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RESUMO

Nos ultimos anos, tem se observado uma extensa procura por produtos de alto valor
nutricional e que estejam livres de compostos sintéticos, de forma a melhorar a qualidade
de vida e prevenir doengas que possam advir da mé alimentacdo. As macroalgas surgem
como uma opc¢do inovadora, sustentavel e saudavel. O presente estudo tem como objectivo
comparar a actividade antioxidante e a presenca de compostos bioactivos nos extractos de
metanol e acetona das macroalgas Padina boryana, Eucheuma denticulatum, Kappaphycus
alvarezii e Ulva lactuca. Trata-se de um estudo descritivo experimental comparativo, onde
foram coletadas quatro espécies de macroalgas marinhas: Padina boryana, Eucheuma
denticulatum, Kappaphycus alvarezii (colhidas na Ilha de Inhaca) e Ulva lactuca (colhida
na praia da Costa do Sol). As macroalgas foram colocadas em caixas térmicas e
transportadas para o Laboratério de Engenharia de Mogambique, para posterior lavagem e
secagem na estufa a 50°C, por 24-48 horas e de seguida trituradas. Para a analise de
fitocompostos, foram preparados extractos de metanol e acetona a 0,01g/ml de solugéo
para posterior analise de esterodides, taninos, cumarinas e alcaldides. Para a analise da
atividade antioxidante, os extratos foram preparados na concentracdo de 0,05g/ml, seguida
da adicdo do complexo fosfomolibdénio para leituras ao espectrofotémetro UV, a 695 nm.
A curva de calibracdo foi feita usando 300 ul de &cido ascoérbico a 0,01g/ml e 3 ml do
complexo fosfomolibdénio. Nas analises colorimétricas de fitocompostos, foi verificada a
presenca de metabdlitos nos dois extractos, com principal destaque para os alcaldides,
cumarinas e taninos. Para a actividade antioxidante, os dois solventes (metanol e acetona)
mostraram-se bons solventes extractores, as maiores concentracfes do acido foram
verificadas na macroalga Kappaphycus alvarezii (3.54mg/g) no extracto de acetona e na
macroalga Padina boryana (2.55mg/g) no extracto de metanol. As macroalgas marinhas
apresentam um elevado potencial biotecnoldgico caracterizado pela vasta quantidade de
substancias com grande aplicabilidade em diversas areas, necessitando apenas de mais
estudos e elaboracdo de metodologias que garantam eficicia na andlise de diferentes

compostos presentes nas macroalgas.

Palavras-chave: macroalgas, atividade antioxidante, fitocompostos, metanol, acetona.

Vi



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E ACRONIMOS

AAT
ADN
DPPH
EPT’s
EROs
ERN
FeClI3
HCI
HgCl
H-0-
LEM
NaOH
ONU
TC
TH
BHT
BHA
BHTQ

SOD

Anédlise da atividade antioxidante
Acido Desoxirribonucleico
2,2-difenil-1-picril-hidrazil
Equipamentos de prote¢ao individual
Espécies reativas do oxigénio
Espécies reativas do nitrogénio
Cloreto férrico (I11)
Acido cloridrico
Cloreto de Mercurio
Peroxido de hidrogénio
Laboratorio de Engenharia de Mogcambique
Hidroxido de sodio
Organizacdo das Na¢des Unidas
Taninos condensados
Taninos hidrolisaveis
Butilhidroxitolueno
Butil Hidroxianisol
Terc-butil hidroquinona

Superoxido dismutase

vii



Lista de unidades e simbolos

°C Graus Celsius

pl Microlitro

g Grama

g/ml Grama por mililitro
nm Nandmetro

rpm Repeti¢des por minuto
uv Ultravioleta

% Percentagem

viii



Indice de figuras

Figura 1. Macroalga Ulva lactuca 25
Figura 2. Macroalga Eucheuma denticulatum. 28
Figura 3. Macroalga Kappaphycus alvarezii. 29
Figura 4. Representacdo da forma estrutural da base de taninos condensados. 33

Figura 5. Representacdo da estrutura bésica dos acidos presentes nas duas classes de taninos

hidrolisaveis. 33
Figura 6. Forma estrutural base dos florotaninos. 34
Figura 7. Formagéo de um radical livre. 36
Figura 8. Acgéo de um antioxidante, doando um eletrdo ao radical livre. 38

Figura 9. Representacdo estrutural dos antioxidantes sintéticos, BHA, BHT e TBHQ. 39
Figura 10. Estrutura molecular do acido ascorbico. 42
Figura 11. Curva de Calibracdo do Acido ascorbico 56
Figura 12. Valores médios da atividade antioxidante dos extratos de acetona em relacéo ao
acido ascorbico. 60
Figura 13. Comparacdo da capacidade antioxidante das macroalgas nos extractos de

metanol e acetona. 61



indice de Tabelas

Tabela 1.Valores de referéncia de antioxidantes permitidos em alimentos

Tabela 2. Resultados das analises colorimétricas de fitocompostos detectados nas
macroalgas

Tabela 3. llustragdo dos fitocompostos detectados nas Macroalgas

Tabela 4. Valores das absorbancias médias e do desvio da atividade antioxidante dos
extratos de metanol.

Tabela 5. Valores das absorbancias médias e do desvio da atividade antioxidante nos

extratos de acetona.

23

34
35

39

40



INDICE
AGRADECIMENTQOS

DECLARACAO DE HONRA
DEDICATORIA
LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E ACRONIMOS
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE TABELAS
1. INTRODUCAO
1.1 PROBLEMA
1.2 JUSTIFICATIVA
1.3 OBJECTIVOS
1.3.1 Geral
1.3.2. Especificos
1.4. HIPOTESES
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Macroalgas marinhas
2.2. Classificacdo das macroalgas
2.2.1. Ulva lactuca (Alface do mar)
2.2.2. Padina boryana
2.2.3. Eucheuma denticulatum
2.2.4. Kappaphycus alvarezii
2.4. Metabolitos secundarios
2.4.1. Alcaloides
2.4.2. Esterdides

2.4.3. Cumarinas

Vil
Xl
X

11
12
13
14
14
14

15

Xi



2.4.4. Taninos
2.4.4.1. Taninos condensados
2.4.4.2. Taninos hidrolisaveis
2.4.4.3. Florotaninos
2.5. Radicais livres e estresse oxidativo
2.6. Antioxidantes
2.6.1. Diferengas entre os antioxidantes naturais e os sintéticos
2.6.2. Antioxidantes sintéticos
2.6.3. Antioxidantes naturais
2.7. Macroalgas marinhas como fonte de antioxidantes naturais
2.8. Acido ascorbico
3. AREA DE ESTUDO
4. METODOLOGIA
4.1. Tipo de estudo
4.2. Amostragem
4.3. Varidveis em estudo
4.4. Materiais e equipamentos
4.4.1. Equipamentos
4.4.2. Materiais
4.4.3. Reagentes
4.4.4. Outros consumiveis e EPI’s
4.4.5. Material bioldgico
4.5. Procedimentos
4.5.1. Analise colorimétrica de fitocompostos

4.5.2. Ensaio da atividade antioxidante

15
17
17
18
19
21
22
22
23
24
24
26
28
28
28
28
28
28
29
29
29
30
30
30
31

xii



4.5.2.1. Analise da actividade antioxidante pelo Complexo Fosfomolibdénio 31

4.5.2.2. Diluicéo seriada dos extratos 32
4.6. Curva de calibragio do Acido ascorbico 33
4.7. Fluxograma de actividades laboratoriais 33
4.8. Anélise de dados 34
5. RESULTADOS 35
5.1. Andlise Colorimétrica de fitocompostos 35

5.2. Andlise da atividade antioxidante das macroalgas pelo método do Complexo

fosfomolibdénio. 39
5. 2.1. Curva de calibracdo do Acido ascorbico 39
5.2.2. Atividade antioxidante nos extratos de metanol 39
5.2.3. Atividade antioxidante dos extratos de acetona 41

6. DISCUSSAO 44

6.1. Andlise comparativa de fitocompostos obtidos nos extratos de metanol e acetona das

algas marinhas 44
6.2. Analise da atividade antioxidante das macroalgas 47
7. CONCLUSAO 49
8. LIMITACOES 50
9. RECOMENDACOES 51
10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 52

11. ANEXOS 66

Xiii



1. INTRODUCAO
O ambiente marinho apresenta uma grande diversidade de organismos vivos, e dentro dos
organismos com maior distribuicdo e diversidade encontram-se as macroalgas (Inacio,
2023).

As macroalgas sdo organismos talofitos, ou seja, ndo apresentam na sua estrutura caule,
raizes ou folhas (Kumar et al, 2021) sdo autotroficas e fotossintetizantes, possuem um
amplo espectro de habitats, desde solos humidos, lagos, rios e oceanos e a sua
sobrevivéncia nos diferentes habitats deve-se a factores como a luz, temperatura e agua,
importantes na realizacdo da fotossintese (André, 2016), podendo ser igualmente
encontradas em ambientes de dgua doce e salobra, desertos, montanhas cobertas de gelo e
fontes termais (Inécio, 2023).

As macroalgas marinhas ja vém sendo usadas desde os tempos remotos, em paises como
Japdo (13.000-300 a.C.), a China (2.700 a.C.), Egito (1.550 a.C.) e a india (300 a.C.)
servindo como medicamento (Chye et al, 2018).

As macroalgas sintetizam metabolitos secundarios que resultam do estresse ambiental
sujeitas no seu habitat, gerado por diversos factores abidticos como a temperatura,
salinidade, ciclos de imersdo e emersao, a incidéncia dos raios solares entre outros factores
(Irkin; Yayintas, 2018; Seddek et al., 2019).

A ocorréncia de novos promotores do estresse oxidativo tem vindo a aumentar e
consequentemente elevou a procura por compostos antioxidantes mais eficientes para fazer
face aos agentes agressores, dessa forma, as algas tornaram-se alvos de grande importancia

se tratando da bioprospeccdo de novos compostos (André, 2016).

Os antioxidantes sdo substancias que atuam inibindo a formagédo de compostos bioldgicos e
espécies reativas, retardando ou evitando o dano celular causado pelo estresse oxidativo,
originado pela exposicdo massiva a diversos factores ambientais (Chandrasekaran;
Idelchik; Melendez, 2017).

Com o elevado crescimento populacional actualmente registado, associado ao surgimento

de vérias doencas e a insuficiéncia ou ineficacia de certos medicamentos, as industrias



farmacéuticas, agricola, alimentar e cosmética, tem virado a sua atencdo a utilizacdo de
produtos naturais com a biomassa das algas, que permite obter substancias de grande
funcionalidade e menos nocivas aos consumidores (Barsanti e Gualtieri, 2006; Pereira,
2007) atuando como barreiras antioxidantes, antimicrobiana, antiparasitaria, anti-
inflamatdria, antiviral, anticancerigena, antifungica, antitumorais, antiproliferativa,

antialérgica, herbicida e insecticida (Dias et al.,2020a, Cavalcante et al.,2024).

O uso tradicional das macroalgas, tém despertado na comunidade cientifica um grande
interesse pois sdo vistas como uma fonte renovavel de compostos bioativos em diversas

areas de aplicacdo (Afonso et al., 2021; Cavaco et al., 2021; José & Xavier, 2020).

Mocambique apresenta uma linha de costa extensa, com cerca de 2700 km e uma elevada
variedade de ecossistemas sensiveis. No entanto, Mocambique ainda apresenta grandes
lacunas de investigacdo cientifica quanto a composicdao fitoquimica, nutricional e das
atividades bioldgicas das algas presentes nos varios ecossistemas ao longo da costa
(Carvalho e Bandeira, 1998, Dias et al., 2020a, b).

Sendo que as poucas investigacdes até o momento realizadas sugerem estudos mais
aprofundados das diversas espécies de algas, com base em diferentes métodos de deteccédo
de fitocompostos e da atividade antioxidante, assim como analises comparativas com

diferentes solventes extratores.

Nesse contexto, o presente estudo tem como foco aferir a actividade antioxidante de quatro

espécies de macroalgas marinhas e deteccdo de compostos fitoquimicos.



1.1 Problema

Nos ultimos anos, a bioprospeccdo de novos compostos naturais levou a estudos mais
aprofundados sobre a vida marinha, possibilitando descobertas de véarios compostos
bioativos que tém estimulado a biotecnologia. No entanto, devido ao pequeno nimero de
estudos relacionados a vida marinha, ocasionado pela extensa fragilidade em termos de
conhecimento e dificuldade na colheita de algumas amostras, apenas 10% das 220.000

substancias encontradas e registradas sdo de origem marinha (André, 2016).

De acordo com alguns estudos relacionados aos efeitos dos radicais livres, tém sido
perspectivado o uso dos antioxidantes naturais em detrimento dos sintéticos, como o Butil
hidroxitolueno (BHT) e o Butil hidroxianisol (BHA), devido aos diversos males que podem
causar a satide humana (Jacobsen et al, 2019), e de entre os danos a salde destacam-
se: o efeito carcinogénico, o envelhecimento precoce, as doengas neuro-degenerativas
como o Mal de Parkinson e Alzheimer, alteracdes enzimaticas, e outras condi¢Ges que

afetam negativamente a qualidade de vida (Vasconcelosa, 2014; kumar et al., 2021).

Mocambique possui recursos naturais com potencial aplicacdo e que até ao momento nao
foram estudadas deixando lacunas sobre a actividade antioxidante de macroalgas e dos
compostos fitoquimicos, colaborando para o surgimento de obstaculos na aplicacdo de
métodos que facam das macroalgas uma fonte natural de antioxidantes, tanto para a

industria alimentar assim como para a cosmética e farmacéutica (Lautitano et al, 2016).

As macroalgas tém sido amplamente investigadas por se mostrarem como as melhores
candidatas em descobertas biotecnoldgicas, pela sua composi¢cdo nutricional e
aplicabilidade, sdo fontes de minerais, polissacarideos, proteina com todos aminoacidos
essenciais, vitamina E e as vitaminas do complexo B (Carpena et al., 2022) possuem ainda

fibras e baixa carga calérica (kumar et al, 2021).

Assim sendo, no ambito da procura por produtos que se encaixam as novas tendéncias
alimentares sustentaveis e a necessidade de se desenvolver um estudo mais aprofundado
sobre o potencial antioxidante das macroalgas marinhas, surge a seguinte questdo: sera que
0s extratos de metanol e acetona das macroalgas Padina boryana, Kappaphycus
alvarezii, Eucheuma Denticulatum e Ulva lactuca apresentam diferencas significativas

na atividade antioxidante e na presenca de compostos bioativos?



1.2 Justificativa

Com o atual surgimento de novas tendéncias alimentares baseadas numa alimentacdo mais
inovadora, saudavel, sustentavel e virada ao vegetarianismo (Mintel,2021), as macroalgas
surgem como uma opcao ideal para substituir os alimentos industrializados promovendo a
sustentabilidade frente a exploracdo incessante das plantas terrestres e dos produtos de

origem animal (Mouritsen e Styrbaek, 2020).

As macroalgas constituem uma das fontes mais ricas em antioxidantes e a sua utilizacéo
estd voltada ndo s6 ao seu potencial redutor, mas por se apresentar também como um
alimento natural e nutracéutico, capaz de gerar efeitos metabdlicos a saude (Sellimi et al.,
2018). Segundo os objetivos de desenvolvimento sustentavel da ONU Agenda 2030, as
macroalgas se enquadram com perfeicdo as metas tracadas, tendo sido criado o lema:

"Seaweeds Revolution: A Manifesto For A Sustainable Future” (Cai et al.,2021).

Comparativamente aos alimentos de origem animal e vegetal, as macroalgas apresentam
uma composicdo nutricional muito rica, com elevados niveis de proteinas, acidos gordos
polinsaturados, fibras alimentares, minerais como o iodo, compostos bioactivos como
pigmentos, polissacarideos sulfatados, acetogeninas, antioxidantes, vitaminas, tal como a

B12 ausente em vegetais e plantas terrestres (Shannon & Abu-Ghannam, 2019).

Dessa forma, torna-se de grande importancia pois esta virado a realizacdo de analises da
composicdo fitoquimica das macroalgas marinhas e das suas possiveis atividades,
contribuindo para um conhecimento mais abrangente sobre a sua importancia e
aplicabilidade, como alimento (sendo que em Mogambique, 0 seu uso como alimento ainda
ndo tem grande aplicagcdo), mas também como uma matéria-prima valiosa para diversas

areas de producéo.

O presente estudo, tem um papel importante na detecdo, identificacdo de compostos
bioativos presentes em algumas macroalgas, trazendo uma comparagdo exaustiva dos
diferentes solventes usados para extracdo e analise da atividade antioxidante, reunindo mais
evidéncias praticas e cientificas do potencial biotecnoldgico das macroalgas da costa
mogambicana, revelando assim, possiveis aplicacdes em diversas areas de producdo e

melhorando a salude e a vida dos consumidores.



1.3 OBJECTIVOS
1.3.1 Geral
e Avaliar a atividade antioxidante e a presenca de compostos bioativos em extratos de
metanol e acetona das macroalgas Padina boryana, Kappaphycus alvarezii,

Eucheuma denticulatum e Ulva lactuca.

1.3.2. Especificos
e Identificar os compostos bioactivos presentes nos extratos de acetona e metanol a
partir da analise colorimétrica.
e Determinar o potencial antioxidante a partir da concentracdo do acido ascorbico,
pelo método de Reducdo do Complexo Fosfomolibdénio.
e Comparar o potencial antioxidante das algas nos diferentes extratos, metanol e

acetona.



1.4. HIPOTESES

1.4.1.

1.4.2.

Hipotese nula
Né&o ha diferencas na actividade antioxidante e na presenca de fitocompostos
nos extratos de metanol e acetona das macroalgas Padina boryana,

Kappaphycus alvazeri, Eucheuma denticulatum e Ulva lactuca.

Hipotese alternativa

Ha diferencas na actividade antioxidante e na presenca de fitocompostos,
nos extratos de metanol e acetona das macroalgas Padina boryana,
Kappaphycus alvarezii, Eucheuma denticulatum e Ulva lactuca.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Macroalgas marinhas

As macroalgas ocorrem em todo o mundo e representam a fonte primaria da alimentagéo de
varios organismos aquaticos, sdo vegetais aquaticos, sem vascularizagdo, apresentando uma
estrutura em forma de talo, sdo autotroficas e vivem aderidas a um substrato (Vasconcelos e
Gongcalves, 2013; Marmitt et al, 2015).

As macroalgas marinhas sdo organismos que produzem metabdlitos secundarios de alto
valor, sendo por isso usados como alimento, na producdo de biocombustivel, na agricultura
como bioestimulante (Preez et al, 2021). Para além disso, as algas marinhas ja eram usadas
nos tempos antigos como medicamento em paises como a China, india, Japdo e Egipto
(Kumar et al, 2021).

A producdo mundial das macroalgas conta com dois métodos: aberto, que consiste em um
cultivo realizado em sistema marinho natural e o sistema fechado, a titulo de exemplo, tem-
se a aquacultura, que é um sistema de cultivo controlad, realizado em fotobiorreatores
(Souza, 2011; Nayar e Bott,2014; Ferdouse et al, 2018) e segundo as estatisticas da FAO
(2014), a producdo por meio da aquacultura tem sido superior comparativamente ao cultivo

natural, tendo como maiores produtores a China e o Japao.

Para o cultivo das macroalgas, tanto no sistema fechado quanto no sistema aberto, existe
alguns factores cruciais que determinam a qualidade da biomassa e o nivel de crescimento
das macroalgas, sdo eles: a area de cultivo, a agua (pH, temperatura, salinidade), o
ambiente (nivel de contaminantes, competicdo por nutrientes), tipo de reproducdo e
propagacao escolhida (De Oliveira, 2022).

2.2. Classificacdo das macroalgas
As macroalgas sdo classificadas de acordo com o pigmento fotossintético que produzem,
agrupando-se dessa forma em trés grupos taxondmicos (Cabral et al, 2011), abaixo citados

alguns géneros mais importantes.

A. Rhodophytas (algas vermelhas): Porphyra, Chondrus, Rhodymenia, Hypnea,

Glacilaria, Laurencia e Iridaea



B. Chlorophytas (algas verdes): Ulva, Enteromorpha, Monostroma e Caulerpa.
C. Phaeophytas (algas castanhas): Undularia, Sargassum, Eckonia, Durvillaea,
Turbinaria.

Classe Chlorophyta

As algas do Filo Chlorophyta apresentam na sua composicao clorofilas a e b, xantofilas e
luteinas em maior abundéancia, carotenoides, actualmente os carotenodides e a clorofilaa™
sdo conhecidos pela sua atividade antioxidante in vitro, potenciando a sua aplicacdo nas

indUstrias farmacéutica, cosmética e alimentar (Raymundo et al, 2004).

2.2.1. Ulva lactuca (Alface do mar)
Ulva lactuca é uma espécie de alga verde, cosmopolita e oportunista encontrada em rochas
ou flutuando no mar. Esta alga apresenta talos com alta resisténcia as bruscas mudancas

ambientais e com uma taxa alta de crescimento.
Classificacéo taxonomica
Reino: Plantae

Subreino: Viridiplantae
Filo: Chlorophyta
Subfilo: Chlorophytina

Classe: Ulvales

Familia: Ulvaceae

Género: Ulva Figura 1. Macroalga Ulva

L lactuca.Fonte: Saad et al, 2021.
Espécie: Ulva lactuca

Também conhecida como Alface-do-mar, a Ulva lactuca pode apresentar formas diferentes
de crescimento de acordo com o local onde se encontra, quando esta aderida a um substrato



a alga cresce de forma longitudinal, e quando se encontra a flutuar, ela cresce com uma

estrutura radial (De Alencar et al, 2010).

Ulva lactuca, € constituida maioritariamente por heteropolissacarideos sulfatados
encontrados na parede celular, designados Ulvan constituidos por acido glucurénico e
filamentos de sulfato que estabelecem wuma O&ptima afinidade quimica com
glicosaminoglicanas (&cido hialurdnico e sulfato de condroitina), responsavel pelas
actividades antiviral, antioxidante e anticoagulante (Chiellini e Morelli, 2011; Tziveleka et
al, 2018).

Pelo facto das algas do género Ulva apresentarem uma rapida proliferacéo, principalmente
em ambientes eutrofizados, ocasionam alguns problemas no ambiente marinho, com
principal destaque para a morte de alguns animais por hipoxia. E como solucéo, tem vindo
a se realizar estudos visando o aproveitamento da biomassa destas algas para gerar produtos

tais como, cosméticos, nutrientes e medicamentos (Crescéncio et al, 2019).
Classe Phaeophyta

As algas do filo Phaeophyta encontram-se maioritariamente em ambientes marinhos,
podendo acumular grandes quantidades de biomassa em mares tropicais, com cerca de 1800
espécies pertencentes a esta classe, familias como Ectocarpaceae, Dictyotaceae,
Sargassaceae, Fucaceae e Laminariaceae tém sido amplamente estudadas pela sua

composicao quimica, actividade bioldgica e produtos naturais (Verma et al, 2015).

Estas macroalgas séo de cor castanha, devido a presenca de pigmentos que elas possuem
como a xantofila e fucoxantina, sendo que algumas algas desta classe apresentam grandes

dimens6es (Kumar et al, 2021).

As macroalgas pardas apresentam uma grande aplicacdo na industria alimentar e também
sdo usadas como fertilizantes, representando uma importante fonte de acidos alginicos ou
alginatos, cujas propriedades coloidais séo aproveitadas na farmacologia, como pomadas e

suspensdes (Cabral et al, 2011).

2.2.2. Padina boryana
A macroalga Padina boryana pertence a grupo de macroalgas com caracteristicas

morfologicas bem diferenciadas, apresentando talos prostrados e, fixados por um
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suporte rizoidal e com um comprimento total em torno de 20 cm (Dos Santos et al,
2023).

e Dominio: Eukaryota
e Reino: Plantae

¢ Filo: Phaeophyta

e Classe: Phaeophyceae
e Ordem: Dictyotales

e Familia: Dictyotaceae

e Género: Padina

Figura 2: Macroalga Padina boryana.
Fonte: Dos Santos, et al 2023.

Esta macroalga é conhecida por produzir alginatos, com uma vasta aplicacdo como
emulsificantes, gelificantes, estabilizantes, sdo usados também na industria téxtil, cosmética

e farmacéutica (Marmitt et al, 2015)

Dos metabolitos secundarios da macroalga Padina boryana com potencial antioxidante,
destacam-se os florotaninos, pois eles doam um hidrogénio ao radical livre quebrando as

reagOes de oxidagdo em cadeia e inativando a sua funcionalidade (Da Silva, 2020).
Classe Rodophyta

As macroalgas da classe Rodophyta apresentam coloracdo avermelhada por conta dos
pigmentos fotossintéticos ficocianinas, ficoeritrina, clorofila a e xantofila (Kumar et al,
2021). As algas vermelhas séo eficientes na producdo de polissacarideos sulfatados, como
as carragenas e 0 agar que chegam a representar mais de 70% do seu peso e tém razoavel

valor comercial (Cabral et al, 2011).
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2.2.3. Eucheuma denticulatum

J4

A macroalga Eucheuma denticulatum ou simplesmente ‘‘spinosum’’ é uma macroalga
vermelha, comestivel e conhecida pela sua aplicabilidade na produgdo de diversos
produtos alimenticios funcionais e benéficos a saude (Balasubramaniam et al., 2015).

Dominio: Eukaryota

e Reino: Plantae

e Filo: Rhodophyta

e Classe: Rhodophyceae
e Ordem: Gigartinales

e Familia: Solieriaceae

e Género: Eucheuma

Figura 3: Macroalga Eucheuma denticulatum. Fonte: Autor.

Apresenta talos cartilaginosos, cilindricos, compridos e ramificados, sendo que
algumas espécies podem apresentarem-se prostrados ou erectos. Esta macroalga
constitui uma das principais espécies carragenofitas, respondendo por mais de 80% da
producdo mundial de um tipo especifico de carragena, a iota carragenina (Azanza e
Ask, 2017).

2.2.4. Kappaphycus alvarezii
Kappaphycus alvarezii ou Cottonii como € comercialmente conhecida, é uma espécie de

alga vermelha, com as seguintes denominagdes taxonémicas:

e Dominio: Eukaryota

e Reino: Plantae

e Filo: Rhodophyta

e Classe: Rhodophyceae
e Ordem: Gigartinales

e Familia: Solieriaceae

e Género: Kappaphycus
Figura 4. Macroalga Kappaphycus

alvarezii.Fonte: Azanza, 2023.
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Esta espécie de macroalga é originaria do norte e sul da Asia, sendo que o seu cultivo foi
introduzido em outras regides tropicais e subtropicais, como a India, e em paises banhados
pelo oceano pacifico e indico (Azanza, 2023). O seu cultivo tem como objectivo principal,
a obtencdo de carragena, sendo a espécie mais cultivada em paises como Indonésia e
Filipinas (Neish et al, 2017) e segundo as estatisticas da FAO (2021), no ano 2019 esta
espécie chegou a atingir 1.6 milhdes de toneladas de biomassa fresca em todo 0 mundo.

A macroalga Kappaphycus alvarezii tem sido cultivada em larga escala para suprir as
industrias alimentares de carragena. Varias actividades biologicas tém sido descritas para a
carragena, tais como antitumoral, antiviral, anticoagulante e imunomodulatéria (Cabral et
al, 2011).

A carragena é um polissacarideo sulfatado linear, amplamente usado na industria alimentar,
como espessante, geleificante e proteina-agente de suspensdo, e pela industria farmacéutica

como excipiente em comprimidos.

Dependendo da intensidade de luz a que estiverem expostas no ambiente, elas podem
apresentar diferentes cores, variando entre castanho, verde e vermelho, sendo que o
comprimento dos seus talos € de 28-48 cm (Azanza, 2023) e a sua reproducdo feita por

fragmentacdo ou cortes na alga (Azanza e Ask, 2017).

2.4. Metabolitos secundarios

As macroalgas sdo organismos que apresentam um elevado nimero de metabdlitos
secundarios tais como terpenos, compostos aromaticos, acetogeninas, derivados de
aminoéacidos e principalmente os polifendis (halogenados e sulfatados), sendo esses 0s
compostos responsaveis por conferir as macroalgas varias actividades ja descritas na
literatura, com maior destaque a actividade antioxidante e antimicrobiana (Cabral et al,
2011).

2.4.1. Alcaloides
Sdo compostos de origem vegetal que apresentam na sua estrutura molecular, um atomo de
nitrogénio, estando presentes em substancias como a cafeina, morfina, nicotina e outros. Os

alcaloides regulam, estimulam e induzem varias funges, interagindo principalmente com

12



os i0es de sddio, acetilcolinesterase, recetoresopioides e muscarinicos, e outros (Ferreira et
al, 2021).

A deteccdo de alcaloides pode ser feita com base em métodos colorimétricos usando

reactivos e detectando a mudanca de coloragédo do mesmo.

a. Reactivo de Mayer (Precipitado branco ou turvacao)
b.  Reactivo de Dragendorff (laranja a vermelho)

c.  Reactivo de Wagner (laranja)

2.4.2. Esteroides
Esteroides sdo compostos organicos com uma estrutura tetraciclica, ou seja, constituida por
quatro anéis, onde trés deles sdo constituidos por seis &tomos de carbono, e o outro anel é

constituido por cinco &tomos de carbono, totalizando 17 4tomos.

Os esterdides estdo amplamente distribuidos na natureza, podendo ser encontrados em
plantas, animais, fungos ou obtidos por via sintética. Os esterdides sdo usados para agir
como anti-inflamatdrios, imunossupressores, anabolizantes e contraceptivos, além de servir

para o tratamento de leishmaniose, cancer da prostata e da mama (De Queiroz, 2022).

Dos varios esterdides que existem, 0s mais conhecidos sdo 0s horménios sexuais,
progestagenos e estrégenos, no primeiro grupo destaca-se a progesterona, sendo o Unico de

origem natural, proveniente dos ovarios e da placenta no decorrer de uma gestacao.

A progesterona permite a sintese de outros esterdides, a titulo de exemplo, o0s
corticosterdides hidrocortisona, ou simplesmente, cortisol, corticosterona, aldosterona.
Estes sdo usados na regulacdo e ou controle do ciclo menstrual e como agentes

contraceptivos (Dewick, 2009; Nelson e Cox, 2014).
No grupo dos esterodides estrégenos naturais, encontram-se o estradiol, estrona e estriol.

2.4.3. Cumarinas
As cumarinas sdo metabolitos secundarios das plantas, pertencentes a uma familia de
substancias chamadas benzopiranos. Nas plantas, as cumarinas podem ser encontradas no

caule, folhas, tegumento e raizes, sdo igualmente biossintetizadas por fungos e leveduras,
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gerando as aflatoxinas, a sua sintese é feita por meio da via do Acido chiquimico,

proveniente do metabolismo da fenilalanina (Vieira, 2010, Da Silva, 2020).

A principal funcdo das cumarinas nas macroalgas € de sinalizacdo e defesa contra o estresse
ambiental, exibindo também actividades antimicrobianas, anti-alimentar e de blogueio da
germinagdo. Pertencem a familia das cumarinas: as furanocumarinas lineares,

furanocumarinas angulares, piranocumarinas e cumarinas substituidas (Vieira, 2010).

As cumarinas desempenham varias fungdes quando ingeridas ou administradas em seres
humanos, sendo os efeitos mais comuns, antineoplasico, hemostatico, narcético, sedativo,
anticoagulante, analgésico, espasmolitico, vasodilatador, anticancerigeno e regulador

hormonal (Ferreita et al, 2021).

2.4.4. Taninos

Os taninos sdo compostos fendlicos com origem no metabolismo secundario dos vegetais,
com a capacidade de inibicdo enzimatica, formacdo de complexos com carbohidratos e
proteinas, podendo interferir na velocidade de absor¢do da glicose pelo intestino (De Souza,
2015).

Os taninos sdo compostos quimicos naturais ou metabolitos secundarios de alto peso
molecular, podendo alcancar o peso de 30.000 Da (Falcdo e Aradjo, 2014). H& muitos anos
que os taninos tém sido de grande utilidade, tendo sido introduzido para tratar a pele de
animais em couro tratado, atualmente tem sido empregue nas industrias de producdo de
agentes floculantes para o tratamento de &gua, bebidas, plasticos, corrosivos (Beltran,
2019), sdo usados também para fins terapéuticos e na agricultura ecoldgica (Mamet et al,
2018).

Os taninos tém a capacidade de interagir e precipitar proteinas, poder antioxidante,
capturando radicais superoxidos, e sua capacidade bacteriostatica no crescimento de

microrganismos (Vignault, 2018).

Nos alimentos, os taninos comumente encontrados s&o: procianidinas, prodelfinidinas, e
propelargonidinas, com subunidades de catequina, epicatequina, galocatequina,

epigalocatequina e epiafelazina (kennedy, 2003).
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A identificacdo de taninos pode ser feita de duas formas diferentes, quantitativa e
qualitativa, existindo variadas metodologias para cada abordagem. O estudo em questdo
esta voltado para anélise qualitativa de taninos através de teste de verificacdo:

» Teste de cloreto féerrico: identificacdo de taninos condensados, taninos
hidrolisaveis e de flavonoides.

» Teste de gelatina: identificacdo de taninos totais, quando o extrato vegetal é
precipitado.

» Teste de acetato de chumbo: identificacdo de taninos hidrolisaveis apenas.

Os dois ultimos testes de identificacdo a quando da sua aplicacdo, deixaram grandes
lacunas, primeiro pela dificuldade de identificacdo exacta do tipo de tanino no teste de
gelatina e por fim as questdes ambientais por conta do uso do chumbo, no teste de acetato
de chumbo.

Os taninos sdo divididos de acordo com a sua estrutura quimica, em taninos condensados
(TC), taninos hidrolisaveis (TH), florotaninos e taninos complexos. Os taninos condensados
sdo polimeros de Flavan-3-ols ou Flavan-3,4-diois ligados por pontes de Carbono, com

estrutura complexa e elevada resisténcia a hidrolise (De Souza, 2015; De Carvalho, 2021).

2.4.4.1. Taninos condensados

Taninos condensados ou proantocianidinas sdo polimeros de Flavan-3-ols ou Flavan-3,4-
didis ligados por pontes de Carbono, com estrutura complexa e elevada resisténcia a
hidrolise (De Souza, 2015)
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Figura 5. Representacdo da forma estrutural da base de taninos condensados. Fonte: De
Carvalho, 2021.

2.4.4.2. Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis sdo compostos formados por varias cadeias de ésteres do grupo —
OH (Figura 2) e por ligagdes éster formando unidades de &cido polifendlico (Grasel et al.,
2016; Dehghan e Khoshkam, 2012) com um carbohidrato central, como a sacarose, frutose,

xilose e D-glucose com maior prevaléncia (ky et al, 2016).

O termo hidrolisavel, surge da facilidade dos taninos hidrolisarem e consequentemente
libertarem os acidos correspondentes gque irdo determinar a classe dos taninos, galotaninos
se 0 mondmero for o acido galico e elagitaninos na presenca do éacido galico e
hexahidroxidifénico (Serrano et al, 2009; ky et al, 2016).

O OH
HO
o o 1
oH

HO OH

HO oH
OH
HO

OH

Acido galico O

Acido hexahidroxidifénico

Figura 6. Representacdo da estrutura basica dos acidos presentes nas duas classes de

taninos hidrolisaveis. Fonte. De Carvalho, 2019.

Como metabolitos secundarios de plantas, os taninos hidrolisaveis sdo de grande ocorréncia
na madeira, cascas, folhas e galhos de arvores (De Carvalho, 2021) e a sua quantificacdo é
feita recorrendo a métodos colorimétricos, baseados no uso do iodeto de potassio (Makkar,
2003).

2.4.4.3. Florotaninos

Recentemente, tem sido estudada a presenca de taninos em macroalgas castanhas (Divisao
Phaeophyceae), denominados florotaninos. Os florotaninos sdo compostos polifenolicos
com igual propriedade e aplicacdo dos taninos hidrolisveis e condensados, embora
apresentem um peso molecular baixo (640 KDa), comparando com 0s taninos vegetais
(Beltran, 2019).
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Os florotaninos sdo polimeros de unidade 1,3,5-trihidroxibenzeno, designado floroglucinol
(figura 3) (Fraga-Corral et al, 2020) encontrados apenas em algas marinhas castanhas
(Shibata et al, 2004; Serrano et al, 2009).

OH
Floroglucinol

Figura 7. Forma estrutural base dos florotaninos. Fonte: Fraga-Corral et al, 2020.

De acordo com a estrutura das suas ligacdes e o numero de grupos hidroxilo que apresenta,
os florotaninos podem ser classificados em classes diferentes, nomeadamente, fucais,

floroetois e os fucofloroetois, fualois, ecéis e carmalois.

Embora os florotaninos sejam especificos das algas castanhas, os seus niveis podem variar
entre 0s grupos taxondémicos devido as variadas alteracdes a que as algas estdo propensas
no seu habitat, como a intensidade luminosa, a salinidade, a profundidade da agua, os
nutrientes, a sazonalidade ou por outros fatores inerentes a alga, como o tamanho, tipo de
tecido ou a idade (Rodrigues, 2015).

Como propriedades quimicas ja descritas em varias literaturas, destacam-se a actividade
antioxidante, anti-inflamatoria, anti-proliferativa, anticancerigena e prote¢do contra a
radiacdo UV (Fraga-Corral et al., 2020).

2.5. Radicais livres e estresse oxidativo

A ciéncia dos radicais livres nos sistemas bioldgicos foi descoberta hd menos de 70 anos,
onde o cientista Denham Harmad em 1956, elaborou a hip6tese de que os radicais livres de
oxigénio sdo formados como subprodutos de reacfes enzimaticas invivo, descrevendo-os
como a” caixa de pandora” responsavel por causar varios males a saide, no entanto, em
1969 McCord e Fridovich descobriram a enzima Superoxido Dismutase (SOD),
evidenciando a importancia dos radicais livres na biologia, antes tidos como agentes

reactivos patogénicos (Vizzato, 2017).
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Os radicais livres sdo agentes quimicos que possuem eletrdes livres ndo pareados na sua
camada orbital externa, sendo por isso considerados altamente energéticos e instaveis
(Lovison, 2007, Vizzato, 2017).

As actividades metabolicas das células ocasionam a realizagdo constante de processos de
oxirreducdo, que previnem a formacdo de possiveis danos celulares ou estresse oxidativo
que levaria a um estado pré-oxidante, em que a concentragdo de moléculas oxidantes

supera a concentracdo de moléculas antioxidantes (Mei, 2019).

Mfolecuia de coasssoo

elaetr3o lrvse

Figura 8. Formacdo de um radical livre. Fonte: Da Silva, 2020.

O estresse oxidativo € uma condicdo causada pelo desequilibrio entre as espécies reativas e
os elementos que permitem a eliminacdo das espécies reativas, os antioxidantes, gerados
pela producdo excessiva de agentes promotores da oxidacdo ou pelo decréscimo da

velocidade de remocdo destes pelo sistema de defesa antioxidante (Vizzatto, 2017).

Na instalacdo do estresse oxidativo, destacam-se as Espécies Reativas do Oxigénio (EROs),
geradas na mitocondria durante a respiracdo celular e redu¢do do O, estes tornam-se
importantes porque a maior parte dos organismos vivos, usam 0 oxigénio como receptor de

electrBes na cadeia respiratdria (Burton e Jauniaux, 2018).

Estima-se que 2-3% do oxigénio absorvido pelos organismos aerdbicos é convertido em
especies reactivas do oxigénio, no entanto, existem tambeém as espécies reactivas do

nitrogénio (ERN), formados a partir do nitrogénio (Da Camara, 2010).

Para além da producdo das espécies reactivas a partir das actividades do metabolismo
celular, as EROs podem ser produzidas outras de forma exdgena, como por exemplo, em
isquemias temporarias, contando com a acdo da enzima Xantina oxidase que faz a

transferéncia de eletrdes para o O, formando o H:0: ou O, para além da pratica da
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actividade, processos inflamatorios e a danificacdo dos peroxissomos. No entanto, a
producdo dos radicais livres ndo esté ligada apenas ao metabolismo celular, as condi¢des do
meio em que 0 organismo se encontra também é um ponto a considerar, a radiacao

ionizante e a poluicdo promovem a formacao de EROs (Silva, 2021).

Depois de serem formados, os radicais livres tornam-se capazes de reagir com diferentes
constituintes celulares como ADN, carboidratos, proteinas e lipidos da membrana celular.
Quando agem com o ADN, os radicais livres modificam as bases puricas e pirimidicas,
gerando mutacOes e inactivando genes importantes caso nao haja reparo, reagindo com
proteinas, os radicais livres alteram a conformacéo e a fungéo de grupos sulfidrilas (-SH) e
pontes dissulfeto (S-S) através da sua oxidacdo, e por fim podem agir com os lipidos
oxidando os acidos graxos polinsaturados causando a peroxidacdo dos lipidos ou

lipoperoxidacdo (Da Camara, 2010).

Embora os radicais livres tenham um papel importante no metabolismo celular, a sua
interacdo com as biomoléculas pode causar o surgimento ou agravamento de doencas
cronicas como doencgas cardiovasculares, envelhecimento precoce, cancer, doencas
neurodegenerativa (Pisoschi e Pop, 2015) esterosclerose, défice de atencdo, deficiéncias

bioquimicas e alzheimer (Bedlovicova et al, 2020).

2.6. Antioxidantes

Os antioxidantes sdo substancias capazes de atrasar ou inibir a taxa de oxidagdo, mesmo
qguando presentes em baixas concentracfes, oxidacdo esta causada pela producdo continua
de radicais livres durante a realizacdo das actividades metabdlicas que levam ao
desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante, com o objectivo de limitar o nivel

dos radicais no interior das células e impedir a indugdo a danos celulares (Vizzatto, 2017).

Quimicamente, os antioxidantes sdo substancias capazes de doar hidrogénio aos radicais
livres, retardando a oxidagdo (Simonetti et al., 2019), e quando se trata de alimentos, 0s
antioxidantes preservam as caracteristicas sensoriais como a cor, sabor, odor e aparéncia,

qualidades essas exigidas pelos consumidores (Pujol et al., 2023).
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- Radcal bhre

Figura 9.Accdo de um antioxidante, doando um eletrdo ao radical livre.Fonte: Da Silva,
2020.

Sdo varios os critérios de classificacdo dos antioxidantes, mas no geral ha caracteristicas
imprescindiveis que ditam a eficiéncia de um antioxidante, sdo eles: a presenca de doadores
de eletrfes substitutos ou de hidrogénio ao radical, em funcdo do seu poder redutor, a
capacidade de deslocar o radical formado em sua estrutura, a capacidade de quelar metais
de transicdo acoplados na oxidacdo e o acesso ao local de accdo, dependendo da sua

caracteristica, hidrofilica ou lipofilica e do seu coeficiente de particdo (Sucupira, 2012).

2.6.1. Diferencas entre os antioxidantes naturais e os sintéticos
Existem varios critérios de classificacdo dos antioxidantes, uma dessas classificaces
baseadas na sua origem, separa 0s antioxidantes em naturais e sintéticos, apresentando

diferencas significativas no seu mecanismo de atuacéo, eficacia e estabilidade antioxidante.

Atualmente sdo amplamente difundidas as diferencas entre o natural e o sintético, visando a
promocdo de uma vida mais saudavel, sustentavel e longe de substancias quimicas com

potencial toxicoldgico e ou cancerigeno (Jacobsen, 2019).

2.6.2. Antioxidantes sintéticos

Na industria alimentar, os antioxidantes sintéticos destacando o EDTA, BHA e BHT e butil
hidroquinona tercidria (TBHQ), sdo altamente usados na industria alimentar pela sua
habilidade de retardar a oxidacao lipidica e seu baixo custo (Choe et al., 2017) , associado
ao facto de conservarem a cor, 0 sabor e a aparéncia do préprio alimento, atributos estes

que irdo ditar o procura e aceitacdo do produto no mercado (Rahman et al., 2021).
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Figura 10. Representacdo estrutural dos antioxidantes sintéticos, BHA, BHT e TBHQ.
Fonte: Pereira, 2010.

Embora a sua aplicacdo seja ampla, atualmente sdo consideradas prejudiciais a salde, pois
sdo correlacionadas ao surgimento de vérias doengas cancerigenas (Liang et al., 2021).
Outras desvantagens importantes a considerar nos antioxidantes sintéticos sdo as restrigdes
na aplicacdo em determinados sistemas biologicos, apresentam uma certa selectividade na

sua eficiéncia (Jacobsen, 2019).

Os antioxidantes sintéticos tém menos custos de producdo comparativamente aos naturais, a
sua utilizacdo € ampla, embora apresentem baixa solubilidade em &gua e nos ultimos anos a

busca e a aplicacdo esteja em declinio (Pereira, 2010).

2.6.3. Antioxidantes naturais

Sob ponto de vista alimentar, um antioxidante ideal, deve ser seguro, mantendo todas as
caracteristicas organolépticas do alimento, ser funcional mesmo em pequenas quantidades,
estavel a altas temperaturas, facil de ser incorporado, obtencdo simples e de baixo custo
(Pinteus, 2011) e até 0 momento os antioxidantes sintéticos ndo alcangaram o nivel ideal

para ser considerado seguro.

Dessa forma, inicia a procura por produtos mais seguros e sustentaveis, os antioxidantes
naturais obtidos a partir de ervas, frutas, cereais, hortalicas, especiarias (Alves et al., 2024)
e algas marinhas destacando-se como uma das fontes mais ricas em antioxidantes naturais,

aplicaveis na industria alimentar assim como na industria farmacéutica (Bernardi, 2018).
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Os antioxidantes sdo definidos como substancias presentes em tecidos animais ou vegetais
que se apresentam ou podem ser extraidos durante o processamento de alimentos,

correspondem na sua maioria, os &cidos fenolicos, flavonoides e tocoferais.

Comparativamente aos antioxidantes sintécticos, os antioxidantes naturais tém uma grande
variedade de compostos antioxidantes, sdo consideradas como substancias indcuas, elevada
solubilidade em diferentes substancias, incremento do seu uso e aplicacdes, como
limitacGes a destacar sdo as restricGes no seu uso em determinados alimentos, para além do

seu elevado custo de producdo (Pereira, 2010).

Tabela 1. Valores de referéncia de antioxidantes permitidos em alimentos

Antioxidante VDR (mgl/kg peso corporal)
BHA 0-0.5
BHT 0-0.125
T™TBHQ 0-0.2
Tocoferois 0,15-2,0
Acido citrico MNao limitado
Lecitina Mao limitado
Acido ascéorbico MNao limitado

Fonte: Pereira, 2010.

2.7. Macroalgas marinhas como fonte de antioxidantes naturais
No contexto actual, a actividade antioxidante tem sido de grande importancia, uma vez que
todos os sistemas bioldgicos tém o oxigénio como elemento principal para a realizacdo de

diversas reaccdes bioldgicas em que derivados de oxigénio e radicais livres sdo produzidos.

As macroalgas marinhas, como organismos cujo habitat estd propenso a alteracdes de
factores ambientais, como variacdes da temperatura, salinidade, radiagdo solar directa,
dessecacdo em momentos de maré baixa e outras, que culminam com a producdo de

radicais livres e espécies reactivas de oxigénio (Bernardi, 2018).

Face a estas circunstancias, as macroalgas produzem metabdlitos para suportar as bruscas
alteracbes do ambiente, enzimas e antioxidantes ndo enzimaticos como ascorbato,

glutationa, tocoferol, carotenoides, flavonoides, fendis, saponinas, esterdides e terpendides
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(Dias et al,2020a) que actuam no controle dos niveis de EROs nas células, promovendo o

reparo celular e remediando os danos causados pelo estresse oxidativo (Kumar et al, 2014).

Devido as varias questdes levantadas sobre o uso dos antioxidantes sintécticos, relacionadas
a toxicidade e absorcdo dos mesmos pelos tecidos do corpo, a prospeccéo e a identificacéo
de antioxidantes naturais tem sido um tema de grande interesse para 0s pesquisadores.

E os organismos marinhos, em particular as algas, tém despertado muita atencdo para a
sintese de varios metabdlitos com potencial antioxidante que garantam seguranga e bem-

estar aos consumidores (Da Silva, 2020).

2.8. Acido ascorbico

O é&cido ascorbico, também conhecido como vitamina C, é um antioxidante natural presente
em diversas frutas e hortaligas, tem a habilidade de sequestrar radicais livres, como o ido
superdxido, o radical hidroxilo, o peréxido de hidrogénio e o oxigénio singlete (Sucupira,
2012).

E um composto organico heterociclico com seis 4tomos de carbono, um anel furano e um
grupo enol. O &cido ascérbico tem uma caracteristica particular de agir como um agente
redutor que protege as células da acdo dos radicais livres, isso resulta da sua estrutura

molecular (Figura) (Guimarées et al, 2024).

Figura 11. Estrutura molecular do acido ascorbico. Fonte: Guimaraes et al, 2024.

Apesar da vitamina C apresentar funcdes fisioldgicas e vitaminicas ja& comprovadas, este
composto ainda apresenta algumas restricdes no uso, pois € muito sensivel a temperaturas
elevadas, exposicao a luz, humidade e oxigénio reduzindo a sua estabilidade e interferindo

nas suas funcdes e propriedades, induzindo a formacao de substancias prejudiciais a saude.
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E pensando nas suas limitacbes, na sua vasta aplicacdo principalmente na industria
farmacéutica, um dos maiores desafios atuais € desenvolver novas formulag¢des do acido
ascorbico, para que a sua estabilidade seja conservada durante o tempo prescrito para 0 uso

(Guimardes et al, 2024).
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3. AREA DE ESTUDO
A ilha de Inhaca é uma pequena ilha situada no oceano Indico, na regido sul de
Mogambique, mais precisamente na Baia de Maputo, formando o Arquipélago de Inhaca
junto da Ilha dos Portugueses, sendo a ilha de Inhaca a maior ilha deste Arquipélago, com
uma area total de aproximadamente 42 kmz2. Esta localizada entre as Latitudes: 25°58 '14.47
"S e Longitudes: 32°59' 37.97", constituindo o distrito municipal KaNyaka (Pereira e
Nascimento, 2016).

A ilha de Inhaca, atualmente chamada KaNyaca, Distrito do mesmo nome (que significa,
De Nhaca), surge da aculturacdo de Nhaca, do nome Tsonga, que referenciava ao chefe que
viveu em Maputo e deu origem ao nome da ilha, e estd dividido em trés bairros,

nomeadamente, Ribjene, Nyakene e Inguane (Pereira e Nascimento, 2016).

Segundo Lopes (2009), a ilha de Inhaca é umas das ilhas mocambicanas com maior
prestigio do ponto de vista de biodiversidade, pois possui representantes de varios
ecossistemas e recursos marinhos existentes na costa mogambicana, para além ter uma
grande importancia a nivel ecoldgico, cientifico e investigativo, turistico, econémico e

como patrimonio Bioldgico.

A praia da Costa do Sol esta localizada na regido sul de Mogambique, na provincia de
Maputo, separada da Ilha da Inhaca e Xefina grande a este, do litoral da Ponta Moana a sul
e a sudeste, o litoral de Katembe, a praia da Costa do Sol tem como paralelos
25°55°22.59°S e 32°38°27.64’E (Mabunda, 2019, Gaspar, 2021).

A praia da Costa do Sol, dista a 6 km a norte da Cidade de Maputo, estando localizada no
Distrito Municipal de KaMavota, no Bairro da Costa do Sol (Traquino, 2022), encontrando-

se associada a infraestruturas com valor cultural, historico e turistico (Cossa, 2018).

Nos Ultimos anos esta praia tem sido alvo de varios estudos, por desempenhar grande papel
a nivel socioeconomico e cientifico no pais (Mabunda, 2019).Caracterizada como uma
praia arenosa, com dunas altas e com vegetacao fragil, ocasionando a formacéo de grandes

bancos de areia observados em quase toda a praia (Langa, 2007).
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Na praia da Costa do Sol, a pesca tem sido uma actividade de grande presenca, para além
do turismo, algumas cerimonias e cultos méagicos religiosos. Nao obstante, também se nota
a prética de desporto, venda de produtos a disposicdo e o descarte de efluentes provenientes
das diversas partes da cidade de Maputo (Vidro, 2024).

Segundo Hoguane (2007), as provincias banhadas pelo oceano indico, como é o caso da
provincia de Maputo, onde estdo situadas a praia da Costa do Sol e a Ilha de Inhaca,
apresentam um grande elenco de recursos marinhos e costeiro, possibilitando assim a

pratica de atividades pesqueiras semi-industrial e artesanal.

Mapa de localizagdo geografica da ilha de Inhaca e da praia da Costa do Sol.

A

Legenda

& Costa do Sol

o e — * Farol de Inhaea

B

Figura 12. Localizacdo da Ilha de Inhaca, representada por uma estrela e a praia da Costa

do Sol representada por um tridngulo.Fonte: Levene, 2025.
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4. Metodologia
4.1. Tipo de estudo: o presente estudo traz uma abordagem descritiva, experimental e
comparativa, com dados avaliados de forma quantitativa e qualitativa.

4.2. Amostragem

A colheita das amostras teve lugar em dois pontos distintos da Cidade de Maputo,
Mocambique, nomeadamente, a Ilha de Inhaca, onde foram colhidas aproximadamente
500g das macroalgas Padina boryana, Eucheuma denticulatum e Kappaphycus alvarezii,
de seguida foram colhidas as mesmas quantidades de Ulva lactuca na Praia da Costa do Sol,
colocando &gua do mar para que as algas ficassem submersas e ndo perdessem as
propriedades durante o acondicionamento e transporte, foi feita a higienizacdo com agua e

Hipoclorito a 1 % para a retirada de areia e de epifitas.

De seguida, foram transportadas para o Laboratorio de Engenharia de Mocambique
(LEM), onde foram colocadas na estufa a temperatura de 50°C por 24-48 horas, depois da
secagem foram trituradas em um moinho elétrico até atingir a granulometria de 150um,
apos isso, foram novamente transportadas para o laboratério B9, no Departamento de

Ciéncias Bioldgicas para analises subsequentes.

4.3. Variaveis em estudo
As variaveis em questdo para este estudo sdo a presenca de fitocompostos nas macroalgas e
0 potencial antioxidante dos extratos de metanol e acetona das macroalgas, expressas em

niveis de concentracdes do Acido ascorbico.

4.4. Materiais e equipamentos

4.4.1.Equipamentos

e Agitador magnético e Espectrofotometro
e Balanca analitica e Estufa
e Cabine de biosseguranca e Banho-maria

e Centrifuga
4.4.2. Materiais
e Bal&do volumétrico de 200ml e Espatulas

e Copos de Becker e Pipetas automaticas
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Pipetas manuais
Pontas de pipetas

Tubos de ensaio

4.4.3.Reagentes

Acido acético glacial
Acido cloridrico
Acido ascorbico
Acido sulfarico
Acetona

Cloreto férrico

4.4.4.Consumiveis

Algodao

Papel aluminio
Papel absorvente
Parafilme

Papel de filtro

4.4.5. Material bioldgico

Macroalgas: Eucheuma denticulatum, Kappaphycus alverezii, Padina boryana e Ulva

lactuca

4.5. Procedimentos

Todos os procedimentos de analise realizados no presente estudo, decorreram no

Laboratdrio B9, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas, que dispunha de equipamentos,

Placas de Petri

Funil

Hidroxido de sodio
lodato de potassio
Metanol

Molibdato de amdnio
Fosfato de sodio

Hipoclorito

Tesoura
Marcador
Maéscara KN95

Luvas

reagentes e materiais necessarios, o estudo foi dividido em duas etapas:

colorimétrica de fitocomposto e analise da actividade antioxidante do extrato de metanol e

acetona.

4.5.1. Analise colorimétrica de fitocompostos

Para andlise fitoquimica das macroalgas, a metodologia aplicada neste estudo encontra-se

descrita em Dias et al, 2020.



Os compostos bioactivos foram extraidos das macroalgas com recurso a dois solventes, o

metanol e a acetona, esses extractos foram usados em todos 0s ensaios experimentais.

Para andlise dos compostos bioactivos, 2 gramas de cada alga triturada foram pesadas e
colocados em balGes volumeétricos, devidamente identificados e posteriormente adicionado

200 ml de metanol e 200ml de acetona nos 2 gramas da outra pesagem.

De seguida, foram colocados no agitador magnético por 1 hora a temperatura ambiente e
depois os extratos foram dispensados em tubos de ensaio plastico e selados com parafilme,
para evitar que o0s extratos vazassem e por fim centrifugados a 5000 rpm durante 10
minutos.Ap6s a centrifugacdo, os extratos foram filtrados para separar o precipitado do
sobrenadante, usando-se um funil e papel Whatman, os balGes volumétricos foram fechados
com algodao e parafilm e levados a geladeira a temperatura de 4°C por aproximadamente

24 horas, para posterior analise de fitocompostos.
'] Teste de alcaldides

Reagente Mayer: dissolveu-se em agua destilada 2,71 gramas de HgCl e 10 gramas de
lodeto de potassio em baldo volumétrico, e completou-se o volume com &gua para

200ml. Agitar até dissolver por completo e filtrar.

Em tubos de ensaio, colocou-se 1 ml de extracto de algas, 8 gotas de HCI e 3 gotas do
Reagente Mayer. Detecdo: aparecimento de turvacdo ou precipitado de cor branca.

(1 Teste de cumarinas: preparou-se uma solucdo de NaOH a 10%, em tubos de ensaio
foram colocados 1 ml de extrato de algas e 1ml da solucdo de hidroxido de sédio,

mexendo até homogeneizar. Detecdo: aparecimento da cor amarela.

[l Teste de esteroides: em tubos de ensaio, contendo 1ml de extracto de alga, foram
adicionadas 1ml de acido acético anidro e 3 gotas de acido sulfurico concentrado.

Detecao: aparecimento da cor verde.

71 Teste de taninos: preparou-se uma solugdo de Cloreto férrico a 5%, 1 ml dessa
solugéo foi adicionada em tubo de ensaio contendo 1 ml de extracto de algas.

Detecéo: aparecimento da cor azul esverdeada.
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4.5.2. Ensaio da actividade antioxidante
A atividade antioxidante das algas foi avaliada pelo método de Reducdo do Complexo
Fosfomolibdénio, seguida das leituras de absorbancia no Espectrofotometro UV.

4.5.2.1. Andlise da actividade antioxidante pelo Complexo Fosfomolibdénio

Os extractos de algas foram preparados pesando-se 5 gramas de algas para os extractos de
metanol e igual quantidade para os extractos de acetona, colocados em baldes volumétricos
onde adicionou-se 100 ml do solvente extractor, de seguida foram acondicionados a
temperatura ambiente ao abrigo da luz por 24 horas, para que ndo interferisse na extrac¢ao

realizada.

Para a preparacdo do complexo fosfomolibdénio, pesou-se 0.500g de fosfato de sddio e
0,400g de molibdato de amdnia em copos diferentes e foram colocados para dissolver com
30 ml e 20 ml de &gua destilada, respectivamente. Depois de dissolvidos, foram colocados
em uma proveta graduada e adicionado 2,90 ml de &cido sulfarico concentrado e por fim
ajustou-se o volume para 100 ml com &gua destilada.

4.5.2.2. Diluigéo seriada dos extractos

As diluicGes das solucdes estoque de metanol e acetona foram feitas em série, 0s extractos
foram colocados em trés tubos de ensaio devidamente identificados como 1, 2 e 3 com
concentracdes de 1:10, 1:100 e 1:1000 respectivamente, 1 ml da solucdo estoque de algas
para 9 ml de 4gua destilada foram colocados no tubo 1 e vortexou-se até homogeneizar. De
seguida, 1 ml dessa solucéo foi colocada no tubo 2 e 0 mesmo procedimento realizado para

o tubo trés.

Foram feitas reparticGes destas diluicGes em trés tubos de ensaio, tomados como réplicas
para cada concentracdo, foram colocados 300ul da solugdo diluida e 3 ml do complexo
fosfomolibdénio. Os tubos foram fechados com parafilme e levados a Banho-maria a
temperatura de 95°C por 90 minutos, apos o resfriamento foram realizadas as leituras no

espectrofotdbmetro UV no comprimento de onda de 695 nm.

e Branco de metanol: 3 ml de complexo fosfomolibdénio, 300 pul de metanol.

e Branco de acetona: 3 ml de complexo fosfomolibdénio, 300 pl de acetona.
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A capacidade antioxidante das macroalgas expressa em percentagem, foi calculada pela
seguinte formula:
abs (a) — abs(b)

Capacidade Antioxidante Total = * 100%
abs(a)

Onde: abs(a)- absorbancia da amostra; abs(b)-absorbancia do branco.

4.6. Curva de calibragéo do Acido ascorbico

A curva de calibracdo do acido ascérbico foi feita com a solucédo inicial de 0.01g/ml de
acido usado para diluicbes seriadas de 1:10, 1:100 ,1:1000 e 1:10000. Para a leitura das
absorbancias, foram colocados no tubo de ensaio 300 pl do &cido diluido e 3 ml do
complexo fosfomolibdénio, o branco foi realizado com 3 ml de agua.
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4.7. Fluxograma de atividades laboratoriais

A.A Antioxidante

Colheita

Lavagem

Secagem a 50°C por 24 a
48 horas

Maceracéo das macroalgas

‘Extracéo por 24/h com
Metanol e Acetona

Fitocompostos

J L

Diluicéo seriada (1:10, 1:100,

1:1000)
I

Preparacdo do Complexo
fosfomolibdenio

Preparacao dos reagentes teste
(alcaloides, taninos,cumarinas,
esterdides)

Banho-maria a 95°C por 90min

- L

Leituras ao espetrofétometro a
695nm

4.8. Analise de dados

J L

Andlises colorimétricas

Os dados obtidos na anélise colorimétrica, sdo de caracter qualitativo, e a sua determinacgéo

ndo exigiu nenhuma representa¢do numérica.

Os valores da concentracdo do acido ascorbico presente na macroalgas foram expressos

em forma de média £ Desvio Padrdo. As comparacdes estatisticas entre as concentracoes

do Acido ascérbico no extracto de metanol e acetona foram realizadas no Microsoft Excel,

usando o teste- t, considerando o nivel de significancia de 5% e a diferenca foi considerada

significativa nos valores de P<0.05.
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5. Resultados

5.1. Anélise Colorimétrica de fitocompostos
A deteccdo de compostos bioativos nos extratos de metanol e acetona foi baseada na
mudanca de coloragdo das solucbes, apos a adicao de reagentes especificos para cada tipo

de fitocomposto a avaliar.

Os resultados desta analise encontram-se ilustrados na Tabela , onde estdo evidenciadas as

mudancas colorimétricas em relacdo as solugdes iniciais.

No teste de alcal6ides, observou-se uma ligeira turvacdo ap6s a adicdo do Reagente Mayer
nos extratos preparados com metanol nas algas Eucheuma denticulatum e Kappaphycus
alvarezii, tornando-se mais intenso na alga Padina boryana. Os extratos de acetona
apresentaram melhores resultados em comparacdo com o0 metanol, pois apresentaram
turvacdo permanente e aparecimento de um precipitado branco como sugerem os testes de

analise de alcaldides, como ilustram as imagens na Tabela 3.

Tabela 2. Resultados das analises colorimétricas de fitocompostos detectados nas

macroalgas
Metanol Acetona

Macroalga A C E T A C E T
Eucheuma + +++ _ B ++ +++ _ +
denticulatum
Kappaphycus + +++ _ B ++ +++ _ +
Alvarezi
Ulva lactuca ++ + ++ ++ ++ _ + +
Padina boryana | +++ + _ +++ + + _ +

Legenda: A-alcaloides, E-esteroides, C-cumarinas, T-taninos; (+) intensidade reduzida,
(++) intensidade moderada, (+++) intensidade elevada, (-) auséncia.
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Para o teste de cumarinas, os resultados foram positivos para quase todas as amostras, tanto
as de metanol assim como de acetona apresentaram coloracdo amarelada, excepto as
amostras de acetonada macroalga alga Ulva lactuca, que apresentou uma tonalidade

acastanhada, e intensa em relacéo as demais algas e ao extrato de metanol da mesma alga.

Os resultados da andlise de taninos mostraram grandes diferencas entre os dois extratos
analisados, para a alga Eucheuma denticulatum, o resultado foi negativo para metanol e
positivo para acetona, 0 mesmo verificou-se para a alga Kappaphycus alvarezii, embora
tenha reduzido a tonalidade da coloracdo minutos ap6s a agitagdo dos tubos, seguida da
adicdo do reagente, esse resultado que sugere a presenca de taninos condensados,

detectados pelo aparecimento da cor verde.

Para a alga Ulva lactuca, os resultados foram contrarios aos das algas vermelhas, pois
nesta alga o extrato de metanol é que apresentou a coloracdo esverdeada, esperada para 0s

testes positivos de taninos condensados.

A alga Padina boryana apresentou resultado negativo para o extrato de acetona e resultado
positivo para o extrato de metanol no teste de taninos, tendo sido a Unica alga em que se

verificou a presenca de taninos hidrolisaveis, detectados pela coloragdo azul no extrato.

Para os terpendides, foram observados resultados positivos na alga Ulva lactuca, tanto no
extrato de acetona, assim como no extrato de metanol, diferindo apenas na tonalidade da
cor verde, a alga Padina boryana apresentou resultado negativo no extrato de acetona,
sendo que para o extrato de metanol, apresentou uma coloragdo esverdeada nos primeiros
dois minutos, apds a agitacao do tubo, a tonalidade ficou mais clara, como mostra a tabela

abaixo.
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Tabela 3. llustracdo dos fitocompostos detectados nas Macroalgas

Algas Esteroides Alcalbides Cumarinas Taninos

Eucheuma
denticulatum

(metanol)

Eucheuma
denticulatum

(acetona)

Kappaphycus
alvarezii

(metanol)

Kappaphycus
alvarezii

(acetona)
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Tabela 3. llustragdo dos fitocompostos detectados nas Macroalgas (Continuacéo)

Algas

Esterdides

Ulva Lactuca)
(metanol)

Ulva lactuca

(acetona)

Padina boryana

(metanol)

Padina boryana
(acetona)

Alcaloides

Cumarinas

Taninos




5.2. Analise da actividade antioxidante das macroalgas pelo método de Reducéo do
Complexo fosfomolibdénio.

5. 2.1. Curva de calibracéo do Acido ascorbico

A curva de calibracio foi feita utilizando como padrio o Acido ascdrbico e obtida a partir
das concentracdes decrescentes do acido e das suas absorbancias. A partir da analise de
regressdo, foi possivel obter a equacdo de recta e o coeficiente R2 do Acido ascorbico, que
evidencia uma relacdo forte positiva entre os valores das absorbancias e a concentracdo do

acido.

1.200

1.000
y =0,2023x + 0,202
0.800 R2 = 0,963

0.600

0.400

Absorbancias a 695 nm

0.200

0.000
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5

Concentracao do acido ascorbico (mg/g)

Figura.13 Curva de Calibracio do Acido ascorbico, obtido a partir das absorbancias
médias das diluicBes, e posterior inferéncia da Concentragio do Acido ascorbico através da
equacdo da recta Y=0,2023x+0.202.

5.2.2. Actividade antioxidante no extracto de metanol

A anélise antioxidante das macroalgas foi realizada pelo método de reducdo do Complexo
fosfomolibdénio, onde a capacidade antioxidante em termos de Capacidade antioxidante
Total nos extratos metandlicos, mostraram que houve diferencas quando comparadas as trés
concentracdes de diluicdes, nas algas Ulva lactuca e Eucheuma denticulatum,
contrariamente as algas Padina boryana e Kappaphycus alvarezii, que ndo apresentaram
diferencgas significativas entre as trés concentracées de diluicao.
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A analise antioxidante das macroalgas, foi realizada por meio de trés diluicGes seriadas
sucessivas da solucdo estoque com concentracdo de igual a 0.05g/ml. Nas quatro algas
analisadas usando o extrato de metanol, em média, os valores da Capacidade antioxidante
Total absorbancias decrescem a cada diluicdo realizada, assim sendo, a maior Capacidade
antioxidante foi verificadas na primeira diluicdo de 10%, seguida da segunda diluicdo de 102

e por altimo a terceira diluicéo.

Tabela 4. Valores percentuais da capacidade antioxidante total e desvio padréo das

macroalgas no extrato de metanol.

Diluicbes
Macroalgas 10t 102 103
Ulva lactuca 70.5% + 0.031 51.5% + 0.099 45.8% +0.78
Padina boryana 71.8% +0.038 45.6% +0.024 39.0% + 0.006
Eucheuma denticulatum 48.8% + 0.059 34.1% + 0.064 37.4% + 0.020
Kappaphycus alvarezii 38.7%+ 0.014 34.4% + 0.087 28.6% + 0.046

Nas trés concentracdes analisadas, apenas a alga Ulva lactuca e Eucheuma denticulatum,
apresentaram diferencas significativas entre os diferentes grupos de diluigdes (p<0.05),
enquanto as algas Padina boryana e Kappaphycus alvarezii, mesmo apresentando um
aumento da sua Capacidade antioxidante Total & medida que se reduz a dilui¢do, os valores
da Capacidade antioxidante total, ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significantes entre si (p>0,05), abaixo estdo ilustradas as concentragdes do acido ascorbico
nas macroalgas, na primeira diluicdo que foi a que apresentou melhores resultados (Figura
15).
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Figura 14. Valores médios da concentracio do Acido ascdrbico no extracto de metanol das

macroalgas.

Os resultados mostram que relativamente as concentragbes do Acido ascorbico nas
macroalgas preparadas com metanol, maior concentracdo deste acido foi detectada na
macroalga Padina boryana com 2.55mg/g revelando desta forma, uma relacdo de
proporcionalidade existente entre a concentracio do Acido ascorbico e a percentagem da
Capacidade Antioxidante Total, que também foi elevada na primeira diluicdo da macroalga

Padina boryana (71.8% + 0.038) comparativamente as outras macroalgas.

5.2.3. Actividade antioxidante no extracto de acetona

Em geral, os valores da Capacidade antioxidante das macroalgas, usando acetona como
solvente, comportaram-se de igual forma que os extratos de metanol, o que sugere
novamente uma proporcionalidade direta entre as concentracfes das dilui¢des e os valores
médios da Capacidade antioxidante. Ou seja, quanto mais concentrada for a solucdo

analisada, maior sera a Capacidade antioxidante das macroalgas.
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Tabela 5. Valores da Capacidade antioxidante Total e desvio do extrato de acetona.

Diluicbes
Macroalgas 10t 102 108
Ulva lactuca 70.2% + 0.040 43.7% £ 0.042 31.5% + 0.031
Padina boryana 50.9% + 0.025 33.3%= 0.048 21.8% £ 0.019
Eucheuma denticulatum 51.1% + 0.037 34.1% + 0.054 20.0%= 0.041
Kappaphycus alvarezii 91.9%= 0.001 34.6% £ 0.015 30.2% + 0.092

Relativamente a Capacidade antioxidante total, as algas no extracto de acetona
apresentaram valores com uma distribuicdo semelhante a do extracto de metanol, sendo a
macroalga Kappaphycus alvarezii a que apresentou a maior Capacidade antioxidante Total
na primeira diluicdo (91.9%z 0.001), apresentando igualmente a maior concentracdo do
Acido ascorbico com 3.54mg/g, como ilustra a figura 15.
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Figura 15. Valores da concentracdo do acido ascorbico nos extractos de acetona nas

macroalgas.
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Em geral, a concentracdo do acido ascorbico nas macroalgas, foi maior no extracto de

acetona da macroalga Kappaphycus alvarezii , comparactivamente ao extracto de metanol,

e as diferencas estatisticas entre os dois solventes extratores nas macroalgas esta ilustrada

na Tabela 6, com as concentracGes do &cido ascorbico (mg/g), os respectivos p-values e a

sua comparacao com o nivel de significancia de 0.05.

Tabela 6. Comparacao das concentracdes médias do Acido ascorbico nas macroalgas

Macroalgas Concentracdo do | Concentracdo do A. | p—value

A. ascorbico no ascorbico no extracto

extracto de de acetona (mg/g)

Metanol (mg/g)
Ulva lactuca 2.48 2.59 P(0.1798>0.05
Padina boryana 2.55 1.51 P(0.0020)<0.05
Kappaphycus alvarezii 0.91 3.54 P(0.0001)<0.05
Eucheuma denticulatum | 1.41 1.52 P(0.4639) >0.05
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6. Discussao

6.1. Analise comparativa de fitocompostos obtidos nos extractos de metanol e acetona
das macroalgas marinhas

Nos ultimos anos, as macroalgas tém se mostrado com diversas possibilidades de aplicacdo
e com isso, varios estudos virados para extracdo e identificacio de moléculas que
constituem metabdlitos secundarios das espécies tém sido realizados e comprovada a sua

relevancia como uma fonte natural de compostos bioactivos (Da Silva, 2020).

Nas analises colorimétricas realizadas, na macroalga Padina boryana foi possivel detectar a
presenca de esteroides e taninos hidrolisaveis apenas no extrato de metanol, resultados
semelhantes aos obtidos por Miranda, (2023) num estudo similar, onde analisou apenas
extractos metanolicos de Padina boryana e Sargassum asperifolium, no entanto nas
analises de alcaléides e cumarinas, os resultados foram negativos, revelando algumas
diferencas quando comparados com os resultados verificados neste estudo, pois detectou-se

a presenca de alcaldides e cumarinas nos dois extratos analisados.

A identificacdo de metabolitos secundarios como taninos e flavonoides pode ser feita
usando como solvente a 4gua, no entanto para a obtencdo de extratos mais concentrados

podem ser usados solventes organicos (Tondi e Petutschnigg 2015).

Segundo Corsetto et al, (2020) sdo varios os fatores que determinam a composicdo
fitoquimica e composicdo das algas castanhas, tratando-se de isolamento e extracdo de

metabolitos secundarios, destacando como o maior ponto de diferenca, o método aplicado.

Os taninos sdo metabolitos secundarios pertencentes ao grupo dos polifendis, sdo
importantes em varias aplicacdes terapéuticas, na agricultura e na indUstria, para a producao
de substancias floculantes, anticorrosivos, plasticos, clarificacdo de bebidas, e outros
(Mamet, et al., 2018).

Os taninos oxidam com muita facilidade, interagindo com enzimas vegetais especificas, na
literatura sdo vérias as metodologias aplicadas para a deteccdo de taninos, sendo que a
maior parte deles utiliza o Cloreto férrico combinado com outro reagente para a formagéo
de complexos. Esses sais férricos reagem com as substancias fendlicas presentes nos

extratos e a identificacdo de taninos torna-se possivel através de reacBes cromogénicas, no
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entanto, podem ocorrer erros de analise, quando a fonte de luz ndo é adequada (Beltran,
2019).

Em uma pesquisa realizada por Ajayi et al., (2017), para deteccdo de taninos, onde
observou a coloracdo verde acastanhada ou azul-preta, indicando a presenca de taninos, 0s
mesmaos resultados obtidos neste estudo nos extratos de acetona das algas Padina boryana e

Ulva lactuca.

O teste de cloreto férrico, para a analise de taninos, revelou certas imprecisfes para a
identificacdo de taninos detectados, devido ao rapido escurecimento dos extratos tornando-

se dificil a distin¢do dos taninos hidrolisaveis dos condensados.

Como resposta a esta limitacdo, desde a década 80, varios cientistas tém vindo a estudar a
aplicacdo de LED’s em andlises quimicas, com propriedades que permitam a interacdo com
os extratos analisados, revelando os resultados reais das reacgoes, através da transmitancia
(Hauser e Chiang 1993; Macka, 2014; Yeh et al. 2014; Bui e Hauser, 2015).

Os resultados obtidos na analise colorimétrica para a detecgdo de alcal6ides, revelaram que
esses metabdlitos se encontram presentes em todas as espécies analisadas neste estudo,
tanto nos extractos de metanol, assim como de acetona, resultados semelhantes foram
observados por Dias et al, (2020a) onde foram avaliados extractos metanélicos de algumas
espécies de algas vermelhas, castanhas e verdes, incluindo a Ulva lactuca, também
analisada no presente estudo.

Contrariamente a esses resultados, Miranda (2023) e Giro et al., (2015) nas suas analises
colorimétricas, obtiveram resultados negativos na alga Padina boryana, e associaram esse
facto a possibilidade de os extratos apresentaram baixa concentracdo deste fitocomposto e a

variagdo da sazonalidade das macroalgas.

De acordo com Cavalcante (2024) numa revisdo sobre Classes, propriedades e métodos de
extracdo, destaca a influéncia das condi¢fes de extracdo na caracterizacdo e isolamento dos
metabolitos secundarios, sendo os principais factores: o tipo de solvente, tempo de
extracdo, temperatura, e o método aplicado, fazem total diferenca na composicéo
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fitoquimica e nas propriedades bioldgicas dos extractos analisados, abrindo espago para

conclusdes distintas em estudos semelhantes.

Os alcaloides apresentam algumas atividades terapéuticas naturais, agindo como anestésico,
analgesico, psico-estimulante, neuro-depressores, etc. Apesar deste metabolito estar
presente em diversos vegetais, as funcdes que desempenham nas plantas ainda levantam
alguns questionamentos, mas até o momento, sdo considerados como reservatorios na
sintese de proteinas, reguladores de crescimento, agentes finais da desintoxicacdo e da
transformacédo de outras substancias, sendo que em elevadas quantidades pode ser toxica

para a planta (Aradjo et al., 2014).

As cumarinas apresentaram resultados positivos em todas as algas analisadas, representam
uma classe de metabdlitos secundarios, encontrados em diferentes partes das plantas e foi a
partir de uma cumarina que se desenvolveu o primeiro medicamento para o tratamento de
uma doenca hemorragica no gado, que posteriormente serviu como modelo para a producéo

de anticoagulantes (Simdes, 2007).

Das actividades biologicas das cumarinas, destacam-se a actividade antidepressiva, anti-
histaminica, acaricida, anti-inflamatoria, hepatoprotetora e anti-melanogénica (Araujo et al,
2014), também podem ser usados como narcoticos, sedativos, analgésico, vasodilatador e

como regulador hormonal (Ferreira et al., 2021).

Em relagcdo aos esterdides, encontrados apenas na Alga Ulva lactuca nos dois extratos
analisados, obtidos pelo teste de Liebermann Burchard, que estabelece a mudanca de cor
azul para verde e em determinados ensaios fitoquimicos, os esterdides sdo detectados em

Chlorophytas e em outros, apenas em Phaeophytas (Dias et al., 2020a).

Segundo Costa (2001), nos extractos em que 0s esterOides estdo presentes, o reagente de
Liebermann-Burchard ird desencadear perdas da molécula de agua e de hidrogénio no
nacleo do esterdide, formando derivados coloridos, com coloracdo azul-evanescente
seguida de verde para esteroides livres, sugerindo assim a presenca de esteroides livres na

macroalga Ulva lactuca.
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Estudos relacionados a bioactividade dos esterdides, mostram que estes fitocompostos
apresentam propriedades citotoxicas, antiviral, antitumoral, antioxidante, anti-malarica e

anti-inflamatoria (Aradjo, 2014).

Contudo, é importante ressaltar que a efectividade da prospecdo e da caracterizacdo dos
compostos fenolicos tornam-se de elevada dependéncia das condicdes de extracdo ou
condicgdes laboratoriais, sendo que na extragcdo, o solvente usado desempenha um dos
papéis mais importantes nessa etapa, onde 0s mais usados sd8o o metanol e o etanol
(Cavalcante et al., 2024). No entanto, outros solventes como acetona, acetato de etila,
hexano, cloroférmio e outros mais podem ser testados para a optimizacdo do processo de
extracdo (Yakoub et al., 2018).

6.2. Analise da actividade antioxidante das macroalgas

O interesse pelo estudo das algas como fonte de substancias com potencial antioxidante,
surgiu em decorréncia da procura de adictivos alimentares que ndo prejudicasse a salude
humana. E o ponto de partida para esse estudo, é a capacidade que determinadas algas tém
quando desidratadas, serem armazenadas por longos periodos sem apresentarem sinais de
oxidacédo e mantendo-se intactas (Cabral et al., 2011).

As macroalgas marinhas, apresentam uma extensa variedade de compostos com potencial
antioxidante, como os compostos fenolicos, carotendides, tocoferois, polissacaridos e

péptidos (Jacobsen et al., 2019).

6.2.1. Actividade antioxidante no extracto metandlico das macroalgas marinhas
No grupo de algas analisadas neste estudo usando o extracto de metanol, a maior

capacidade antioxidante foi detectada na macroalga Padina boryana (71.8% + 0.038), com
uma concentragio do Acido ascorbico igual a 2.55 mg/g, esses resultados sdo similares aos
resultados obtidos nos estudos anteriormente realizados com esta alga. Como demonstra
Macamo,(2023) num estudo onde comparou a actividade antioxidante de espécies dos trés
grupos de macroalgas, sendo que no grupo das macroalgas castanhas, a macroalga Padina
boryana foi a segunda macroalga com maior concentragdo do acido ascorbico (0.64 mg/qg).
Assim como Jayawardena et al., (2020) no seu estudo constatou que de entre as algas
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analisadas a macroalga Padina boryana apresentou a Capacidade Antioxidante Total mais
elevada (56.34%).

Para além da alga Padina boryana,a macroalga Ulva lactuca também apresentou resultados
animadores no exctrato de metanol (2.49mg/g), sendo a segunda alga com maior
concentracdo do acido ascorbico usando o metanol como solvente extractor, ndo superando

os resultados obtidos com o solvente acetona.

As diferencas apresentadas pelas algas, relactivamente a concentracdo do acido ascorbico e
dos valores percentuais da Capacidade Antioxidante Total, sdo explicadas por Ramah et al.
(2013), onde destaca a variagdo do ambiente onde a alga se encontra, tendo sido realizado
um estudo onde analisaram a actividade antioxidante em estacOes diferentes do ano, e
detectaram que os seus valores eram estatisticamente diferentes quando comparados 0s

valores obtidos no verdo e os obtidos no inverno.

De acordo com Cavalcante et al., 2024, para além de factores como tempo de extracao,
temperatura, pH, razdo solido-liquido, tamanho da particula e o nimero de etapas da
extracdo, o tipo de solvente usado para a extracdo também apresenta um papel determinante
na eficiéncia da extracdo, pois a extracdo com solventes de polaridades diferentes como
metanol e acetona (embora este Gltimo seja considerado polar e apolar simultaneamente),os
resultados obtidos mostram diferencas significativas, 0 que sugere que para a alga Padina
boryana, o metanol é o melhor solvente extrator quando comparado com acetona,
apresentando diferencas estatisticamente significantes (P.0020<0.05) entre si, para esta

alga.

6.2.2. Actividade antioxidante no extracto de acetona das macroalgas marinhas

No ensaio antioxidante realizado com o extracto de acetona, a macroalga Kappaphycus
alvarezii, mereceu maior destaque pois apresentou a maior concentracdo de acido ascorbico
(3.54 mg/g), também apresentou a maior Capacidade antioxidante Total igual a 91.1%,
apresentando diferengas significativas(P 00001<0.05) com o extracto de metanol que

apresentou uma concentracio do Acido ascorbico igual & 0.91 mg/g.
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De acordo com Balasubramaniam et al., (2015) a actividade antioxidante evidenciada pela
alga vermelha, pode estar associada a quantidade de polissacarideos, &cidos fendlicos e
carotendides que a alga possui nos seus extractos, sendo por isso considerado um dos
factores com elevada influéncia na capacidade antioxidante da alga. Para a alga em questao,
vale ressaltar que mesmo que os seus valores da capacidade antioxidante sejam amplamente

diferentes, estatisticamente ndo apresentam diferencas significativas entre si (p>0.05).

A macroalga Ulva lactuca mostrou-se novamente com potencial antioxidante, com uma
concentracdo de 2.49mg/g (metanol) e 2.59mg/g (acetona) o que sugere que o solvente

acetona, apresentou-se com maior eficiéncia em relacdo ao metanol para a alga em questao.

Contrariamente, a Ulva lactuca e Kappaphycus alvarezii que apresentaram resultados
relactivamente elevados no ensaio antioxidante usando acetona, a concentracdo do acido
ascorbico nas macroalgas Eucheuma denticulatum e Padina boryana foi de 1.41 e 2.55
mg/g respectivamente no extracto de metanol, sendo que no extracto de acetona a
concentracdo do acido foi de 1.52mg/g para as duas macroalgas.

A reduzida actividade antioxidante evidenciada nesta macroalgas usando o extrato de
acetona quando comparado ao de metanol, verificada neste estudo, também foi verificada
por Vimala (2015), ao analisar a actividade antioxidante da macroalga Eucheuma
denticulatum a partir de quatro extractos, n-hexano, acetato de etila, acetona e etanol, e 0

extracto de acetona foi o terceiro com menor actividade antioxidante.

Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos neste trabalho pois em geral, todas as
macroalgas analisadas com o extracto de acetona, apresentaram uma actividade
antioxidante relactivamente baixa. Segundo Vimala (2015), estes resultados sugerem que a
actividade dos extractos pode estar ligada a uma mistura de compostos que podem actuar
sinergicamente. Outro possivel factor que pode afetar a falta de actividade, € que a etapa de
diluicdo pode ter degradado ou retido alguns dos metabolitos importantes durante o

processo.

A baixa actividade antioxidante verificada na macroalga Padina boryana, quando
preparado 0 seu extracto com acetona, foi também verificada em outras macroalgas

castanhas, como relata Da Camara, (2010) onde analisou os extractos de duas macroalgas
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castanhas, C. cervivonis e D. delicatula pelo método de sequestro do radical hidroxila e
superoxido, sendo que a sua capacidade antioxidante foi de aproximadamente 8%. Contudo
torna-se de elevada importancia ressaltar que, tanto a concentragdo usada, assim como o
método de analise da actividade antioxidante sdo totalmente diferentes aos aplicados neste

estudo.

As macroalgas marinhas analisadas, demonstraram um grande potencial biotecnolégico,
evidenciando uma composi¢do fitoquimica diversificada e promissora para futuras
pesquisas e aplicagcbes. As variaches observadas nos solventes metanol e acetona,
mostraram que existe um grande potencial na aplicacdo dos mesmos para a prospeccdo de
novos fitocompostos e actividade antioxidante das macroalgas. Portanto, a selecdo
cuidadosa do solvente extractor é crucial para garantir resultados precisos e confidveis tanto

para a analise antioxidante quanto para a deteccao de fitocompostos.
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7. Conclusao

v

Dos compostos analisados (alcaloides, esteroides, cumarinas e taninos), foi possivel
identificar cumarinas e alcal6ides em todas as algas usando o solvente metanol, e
os esteroides s6 foram detectados na macroalga Ulva lactuca

Usando acetona como solvente, foi possivel identificar alcal6ides, taninos e
cumarinas, em todas as espécies de macroalgas, com excecdo da macroalga Ulva
lactuca que apresentou resultado negativo para cumarina.

Na andlise antioxidante usando o extracto de metanol, a macroalga Padina
boryana apresentou a maior concentragao do acido ascorbico que foi de 2.55mg/g.
No extracto de acetona, a maior concentracdo do Acido ascorbico foi verificada na
macroalga Kappaphycus alvarezii com 3.54mg/g sendo os valores mais altos
obtidos neste estudo.

As macroalgas Ulva lactuca e Eucheuma denticulatum ndo apresentaram
diferencas significativas (p>0.05) na concentracdo do acido ascérbico comparando
os dois solventes.

Ha diferencas significativas (p<0.05) na concentracdo do acido ascérbico usando o
metanol e acetona nas macroalgas Kappaphycus alvarezii e Padina boryan.
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8. LimitagOes
v Limitada informac&o relacionada a preparagdo de extractos usando acetona como
solvente extractor na anélise antioxidante.

v Impossibilidade de realizacdo de outros métodos de analise antioxidante, devido aos
custos envolvidos no processo.

v' Dificil identificacdo de metabdlitos nos extratos em que a cor da amostra é
semelhante a coloragéo esperada.
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9. Recomendaces

v

\

O presente estudo sugere:

Uma avaliacdo prévia do local de colheita das amostras, tomando como parametros,

0 pH, a temperatura e a salinidade, pois séo fatores que podem alterar a composicao

molecular das algas, interferindo nos resultados obtidos.

A preparacédo dos extratos aplicando outro método de extracéo e outros tipos de
solventes.

A comparacdo de dois ou mais tempos diferentes de extracdo dos metabolitos
Realizacdo de uma andlise quantitativa dos metabdlitos secundarios identificados.
A utilizacdo de dois ou mais méetodos de andlise antioxidante, assim como a
deteccdo de compostos bioativos, para melhor comparacao e avaliacdo da eficacia

de cada um dos métodos escolhidos.
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11. Anexos

1. Valores das absorbancias dos extractos de metanol, obtidos a partir do calculo

da Concentracdo inibitéria minima) 1C50.

(] Macroalga Ulva lactuca

Concentracoes de diluicdo
10t 102 103
Absorbancias 0,724 0,408 0,373
0,670 0,535 0,475
0,722 0,602 0,526
Médias 0,705 0,515 0,458
Desvio Padrdo 0,031 0,099 0,078
'] Macroalga Padina boryana
Concentracoes de diluicdo
10t 102 103
Absorbancias 0,714 0,460 0,393
0,681 0,479 0,383
0,757 0,431 0,393
Médias 0,718 0,456 0,390
Desvio Padrédo 0,038 0,024 0,006
] Macroalga Kappaphcus alvarezii
Concentracéo de diluigéo
Absorbancias 10t 102 108
0.403 0.245 0.333
0.378 0.408 0.288
0.378 0.378 0.237
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Médias 0.387 0.344 0.286
Desvio Padrédo 0.014 0.087 0.048
] Macroalga Eucheuma denticulatum
Concentracéo de diluicéo
Absorbancias 10t 102 103
0.422 0.403 0.388
0.535 0.275 0.383
0.507 0.345 0.351
Médias 0.488 0.341 0.374
Desvio Padréo 0.059 0.064 0.020

2. Valores das absorbancias dos extractos de acetona, obtidos a partir do célculo

da concentracdo inibitéria minima (1C50).

] Macrolaga Ulva lactuca

Concentracéo de diluicdo

Absorbancias 10t 102 103
0.729 0.484 0.279
0.722 0.402 0.329
0.728 0.424 0.338
Médias 0.726 0.437 0.315
Desvio padréo 0.004 0.042 0.031
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(] Macroalga Padina boryana

Concentracéo de diluicdo

Absorbancias 10t 102 103
0.538 0.347 0.234
0.495 0.372 0.222
0.495 0.279 0.197
Media 0.509 0.333 0.218
Desvio 0.025 0.048 0.019
1 Macroalga Kappaphycus alvarezii
Concentracéo de diluicdo
Absorbancias 10t 102 103
0.364 0.347 0.918
0.338 0.364 0.918
0.338 0.197 0.920
Média 0.346 0.302 0.919
Desvio padréo 0.015 0.092 0.001
71 Macroalga Euchuema denticulatum
Concentracéo de diluicdo
Absorbancias 10t 102 103
0.310 0.319 0.210
0.279 0.300 0.155
0.942 0.402 0.234
Média 0.511 0.341 0.200
Desvio padréo 0.374 0.054 0.041
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Valores de absorbancia do acido ascobico

Concentracoes de diluicao
Absorbancias 10t 102 103
0.974 0.881 0.573
0.965 0.882 0.586
0.964 0.886 0.604
Média 0.968 0.883 0.588
Desvio padréo 0.005 0.003 0.016

3. Comparagcao da concentragdo do Acido ascorbico presente na macroalga

Padina boryana no extracto de metanol e acetona.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Variavel 1 Variavel 2

Média 1519196 2.547372
Variancia 0.01506 0.035487
Observacdes 3 3
Yp+ 0
Gl 3
Stat t -7.92098
P(T<=t) uni-caudal 0.002098
t critico uni-caudal 2.353363
P(T<=t) bi-caudal 0.004195
t critico bi-caudal 3.182446

Interpretacdo : Ha diferencas significativas nas concentracdes do acido ascérbico no

extracto de metanol e acetona na macroalga Padina boryana, rejeitando-se a Hipétese nula.
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4. Comparacao da concentragdo do Acido ascérbico presente na macroalga Ulva

lactuca no extracto de metanol e acetona.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Varidvel 1 Varidvel 2
Média 2.59186 2.488054
Variancia 0.00035 0.022904
Observagoes 3 3
Hipotese da diferenca de média 0
Gl 2
Statt 1.179064
P(T<=t) uni-caudal 0.179819
t critico uni-caudal 2.919986
P(T<=t) bi-caudal 0.359638
t critico bi-caudal 4.302653

Interpretacdo : Ndo ha diferencas significativas nas concentraces do acido ascorbico no
extracto de metanol e acetona na macroalga Ulva lactuca Pg179>0.05 aceitando-se a

Hipotese nula.

5. Comparagcao da concentracédo do Acido ascorbico presente na macroalga
Kappaphycus alvarezii no extracto de metanol e acetona.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Variavel 1 Variavel 2

Média 3.542593508  0.911188
Variancia 3.25797E-05  0.005091
Observacdes 3 3
Hipotese da diferenca de média 0
Gl 2
Stat t 63.67655999
P(T<=t) uni-caudal 0.000123268
t critico uni-caudal 2.91998558
P(T<=t) bi-caudal 0.000246536
t critico bi-caudal 4.30265273
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Interpretacdo : Ha diferencas significativas nas concentracdes do acido ascorbico no
extracto de metanol e acetona na macroalga Kappaphycus alvarezii, rejeitando-se a
Hipotese nula.

6. Comparagcao da concentracdo do Acido ascorbico presente na macroalga

Eucheuma denticulatum no extracto de metanol e acetona.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Variavel 1 Variavel 2

Média 1.524139  1.413742
Variancia 3.42068  0.084618
Observacdes 3 3
Hipdtese da diferenca de média 0
Gl 2
Statt 0.102131
P(T<=t) uni-caudal 0.463985
t critico uni-caudal 2.919986
P(T<=t) bi-caudal 0.92797
t critico bi-caudal 4.302653

Interpretacdo : N&o ha diferencas significativas nas concentrages do acido ascérbico no
extracto de metanol e acetona na macroalga Eucheuma denticulatum, aceitando-se a

Hipdtese nula.
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