1, (iv) 950–700 cm−1 e (v) < 700
cm−1.

Figura 3.27 Espectros de FTIR dos extratos AAE das algas estudadas, em pastilha de KBr.

Assim, analisando a Figura anterior, é possível identificar a presença de uma banda com ele-
vada intensidade entre 3419 e 3423 cm−1 correspondente a vibração de extensão da ligação
OH e as bandas no intervalo 2875 e 2580 cm−1 das vibrações de extensão simétricas e assi-
métricas da ligação CH e CH2. Nos espectros dos extratos NC(AAE), UPC(AAE) e KK(AAE),
foi identificada uma banda estreita de elevada a média intensidade, a 1710 cm−1, atribuída
à vibração de extensão da ligação dupla de carbono, evidenciando a possível presença de
complexos proteína-polissacáridos. A banda de intensidade média a 1214 cm−1 presente no
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espetro do extrato NC(AAE) que sugere a presença de ésteres sulfatados e a banda de intensi-
dade fraca a 1428 cm−1 no extrato UPJ(AAE) atribuída à vibração de alongamento da ligação
dupla SO do grupo sulfato, permitem identificar a presença de polissacáridos sulfatados nestes
extratos.

As bandas que surgem entre 1087 e 1020 cm−1, observadas em todos os espectros dos extra-
tos AAE, podem ser atribuídas às ligações glicosídicas dos polissacáridos. Quanto ao carbono
anomérico, foi possível atribuir a conformação α a uma banda média a 926 cm−1, no espectro
do extrato LLJ(AAE), e a conformação β a uma banda fraca e estreita a 891 cm−1, no espectro
do extrato UPJ(AAE). As bandas fracas a 886 e 869 cm−1 nos espectros dos extratos NC(AAE)
e KK(AAE), respetivamente, podem ser atribuídas a ambas as conformações do carbono ano-
mérico. No espectro do extrato KK(AAE), foi ainda identificada uma banda de intensidade fraca
a 1246 cm−1 pode ser atribuída a derivados de furanose e pentose, e uma banda de intensidade
média a 2850 cm−1 à vibração de extensão da ligação CH do metoxilo glicosídico.

A presença de duas bandas a 1654 cm−1 que representam a ligação C=O característica da
amida I e a 1549 cm−1 banda característica da extensão C-N da amida II evidenciam a presença
de proteínas em todos os extratos AAE.

A avaliação da presença de lípidos nos extratos de AAE por FTIR revela a existência de bandas
a ca. de 2900 cm−1, correspondentes a vibrações de extensão simétricas e assimétricas de CH
e CH2 e ainda uma banda de extensão a 1745 cm−1, correspondente à ligação C=O presente
em ésteres de triglicéridos.

A Figura 3.28 apresenta os espectros de FTIR das frações FW1 obtidas por MSE a partir das
algas estudadas, onde se podem verificar as cinco regiões características dos polissacáridos
e um perfil muito semelhante entre os extratos das algas kombu e alga wakame oriunda do
Japão (UPJ).

Figura 3.28 Espectros de FTIR das frações FW1 de MSE das algas estudadas, em pastinha de KBr.

Observa-se nos diferentes espetros uma banda de elevada intensidade entre 3448 e 3392 cm−1
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correspondente à ligação OH e entre 2941 e 2916 cm−1 uma banda atribuída às vibrações de
extensão de CH. Os espectros dos extratos NC(FW1), LLJ(FW1) e KK(FW1) apresentam ban-
das entre 1263 e 1213 cm−1 que podem ser atribuídas ao grupo éster sulfatado, indicando a
presença de polissacáridos sulfatados. As bandas atribuidas às ligações glicosídicas de polis-
sacáridos também foram identificadas em todos os espectros das frações FW1. No espectro
do extrato LLJ(FW1), identificou-se uma banda a 2858 cm−1 pode ser atribuída ao grupo me-
toxilo. Todos os espectros dos extratos FW1 apresentam uma banda na região dos carbonos
anoméricos, entre 989 e 900 cm−1, que correspondem às conformações α e β

Foram ainda identificadas bandas entre 1709 e 1583 cm−1 correspondentes à presença da
amida I e amida II, respetivamente, indicando a presença de proteínas. A presença de lípidos
foi igualmente detetada pela identificação de bandas entre 3050 e 2900 cm−1 em todos os
espetros.

Na Figura 3.29, estão representados os espectros de FTIR das frações FW2 obtidas por MSE
a partir das algas em estudos. Mais uma vez, verificam-se perfis semelhantes entre os extratos
das algas kombu e alga wakame oriunda do Japão (UPJ).

Figura 3.29 Espectros de FTIR das frações FW2 de MSE das algas estudadas, em pastinha de KBr.

Através da figura anterior é possível observa-se nos diferentes espetros bandas características
dos polissacáridos, nomeadamente entre 3440 e 3284 cm−1 uma banda com elevada intensi-
dade correspondente à ligação OH e uma banda entre 2684 e 2544 cm−1 correspondente à
vibração de extensão das ligações CH e CH2.

A presença de lípidos pode ser atribuída às bandas de intensidade moderada entre 2954 e
2850 cm−1, identificadas em todos os espectros dos extratos FW2. Nos espectros dos ex-
tratos NC(FW2), UPC(FW2) e UPJ(FW2), as bandas localizadas a 2852, 2850 e 2856 cm−1,
respetivamente, podem ser atribuídas à presença do grupo metoxilo glicosídico. As bandas
identificadas entre 1795 e 1627 cm−1 em todos os espetros evidenciam a presença de proteí-
nas e eventualmente a de complexos proteína-polissacáridos. A presença de polissacáridos
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sulfatados em todos os espetros, com excepção do extrato KK(FW2), é justificada através das
bandas entre 1255 e 1232 cm−1 atribuídas a ésteres sulfatados. As ligações glicosídicas po-
dem ser atribuídas às bandas a 1155 e 1145 cm−1 nos espectros dos extratos NC(FW2) e
UPJ(FW2), respetivamente.

Na região do IV dos carbonos anoméricos, identifica-se uma banda entre 887 e 885 cm−1
nos espectros dos extratos da alga wakame UPJ e das algas kombu, relacionada com confor-
mações α e β. Adicionalmente, verifica-se a presença de banda abaixo de 700 cm−1 nestes
extratos, indicativa da presença da conformação β de polissacáridos.

Pela análise da Figura 3.30, pode-se observar que os espetros de FTIR das frações FKOH da
MSE obtidas a partir de todas as algas estudadas são muito semelhantes entre si, e permitiram
mais uma vez, identificar as cinco regiões características dos polissacáridos, designadamente
as bandas intensas situadas entre 3444 e 3404 cm−1 atribuídas à vibração de extensão da liga-
ção OH e as bandas de intensidade moderada e baixa entre 2960 e 2854 cm−1, que identificam
a vibração de extensão das ligações CH e CH2.

Figura 3.30 Espectros de FTIR das frações FKOH de MSE das algas estudadas, em pastinha de KBr.

A presença das bandas a 1239 cm−1 e a 1245 cm−1, nos espetros dos extratos NC(FKOH)
e UPC(FKOH), respetivamente, poderá corresponder à extensão simétrica e assimétrica de
O-SO3 e a banda de extensão de C-O-S observável a ca. 1050 cm−1. Estas bandas permitem
inferir a existência de polissacáridos sulfatados, já que confirmam a ligação de grupos sulfonilo
aos polissacáridos. É de realçar que o extrato UPC(FKOH) exibiu um dos teores mais elevados
destes biocompostos, quantificados através do método do azul de toluidina.

As bandas presentes no intervalo entre 1100 e 1033 cm−1, em todos os espectros da Fi-
gura3.30, com exceção do extrato LLJ(FKOH), podem ser atribuídas à vibração de extensão
CH das ligações glicosídicas de polissacáridos.

No espectro do extrato UPJ(FKOH) foi possível identificar uma banda de fraca intensidade a
890 cm−1 atribuída à conformação β do carbono anomérico.
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A presença de proteínas em todos os espetros foi revelada através da identificação da banda da
vibração de extensão da ligação C=O da amida I, entre 1709 a 1583 cm−1 e a banda resultante
da deformação da ligação N-H conjuntamente com a vibração de extensão da ligação C-N da
amida II, entre 1585 – 1481 cm−1.

Os espetros de FTIR das frações FHCl obtidas através do método de extração MSE estão
representados na Figura 3.31. Os espectros para as frações de extração ácidas das algas
kombu, da amostra da alga wakame originária da China (UPC) e da alga nori, apresentam um
perfil muito semelhante.

Figura 3.31 Espectros de FTIR das frações FHCl de MSE das algas estudadas, em pastinha de KBr.

Em todos os espetro representados na Figura 3.31, foi possível identificar as cinco regiões
características dos polissacáridos. A banda de elevada intensidade entre 3444 e 3404 cm−1

indicadora da vibração de extensão da ligação OH e as bandas entre 2960 e 2854 cm−1 refe-
rentes à vibração de extensão das ligações CH e CH2 foram identificadas.

As ligações glicosídicas podem ser identificadas através das bandas a 1153 cm−1 e a 1163
cm−1 nos espectros dos espetros NC(FHCl) e UPJ(FHCl), respetivamente. Na região do car-
bono anomérico, identificou-se uma banda relacionada com a conformação β nos espectros
das algas kombu a 889 cm−1 e da alga nori a 891 cm−1. Nos espectros das algas wakame,
verifica-se uma banda de intensidade fraca a 894 cm−1, relacionada com ambas as confor-
mações α e β. A presença de proteínas verificou-se em todas as frações de extração FHCl,
através das bandas entre 1652 e 1622 cm−1 . Estas bandas podem ser também indicadoras
da presença de complexos proteína-polissacáridos.

Na Figura 3.32, estão representados os espectros de FTIR das frações FNaOH da extração por
MSE obtidas a partir de todas as algas estudadas, verificando-se um perfil muito semelhante
entre os extratos, com exceção do extrato UPC(FNaOH). Assim, foi possível identificar em
todos os espetros da figura anterior as bandas responsáveis pela vibração de extensão da
ligação OH, entre 3446 e 3437 cm−1 e as bandas associadas à vibração de extensão das
ligações CH e CH2, entre 2957 e 2922 cm−1 .
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Figura 3.32 Espectros de FTIR das frações FNaOH de MSE das algas estudadas, em pastinha de
KBr.

Nos espectros das frações FNaOH das algas wakame e nori, foi possível identificar bandas
entre 1258 e 1226 cm−1, que podem ser atribuídas à presença de ésteres sulfatados, caracte-
rísticos de polissacáridos sulfatados. As ligações glicosídicas foram identificadas através das
bandas de 1155 e 1166 cm−1, nos espectros dos extratos NC(FNaOH) e UPJ(FNaOH), respe-
tivamente. Na região do carbono anomérico, foi identificada nos espectros da alga nori uma
banda associada às conformações α e β, a 873 cm−1. As bandas a 1789 e 1635 cm−1 per-
mitiram identificar a presença de proteínas em todos os extratos. A presença destas bandas
também pode indiciar a presença de complexos proteína-polissacáridos. A presença de lípidos
é notória no extrato UPC(FHCl) através da banda intensa observada a 3050 - 2800 cm−1.

Os espetros de FTIR realizados permitiram identificar vários biocompostos presentes nos ex-
tratos de AAE e MSE, corroborando a deteção e quantificação efetuada anteriormente através
de métodos colorimétricos.

No Anexo A.6 encontram-se os espectros de FTIR individuais para cada extrato nas Figuras
A.16 a A.45.
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Capítulo 4

Conclusões e Perspetivas Futuras

Este trabalho final de mestrado teve como objetivo estudar macroalgas comercializadas em
Portugal em locais de venda ao público de bens alimentares, tendo em consideração a origem
da sua produção. Para o efeito foram selecionadas três algas das mais consumidas e utilizadas
em várias indústrias: nori (Porphyra spp.) proveniente da China (NC), wakame (Undaria pinna-
tifida) com origem na China (UPC) e no Japão (UPJ), e kombu (Laminaria spp.) originárias do
Japão (LLJ) e da Coreia do Sul (KK). Assim, foram estudadas no total cinco amostras de algas,
relativamente à sua composição química e bioquímica, e às suas propriedades bioativas, de
forma a compreender o seu valor como “superalimento”.

As algas foram analisadas por EDRXF verificando-se a presença de minerais essenciais ao
ser humano como Ca, Fe, P, K, Zn, Cu e I. Os resultados obtidos corroboram com a identifi-
cação das macroalgas como uma importante fonte de Ca e K. As algas wakame, por exemplo,
são sugeridas como suplemento alimentar para ajudar a cumprir a dose diária recomendada
de certos minerais, macronutrientes e oligoelementos (Shalaby et al., 2011). No entanto, nesta
análise foi também detetado As em todas amostras, em níveis relevantes que podem represen-
tar um risco para os consumidores. No entanto, teria sido importante quantificar o As orgânico
e o As inorgânico, do As total determinado, uma vez que o As orgânico é menos nocivo e as
macroalgas contêm habitualmente mais As sob esta forma (Circuncisão et al., 2018; Ventura
et al., 2024).

As algas marinhas de diferentes origens geográficas apresentaram uma distribuição heterogé-
nea de elementos. Relativamente à origem, as concentrações mais elevadas de elementos
tóxicos foram encontrados em algas asiáticas (Čmiková et al., 2022; Paz et al., 2019), con-
sequência da poluição ambiental, especialmente para aquelas cultivadas e colhidas em mar
aberto. A identificação de elementos tóxicos em macroalgas cultivadas em sistemas fechados
evidencia a falta de controlo e regulamentação da presença desses contaminantes.

A lista de espécies aprovadas pela Autoridade Europeia para a Segurança Alimentar tem au-
mentado consideravelmente nos últimos anos, estimulando o interesse por produtos que con-
têm algas, desencadeando um esforço na União Europeia para aumentar a produção rentável
destes alimentos, promovendo em simultâneo, a sua integração nos mercados para consumo
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humano e animal e melhorando a sua segurança alimentar. No entanto, os produtores euro-
peus enfrentam uma elevada concorrência por parte dos produtores asiáticos, essencialmente
devido aos custos de produção mais elevados, com reflexo no preço do produto final. Contudo,
os produtores asiáticos são frequentemente criticados pelo impacto ambiental causado pelos
seus sistemas de aquicultura em águas eutróficas na produção de algas (Mendes et al., 2022).

A presença de elementos tóxicos como o As pode ser preocupante devido à sua elevada to-
xicidade, mesmo em doses mínimas, mas por outro lado elementos essenciais como Cu, Fe
e Zn podem também afetar diferentes vias bioquímicas nas algas, interferindo na produção
de compostos bioativos (Čmiková et al., 2022). De forma a avaliar a composição em biocom-
postos das amostras em estudo, foram utilizados três métodos de extração convencional: em
multi-etapas (MSE), assistida por autoclave (AAE) e maceração (apenas realizado com obje-
tivo de dosear pigmentos fotossintéticos) e um método de extração não-convencional assistida
por micro-ondas (MAE). A análise quantitativa e qualitativa de compostos bioativos a partir de
algas baseia-se principalmente na seleção de métodos de extração adequados, pois esta de-
sempenha um papel crucial nos resultados finais e respetivas conclusões. Após a aplicação
dos vários métodos de extração analisou-se o teor em biomoléculas dos vários extratos obti-
dos, verificando-se teores muito diversificados em lípidos, carboidratos, compostos fenólicos,
proteína e pigmentos fotossintéticos.

Comparando os resultados obtidos por AAE com os obtidos por MSE, verificou-se que o se-
gundo método apresentou melhores resultados para a extração de biomoléculas, provavel-
mente pelo facto da MSE utilizar quatro solventes diferentes, que poderá solubilizar mais efi-
cazmente os compostos bioativos presentes na amostra devido às várias etapas sucessivas,
enquanto que a AAE limita a solubilização das biomoléculas no único solvente utilizado. Por
outro lado, a MSE pelo facto de ser um método fracionado, tem a vantagem de agrupar e iso-
lar ao longo do processo de extração, compostos com base na sua solubilização. As frações
alcalinas FKOH de MSE demonstraram, de um modo geral, os maiores conteúdos nos bio-
compostos avaliados, exceto em lípidos e flavonoides. O MAE demonstrou ser um método
promissor para a extração de biocompostos a partir de macroalgas, nomeadamente na ex-
tração de lípidos, açúcares redutores, polissacáridos (totais, sulfatados e β-1,3-D-glucanos) e
flavonoides, embora só tenha sido aplicado à amostra da alga nori. Os extratos obtidos por ma-
ceração utilizando acetona como solvente de extração, ao contrário do expetável, não exibiram
os teores mais elevados em pigmentos fotossintéticos.

Devido às concentrações de biocompostos nas macroalgas marinhas variam amplamente de-
vido a diversas variáveis, como condições de crescimento, época de colheita, habitat e fatores
ambientais, incluindo luz, temperatura e salinidade da água (Siddik et al., 2023), a comparação
direta dos resultados deste estudo com os valores da literatura pode não ser apropriada. As-
sim, a obtenção de informação mais detalhada sobre o local de cultivo, época do ano, método
de colheita e eventuais processos que as algas sofreram após colheita, é bastante relevante
para este tipo de análise (Fleurence, 2004).

Outro aspeto a considerar e que pode ter interferido na quantificação dos biocompostos neste
estudo, através de métodos espectrofotométricos, foi a presença de pigmentos nos extratos
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avaliados. Seria de grande interesse, para trabalho futuro, proceder a uma eliminação seletiva
prévia destes pigmentos. A bioactividade dos compostos presentes nos extratos foi avaliada in
vitro através da determinação do seu potencial antioxidante e antibacteriano, bem como da sua
citotoxicidade contra linhas celulares animais. Os resultados sugerem que as algas estudadas
contêm biocompostos com atividade antioxidante, com capacidade de inibição do crescimento
de bactérias, e com baixos efeitos citotóxicos em células animais. Os extratos obtidos com
KOH como solvente revelarammaior atividade antioxidante determinada pelométodo do radical
ABTS, com 12,48 ± 0,70 mg TE /g de amostra para a FKOH da alga nori e 12,58 ± 0,39 mg TE
/g de amostra para a FKOH da alga wakame proveniente do Japão (UPJ). No que diz respeito
à capacidade quelante de iões Fe2+, destaca-se a fração ácida da alga wakame proveniente
da China, UPC(FHCl), com 82,56 ± 8.65 %.

As algas kombu exibiram atividade antibacteriana contra E. coli e S. aureus, verificando-se
que todos os extratos aquosos da amostra oriunda do Japão (LLJ) inibiram o crescimento da
S. aureus, com uma gama de MIC entre 5 e 10 mg/mL. Por outro lado, o extrato LLJ(AAE)
demonstrou maior eficiência contra E. coli, apresentando um valor de MIC de 0,3 mg/mL. As-
sim, uma vez mais verificaram-se resultados diferentes para a mesma alga, mas com origens
diferentes (Japão e Coreia do Sul). A alga nori avaliada apenas exibiu potencial antibacteriano
através do extrato AAE contra E. coli , embora com menor eficiência relativamente aos extra-
tos da alga kombu. Relativamente aos extratos das algas wakame, nenhum apresentou esta
capacidade, ao contrário do esperado.

Quanto à avaliação do efeito citotóxico dos extratos contra linhas animais normais e tumorais,
de ummodo geral não se verificou contra as linhas celulares Vero e 3T3, no entanto, os extratos
obtidos a partir das amostras NC e KK, parecem interferir na viabilidade celular da linha tumo-
ral S180. Quanto à atividade citotóxica contra a linha celular HeLa, apenas foram testados os
extratos provenientes das algas nori e wakame originária da China (UPC), tendo os resultados
sido inconclusivos. Os resultados referentes à bioatividade dos extratos, embora promissores,
sugerindo a utilização destas algas como alimentos funcionais e em aplicações terapêuticas e
nutracêuticas, necessitam de ser confirmados e expandidos, testando a atividade antimicrobi-
ana contra mais espécies patogénicas de microrganismos (bactérias e fungos), determinando
a capacidade antioxidante através de outros métodos descritos para o efeito, bem como avali-
ando a atividade citotóxica contra mais linhas celulares humanas e/ou o efeito imunomodulador
contra células do sistema imunológico, como macrófagos. Outro estudo complementar de in-
teresse, seria avaliar a ação dos extratos sobre as proteínas celulares, ou seja, analisar o
proteoma das suspensões celulares após contacto com os extratos das algas, por exemplo,
através de electroforese SDS-PAGE e Western blotting.

A seleção de métodos de extração que permitiram solubilizar o máximo de compostos e a
utilização dos extratos obtidos diretamente sem purificação, revelou-se uma escolha adequada
para a realização deste trabalho, tendo em conta que ao utilizar métodos seletivos ou métodos
de purificação teria sido anulado o efeito sinérgico dos diferentes biocompostos presentes, na
sua atividade biológica. Contudo, a importância de estudar os compostos de forma isolada tem
o seu interesse, dado que determinados compostos podem potenciar a atuação de outros, ou
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vice-versa, permitindo explicar, por exemplo, que o baixo teor de carotenoides da amostra UPC
poderá resultar na inexistência de atividade antibacteriana.

A identificação e caracterização parcial dos compostos presentes nos extratos, nomeadamente
os obtidos por AAE e MSE, foram efetuadas por FTIR, onde foram identificadas, em todos os
extratos, as regiões de footprint dos polissacáridos, bandas características de proteínas (ami-
das I e II) e, ainda, em grande parte dos extratos bandas que podem indicar a presença de
polissacáridos sulfatados e de polissacáridos com conformação β. No entanto, verificou-se
que, independentemente dos processos de extração, do solvente utilizado, da temperatura e
do tempo de extração, os polissacáridos não apresentaram diferenças estruturais significativas.
Estes espectros de FTIR corroboraram os resultados obtidos através dos métodos colorimétri-
cos utilizados para a quantificação dos biocompostos.

Assim, a caracterização dos extratos obtidos, através de outras técnicas analíticas comoHPLC-
MS, e a identificação e caracterização através de técnicas como 1H e 13C NMR e GC-MS, seria
de todo o interesse, de forma validar os resultados obtidos neste trabalho, bem como proceder
à identificação de outras biomoléculas.

Os estudos desenvolvidos revelaram a presença de elementos tóxicos como As, evidenciando
ausência de controlo na comercialização deste tipo de alimentos no mercado nacional. No
entanto, as amostras testadas demonstraram ser uma excelente fonte de biocompostos, pos-
suindo atividade antioxidante, propriedades antibacterianas e baixa citotoxicidade, resultados
que impulsionam a sua aplicação nas indústrias alimentar e biofarmacêutica. Estes resultados
vão ao encontro da previsão de que os avanços na biotecnologia das algas terão um grande
impacto no atual panorama industrial e vão estimular o surgimento de uma bioeconomia sus-
tentável e eficiente baseada nestes organismos, que será fundamental para ultrapassar os
desafios e constrangimentos que a agricultura e a indústria convencional enfrentarão nos pró-
ximos anos.
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Capítulo 6

Anexos

A.1 Curvas de calibração dos doseamentos colorimétricos.

Figura A.1 Curva de calibração do óleo de canola para o método do SPV para a quantificação de
lípidos (n = 3).
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Figura A.2 Curva de calibração da glucose para o método DNS para a quantificação de açúcares
redutores (n = 3).

Figura A.3 Curva de calibração de ácido poligalacturónico para o método fenol ácido sulfúrico para a
quantificação de carboidratos totais (n = 3).
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Figura A.4 Curva de calibração de sulfato de dextrano para o método com azul de toluidina para a
quantificação de polissacáridos sulfatados (n = 3).

Figura A.5 Curva de calibração de ácido D-galacturónico para o método Carbazol ácido sulfúrico para
a quantificação de polissacáridos ácidos (n = 3).
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Figura A.6 Curva de calibração de β-1,3-D-glucano de cevada para o método do corante Congo red
para a quantificação de β-1,3-D-glucano (n = 3).

Figura A.7 Curva de calibração da BSA para o método de Bradford para a quantificação de proteína
total (n = 3).
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Figura A.8 Curva de calibração de ácido gálico para o método de Folin Ciocalteu para a quantificação
de compostos fenólicos totais (n = 3).

Figura A.9 Curva de calibração de catequina para o método do cloreto de alumínio para a quantifica-
ção de compostos flavonoides totais (n = 3).
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Figura A.10 Curva de calibração de trolox para o método de descoloração do radical catiónico ABTS
(n = 3).
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A.2 Doseamentos por métodos colorimétricos dos biocompostos
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Tabela A.4 Doseamentos por métodos colorimétricos dos extratos MAE da alga nori.

Extratos MAE NC(MAE_KOH) NC(MAE_W)
Lípidos (mg/g amostra) 6,4 ± 1,2 399 ± 12
Açúcares redutores (mg/g amostra) 12,07 ± 1,19 87,83 ± 8,89
Carboidratos totais (mg/g amostra) 156,61 ± 12,38 1271,26 ± 64,28
Polissacáridos sulfatados (mg/g amostra) 11,58 ± 2,67 6,53 ± 0,50
Polissacáridos ácidos (mg/g amostra) 26,30 ± 0,13 28,04 ± 0,50
β-1,3-D-glucanos (mg/g amostra) 0,20 ± 0,00 4,55 ± 0,00
Proteína (mg/g amostra) 18,83 ± 2,33 9,84 ± 1,69
Ficocianina (mg/g amostra) 0,27 0,12
Aloficocianina (mg/g amostra) 0,48 0,09
Ficoeritrina (mg/g amostra) 0,49 0,12
Fucoxantina (ug/ g amostra) 866,78 1047,83
Compostos fenólicos (mg GAE/g amostra) 0,04 ± 0,00 0,05 ± 0,00
Flavonoides totais (mg CAE/ g amostra) 11,49 ± 1,88 16,64 ± 0,49
atividade Antioxidante (mg TE/ g amostra) 1,29 ± 0,15 49,52 ± 10,09
Capacidade quelante de iões Fe2+ (%) 31,48 ± 16,30 67,17 ± 1,79

Valores médios ± DP dos replicados; n = 3.

Tabela A.5 Quantificação de clorofilas dos extratos acetona, AAE, MSE e MAE da alga nori estudada
(ND - Não Determinado).

Conteúdo em clorofilas (μg/g amostra)
Extrato Clorofila a Clorofila b Clorofila a + b

NC(acetona) 119,22 ND 119,21
NC(AAE) 190,65 336,03 526,69
NC(FW1) 50,95 100,56 151,51
NC(FW2) 40,16 72,14 112,30
NC(FKOH) 600,85 55,08 509,36
NC(FHCl) 41,51 39,65 81,16
NC(FNaOH) 7,02 6,93 13,95

NC(MAE_KOH) 673,24 793,14 1466,38
NC(MAE_W) 137,01 273,51 410,52
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Tabela A.6 Quantificação de clorofilas dos extratos acetona, AAE e MSE da alga wakame estudada
(ND - Não Determinado).

Conteúdo em clorofilas (μg/g amostra)
Extrato Clorofila a Clorofila b Clorofila a + b

UPC(acetona) 57,70 29,48 87,18
UPC(AAE) 24,92 35,12 60,04
UPC(FW1) 14,60 20,90 35,50
UPC(FW2) 5,93 9,14 15,07
UPC(FKOH) 156,49 138,15 294,64
UPC(FHCl) 729,84 499,47 1229,31
UPC(FNaOH) 53,55 51,32 104,87
UPJ(acetona) 133,98 1,08 135,05
UPJ(AAE) 93,21 136,07 229,29
UPJ(FW1) 12,14 19,96 32,10
UPJ(FW2) 7,09 11,79 18,88
UPJ(FKOH) 132,05 119,61 251,65
UPJ(FHCl) 66,56 86,88 153,45
UPJ(FNaOH) 43,95 41,54 85,50

Tabela A.7 Quantificação de clorofilas dos extratos acetona, AAE e MSE da alga kombu estudada (ND
- Não Determinado).

Conteúdo em clorofilas (μg/g amostra)
Extrato Clorofila a Clorofila b Clorofila a + b

LLJ(acetona) 173,01 4,86 177,87
LLJ(AAE) 75,79 128,43 204,22
LLJ(FW1) 8,21 13,64 21,84
LLJ(FW2) 11,36 18,79 30,16
LLJ(FKOH) 89,14 130,59 219,73
LLJ(FHCl) 22,68 26,10 48,78
LLJ(FNaOH) 8,70 12,06 20,76
KK(acetona) 184,95 6,57 191,52
KK(AAE) 61,50 96,01 157,51
KK(FW1) 77,45 132,77 210,22
KK(FW2) 23,73 36,26 59,99
KK(FKOH) 55,34 59,85 115,19
KK(FHCl) 158,08 162,29 320,37
KK(FNaOH) 39,18 33,75 72,93
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Tabela A.8 Quantificação de carotenoides totais e fucoxantina dos extratos acetona, AAE, MSE eMAE
da alga nori estudada (ND - Não Determinado).

Conteúdo em carotenoides (μg/g amostra)
Extrato Carotenoides Totais Fucoxantina

NC(acetona) 24,57 ND
NC(AAE) 268,23 263,15
NC(FW1) 160,74 182,52
NC(FW2) 42,40 37,83
NC(FKOH) 132,79 423,99
NC(FHCl) 21,04 23,35
NC(FNaOH) 4,30 4,06

NC(MAE_KOH) 402,61 470,69
NC(MAE_W) 229,55 209,77

Tabela A.9 Quantificação de carotenoides totais e fucoxantina dos extratos acetona, AA e, MSE da
alga wakame estudada (ND - Não Determinado).

Conteúdo em carotenoides (μg/g amostra)
Extrato Carotenoides Totais Fucoxantina

UPC(acetona) 1,54 ND
UPC(AAE) 21,75 19,14
UPC(FW1) 9,19 7,25
UPC(FW2) 5,54 4,96
UPC(FKOH) 81,15 83,85
UPC(FHCl) 347,87 403,69
UPC(FNaOH) 42,29 42,42
UPJ(acetona) 6,59 ND
UPJ(AAE) 30,27 19,34
UPJ(FW1) 7,31 5,56
UPJ(FW2) 6,37 5,78
UPJ(FKOH) 100,57 101,17
UPJ(FHCl) 80,03 86,51
UPJ(FNaOH) 50,83 53,30
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Tabela A.10 Quantificação de carotenoides totais e fucoxantina dos extratos acetona, AA e, MSE da
alga wakame estudada (ND - Não Determinado).

Conteúdo em carotenoides (μg/g amostra)
Extrato Carotenoides Totais Fucoxantina

LLJ(acetona) 13,16 ND
LLJ(AAE) 48,94 38,74
LLJ(FW1) 7,80 7,37
LLJ(FW2) 6,11 4,29
LLJ(FKOH) 56,05 47,79
LLJ(FHCl) 19,03 18,85
LLJ(FNaOH) 8,97 3,51
KK(acetona) 12,54 ND
KK(AAE) 43,66 39,96
KK(FW1) 62,79 46,38
KK(FW2) 24,12 22,70
KK(FKOH) 25,99 21,97
KK(FHCl) 95,16 99,57
KK(FNaOH) 45,69 50,13
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A.3 Atividade Antibacteriana

Figura A.11 Viabilidade celular dos ensaios antibacterianos para os extratos AAE e MSE em mg/g da
amostra NC estudadas pelo método microdiluição em meio líquido com resazurina: A - E. coli, B - S.
aureus (n = 3).
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Figura A.12 Viabilidade celular dos ensaios antibacterianos para os extratos AAE e MSE em mg/g da
amostra UPC estudadas pelo método microdiluição em meio líquido com resazurina: A - E. coli, B - S.
aureus (n = 3).
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Figura A.13 Viabilidade celular dos ensaios antibacterianos para os extratos AAE e MSE em mg/g da
amostra UPJ estudadas pelo método microdiluição em meio líquido com resazurina: A - E. coli, B - S.
aureus (n = 3).
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Figura A.14 Viabilidade celular dos ensaios antibacterianos para os extratos AAE e MSE em mg/g da
amostra LLJ estudadas pelo método microdiluição em meio líquido com resazurina: A - E. coli, B - S.
aureus (n = 3).
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Figura A.15 Viabilidade celular dos ensaios antibacterianos para os extratos AAE e MSE em mg/g da
amostra KK estudadas pelo método microdiluição em meio líquido com resazurina: A - E. coli, B - S.
aureus (n = 3).
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A.4 Recursos adicionais de FTIR

Tabela A.11 Quadro de atribuições de bandas de FTIR para a caracterização de polissacáridos (Hong
et al., 2021; Delattre et al., 2016 e Esther et al., 2020).

Região I 4000 - 2500
3600 - 3000 O-H extensão; forte, larga
3000 - 2500 C-H extensão; moderada; CH e CH2

2880 - 2840 Metoxilo glicosídico

Região II - Ligação duplas extensão 1800 - 1500
Dupletos; COO−; polissacáridos peptídicos

1730 - 1600 Carboxilo; C=O e COO−

Região III - Simetria 1200 - 950
C-OH deformação; carboidratos
CH2 simetria; carboidratos

1300 - 1250 Ésteres aromáticos
1260 - 1210 Ésteres sulfatados; O-SO3; polissacáridos sulfatados
1250 - 1220 Grupo acetil
1250 Derivados de furanose de pentose
1250 - 1170 Ésteres alifáticos
1175 - 1140 Ligações glicosídicas de polissacáridos
1000 - 920 Ligações glicosídicas de polissacáridos

Região IV – Impressão digital 950 - 700
900 - 800 Região do C anomérico
890 C β
840 e 920 C α
920 - 840 C α β

Região V - Esqueleto <800

Outras biomoléculas
1709 - 1583
1585 - 1481 Proteínas, amida I e amida II

1356 - 1191 Ácidos nucleicos
3050 - 2800 Lípidos
cm−1
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A.5 Código Pyton da tabela de FTIR de polissacáridos

1 import pandas as pd
2 import numpy as np
3 from scipy.signal import find_peaks
4

5 # Função para carregar dados e identificar máximos locais
6 def encontrar_maximos_locais(arquivo_excel , lambdamin , lambdamax):
7 # Carregar dados do Excel
8 df = pd.read_excel(arquivo_excel)
9 # Assumindo que o arquivo tem exatamente duas colunas: comprimento de onda e

absorvância
10 comprimento_onda = df.iloc[:, 0].values
11 absorvancia = df.iloc[:, 1].values
12 # Filtrar dados dentro do intervalo de comprimento de onda
13 mask = (comprimento_onda >= lambdamin) & (comprimento_onda <= lambdamax)
14 comprimento_onda_filtrado = comprimento_onda[mask]
15 absorvancia_filtrada = absorvancia[mask]
16 # Encontrar picos (máximos locais)
17 picos , _ = find_peaks(absorvancia_filtrada)
18 # Retornar os comprimentos de onda dos picos
19 comprimentos_onda_picos = comprimento_onda_filtrado[picos]
20 return comprimentos_onda_picos
21

22 def printpicos(arquivo_excel , lambdamax , lambdamin , texto ):
23 picos = encontrar_maximos_locais(arquivo_excel , lambdamin , lambdamax)
24 # Converter os índices dos picos para inteiros
25 picos = picos.astype(int)
26 print(texto ,picos)# print label
27 print(" ") # print blank line
28

29

30 arquivo_excel = 'FTIR.xlsx' # Nome do arquivo Excel com os dados
31

32 # região I
33 printpicos(arquivo_excel , 3600, 3000,"O-H extensão; forte , larga:" )
34 printpicos(arquivo_excel , 3000, 2500,"C-H extensão; moderada; CH e CH2:" )
35 printpicos(arquivo_excel , 2880, 2840,"Metoxilo glicosídico:" )
36

37 # região II
38 printpicos(arquivo_excel , 1800, 1500,"Dupletos; COO-; polissacáridos peptídicos: " )
39

40 # região III
41 printpicos(arquivo_excel , 1500, 1200,"carboidratos C-OH deformação , CH2 simetria:" )
42 printpicos(arquivo_excel , 1730, 1600,"Carboxilo; C=O e COO -:" )
43 printpicos(arquivo_excel , 1300, 1250,"Ésteres aromáticos:" )
44 printpicos(arquivo_excel , 1260, 1210,"Ésteres sulfatados; O-SO3; polissacáridos

sulfatados:" )
45 printpicos(arquivo_excel , 1250, 1220,"Grupo acetil:" )
46 printpicos(arquivo_excel , 1249, 1251,"Derivados de furanose de pentose:" )
47

48 # região IV
49 printpicos(arquivo_excel , 1250, 1170,"Ésteres alifáticos:" )
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50 printpicos(arquivo_excel , 1175, 1140,"Ligações glicosídicas de polissacáridos:" )
51 printpicos(arquivo_excel , 1000, 920,"Ligações glicosídicas de polissacáridos:" )
52 printpicos(arquivo_excel , 900, 800,"Região do C anomérico:" )
53 printpicos(arquivo_excel , 889, 891,"B:" )
54 printpicos(arquivo_excel , 920, 840,"A e B:" )
55

56 # região V
57 printpicos(arquivo_excel , 800, 600,"esqueleto:" )
58

59 # contaminações
60 printpicos(arquivo_excel , 1709, 1583,"Proteínas , amida I e amida II:" )
61 printpicos(arquivo_excel , 1585, 1481,"Proteínas , amida I e amida II:" )
62 printpicos(arquivo_excel , 1356, 1191,"Ácidos nucleicos:" )
63 printpicos(arquivo_excel , 3050, 2800,"Lípidos:" )

Listing A.1 Código Pyton da tabela de FTIR de polissacáridos
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A.6 Espectros de FTIR

Figura A.16 Espectro FTIR da amostra NC(AAE).

Figura A.17 Espectro FTIR da amostra UPC(AAE).
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Figura A.18 Espectro FTIR da amostra UPJC(AAE).

Figura A.19 Espectro FTIR da amostra LL(AAE).
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Figura A.20 Espectro FTIR da amostra KK(AAE).

Figura A.21 Espectro FTIR da amostra NC(FW1).

171



Figura A.22 Espectro FTIR da amostra UPC(FW1).

Figura A.23 Espectro FTIR da amostra UPJ(FW1).
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Figura A.24 Espectro FTIR da amostra LLJ(FW1).

Figura A.25 Espectro FTIR da amostra KK(FW1).
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Figura A.26 Espectro FTIR da amostra NC(FW2).

Figura A.27 Espectro FTIR da amostra UPC(FW2).
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Figura A.28 Espectro FTIR da amostra UPJ(FW2).

Figura A.29 Espectro FTIR da amostra LLJ(FW2).
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Figura A.30 Espectro FTIR da amostra KK(FW2).

Figura A.31 Espectro FTIR da amostra NC(FKOH).

176



Figura A.32 Espectro FTIR da amostra UPC(FKOH).

Figura A.33 Espectro FTIR da amostra UPJ(FKOH).
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Figura A.34 Espectro FTIR da amostra LLJ(FKOH).

Figura A.35 Espectro FTIR da amostra KK(FKOH).
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Figura A.36 Espectro FTIR da amostra NC(FHCl).

Figura A.37 Espectro FTIR da amostra UPC(FHCl).

179



Figura A.38 Espectro FTIR da amostra UPJ(FHCl).

Figura A.39 Espectro FTIR da amostra LLJ(FHCl).
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Figura A.40 Espectro FTIR da amostra KK(FHCl).

Figura A.41 Espectro FTIR da amostra NC(FNaOH).
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Figura A.42 Espectro FTIR da amostra UPC(FNaOH).

Figura A.43 Espectro FTIR da amostra UPJ(FNaOH).
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Figura A.44 Espectro FTIR da amostra LLJ(FNaOH).

Figura A.45 Espectro FTIR da amostra KK(FNaOH).
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