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“Observei que todos aqueles produtos do reino vegetal estavam aderentes ao
solo apenas por uma base superficial. Sem raizes, indiferentes ao corpo solido, areia,
concha ou seixo, que as suporta, pedem-lhe tdo-somente um pouco de apoio € nao
vitalidade. Estas plantas provém de si mesmas, € o principio da sua existéncia estd na
agua, que as sustenta e as alimenta. A maior parte delas, em vez de folhas, eram
providas de laminas de formas extravagantes, circunscritas numa gama restrita de cores,
que nao compreendia mais do que o cor-de-rosa, o carmim, o verde, o azeitonado, € o
castanho. Tornei a ver ali, mas ndo secas, como os exemplares do Nautilus, as
sifondceas, abertas em leques, que pareciam como que solicitar a brisa, ceramios
escarlates, lamindrias estendendo seus pequenos gomos comestiveis, neriocristias
filiformes e flexuosas, que desabrochavam a altura de quinze metros, ramalhetes de
acetabularias, cujos pés crescem pela parte superior, e grande nimero de outras plantas

pelagianas, todas porém sem flores.”

in “Vinte Mil Léguas Submarinas”

Julio Verne
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Resumo

Oito carragenofitas, da costa portuguesa, representando sete géneros e quatro
familias das Gigartinales, foram estudadas na baia de Buarcos durante cerca de um ano
(estudo da variagdes sazonais) € em quinze estacdes costeiras (estudo das variacdes
geograficas), localizadas entre o Baleal (Peniche), na zona Centro, ¢ Moledo, na zona
Norte. A determinacdo da variagdo sazonal e geografica do estado reprodutor,
comprimento, peso seco € conteido em carragenana, foi feita com base no método de
amostragem aleatoria. Em geral, o comprimento e a biomassa das carragenofitas
estudadas apresentam variagdes sazonais, com um incremento no inicio da Primavera
(Abril), um aumento acentuado no inicio do Verdo (Junho/Julho) e valores reduzidos no
final do Verao, Outono e Inverno. O baixo conteido em coloide registado no Inverno
(Dezembro) e, em oposicdo, o elevado teor em carragenana verificado nas amostras
colhidas no Verao (Julho), podem estar relacionados, respectivamente, com os elevados
e reduzidos niveis de nutrientes (Azoto e Fosforo) presentes na agua. O maior conteudo
médio em carragenana foi registado numa amostra de Chondracanthus acicularis (40.1
%), seguido dos valores registados nas amostras de Gigartina pistillata (38.7 %) e
Chondracanthus teedei var. lusitanicus (34.9 %). O método de amostragem aleatoria
(com quadrados) foi usado na determinagdo da biomassa ¢ o método de “amostragem
em continuo sobre um transepto” no calculo da percentagem de cobertura de cada
carragendfita, em dois periodos: Outono/Inverno e Primavera/Verao. As carragendfitas
com maior cobertura e biomassa foram as seguintes: Chondrus crispus (3.75 % - 570 g
m?); C. acicularis (3.45 % - 99 g m™); C. teedei var. lusitanicus (2.51 % - 208 g m™);
Mastocarpus stellatus (2.02 % - 520 g m?).

Para a caracterizagdo dos diferentes tipos de carragenana foram usadas as
técnicas espectroscopicas: FTIR-ATR, FT-Raman, 'H e C-RMN. Com base nestas
técnicas, nomeadamente em FTIR-ATR e FT-Raman, foram desenvolvidas
metodologias inovadoras que nos permitiram a correcta identificacdo das diversas
fraccdes de carragenana, em particular das variantes da familia lambda (carragenana
lambda, ksi e theta) e dos precursores bioldégicos (mu e nu) das carragenanas
gelificantes (kappa e iota, respectivamente). Visto que as amostras foram sujeitas a uma
manipulagdo minima (as algas sdo simplesmente secas e moidas), a composi¢cao

determinada representa, o mais fielmente possivel, a composi¢do natural dos
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ficocoldides. Nas andlises espectroscopicas foram usados, como referéncia, os espectros
de amostras comerciais de carragenana e de carragendfitas utilizadas com fins
industriais. A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do protdo e do carbono
13 foi usada na caracterizagdo e quantificacdo dos diferentes componentes das
carragenanas extraidas (extrac¢do aquosa e alcalina). De acordo com as recomendagdes
da TUPAC foi apresentado, relativamente ao DSS como standard interno, um novo
conjunto de deslocamentos quimicos de 'H e "“C-RMN dos principais tipos de
carragenana. Além disso, foram reportados os deslocamentos quimicos relativos ao
acido piravico e ao amido florideo, compostos que surgem normalmente associados as
carragenanas.

Relativamente aos diferentes tipos de carragenana produzidos pelas espécies
estudadas, devem ser realgados os seguintes resultados: os gametéfitos femininos e talos
nao frutificados do C. crispus, M. stellatus. C. teedei var. lusitanicus, G. pistillata e C.
acicularis produzem carragenanas hibridas com diferentes racios kappa/iota
(copolimeros de carragenana kappa/iota); O G. crenulatus e o A. devoniensis produzem
uma grande diversidade de hibridos, com diferentes racios kappa/iota, dependentes de
variacdes sazonais; as carragenanas da familia lambda estdo presentes nos
tetrasporofitos de C. crispus (carragenana lambda), M. stellatus (carragenana lambda),
C. teedei var. lusitanicus (carragenana hibrida ksi/theta), C. acicularis (carragenana
hibrida ksi/theta) e G. pistillata (carragenana hibrida ksi/lambda); as diferentes geragdes
do Calliblepharis jubata produzem carragenana do tipo iota.

Com base nos nossos resultados, baseados em FTIR-ATR, FT-Raman e 'H-
RMN, muito mais sensiveis do que a >C-RMN, podemos concluir que a carragenana
kappa e iota tém precursores biologicos distintos, respectivamente mu e nu.

O método de extracgao laboratorial alcalino, usado neste trabalho, possibilita a
extraccdo de carragenanas com baixo indice de degradacdo e elevado peso molecular,
vindo confirmar a ideia de que a extrac¢ao de ficocoldides, mesmo em condigdes
“suaves”, possibilita a ciclizagdo das suas unidades constituintes.

A combinacdo de uma grande cobertura, de uma elevada biomassa disponivel e
um elevado teor em carragenana das espécies pertencentes ao género Chondracanthus e
de Gigartina pistillata, permite-nos considerar que estas carragenofitas constituem uma
potencial fonte industrial de copolimeros de carragenana kappa/iota, em adigcdo as
carragenoéfitas tradicionalmente colhidas em Portugal (C. crispus e M. stellatus). No

entanto, atendendo a que na actividade de apanha de algas marinhas, em populagdes
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selvagens existentes no patamar médiolitoral, existe o risco de sobre-colheita e
subsequente perda econdmica, para além da redugdo ou até destruicdo da biodiversidade
algal, ¢ necessdrio desenvolver estudos com vista & inclusdo destas carragendfitas em
sistemas integrados de aquacultura.

Em diversas estagdes costeiras encontramos talos heterosporicos de G. pistillata
(contendo, simultaneamente, soros de tetrasporocistos e cistocarpos), os quais foram
objecto de estudos morfolégicos, citolégicos e bioquimicos. Estes estudos foram
alargados a outras carragenofitas seleccionadas, o que nos permitiu analisar alguns
aspectos da carposporogénese, tetrasporogénese (C. teedei var. lusitanicus) e
distribui¢do dos polissacarideos (celulose e carragenana) nos talos e paredes celulares

(G. crenulatus, A. devoniensis e G. pistillata).
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Abstract

Eight carrageenophytes from the Centre and North cost of Portugal, representing
seven genera and four families of Gigartinales, were studied for about one year
(seasonal variation studies) in Buarcos bay and in fifteen different coastal stations
(geographic variation studies) from Baleal (Peniche), in Centre zone, to Moledo, in the
North zone. The reproductive status, dry weight and carrageenan content have been
followed by monthly random sampling. In general, plant size and biomass showed a
seasonal increase in early spring (April), a marked increase in early summer (June/July)
and low values in late summer, autumn and winter. The low colloid content in winter
(December) and the high colloid content in summer (July) can be related to high and
low nutrient (N and P, mainly) content of the water, respectively. The highest average
carrageenan yield was found in Chondracanthus acicularis (40.1 %), Gigartina
pistillata (38.7 %) and Chondracanthus teedei var. lusitanicus (34.9 %). The haphazard
sampling method (with quadrates) was used to determine the biomass and the
continuous sampling method, applied along a perpendicular transept to the shoreline,
was used to calculate the carrageenophytes cover in two periods: autumn/winter and
spring/summer. The following results must be enhanced: the highest cover and biomass
was found in Chondrus crispus (3.75 % - 570 g m™), Chondracanthus acicularis (3.45
% - 99 g m?), Chondracanthus teedei var. lusitanicus (2.51 % - 208 g m™) and
Mastocarpus stellatus (2.02 % - 520 g m™).

In order to characterize the different carrageenan types, vibrational (Infrared and
Raman) and resonance (‘H and '*C-NMR) spectroscopy was been used to reveal
detailed information concerning the properties and structure of these polysaccharides at
molecular level. In this work have been developed techniques of analysis based on the
FTIR-ATR and FT-Raman spectroscopy, which allowed an accurate identification of
the diverse carrageenan fractions, with particular relief for the variants of lambda-family
(lambda, ksi and theta) and for the biological precursors (mu and nu) of the gelling
carrageenans (kappa and iota, respectively). Because the samples are minimally treated
(dried, ground algal material), the determined composition represents, as accurately as
possible, the natural composition of the colloids. The spectra of both commercial
carrageenan samples and common carrageenophytes were used as reference. The NMR

(‘H and "*C) spectroscopy was used in order to characterize and quantify the different
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carrageenan fractions in the extracted phycocolloids (water and alkali extractions). A
new set of °C and 'H-NMR chemical shifts of most common carrageenan types is
given relative to DSS as the internal standard according to the IUPAC
recommendations. Moreover, the chemical shifts of characteristic signal for pyruvate
acetal and floridean starch are reported. Relatively to the carrageenan types, the
following results most be enhanced: Female gametophytes and non-fertile thalli samples
of C. crispus, M. stellatus, C. teedei var. lusitanicus, G. pistillata, C. acicularis and
Gymnogongrus crenulatus, present a varying degrees of kappa-iota hybrid carrageenan
(copolymers of kappa-iota carrageenan). Relative amounts of the different gelling
carrageenan fractions were determined with "H-NMR. The carrageenans extracted from
Ahnfeltiopsis devoniensis are constituted mainly by iota-carrageenan, but seasonal
variations in the nature of carrageenans are present. Lambda-family carrageenans were
found in tetrasporophytes of C. cripus (lambda carrageenan), M. stellatus (lambda
carrageenan), C. fteedei var. lusitanicus (hybrid ksi-theta carrageenan), C. aciculais
(hybrid ksi-theta carrageenan) and G. pistillata (hybrid ksi-lambda carrageenan).
Calliblepharis jubata presents carrageenans of iota-type in all reproductive stages.

On the basis of our results, based on FTIR-ATR, FT-Raman and "H-NMR, more
sensible than *C-NMR, we can conclude that the carragenana kappa and iota have
distinct biological precursors, mu and nu respectively.

The “soft” alkaline extraction method, used in this work, makes possible the
carrageenan extraction with low degradation and high molecular weight.

The conjugation of high available biomass and phycocolloid content of the
Chondracanthus species and Gigartina pistillata makes it a potentially important source
of copolymers of kappa-iota carrageenan, in addition to the traditionally harvested
carrageenophytes (M. stellatus and C. crispus). However, collection of seaweeds from
rocky shore has its limitations, always contains the risk of over-collection and
subsequent loss of the population. The next step, in the near future, will be developing
studies in order to introduce these carrageenophytes in the aquaculture integrated
systems.

In this work, fronds of G. pistillata exhibiting both tetrasporangial sori and
cystocarps, i.e., tetraspores and carpospores (heterosporic thalli), were found in several
costal stations. In order to clarify the nature and function of these reproductive
structures, it’s morphological, cytological and biochemical study was carried out. Other

morphological, citochemical and ultrastructural studies were performed in selected
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carrageenophytes in order to study both the carpospore/tetraspore formation (C. teedei
var. lusitanicus) and polysaccharide distribution (cellulose and carrageenan) in the thalli

and cell walls (G. crenulatus, A. devoniensis and G. pistillata).
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Preambulo (Resenha histérica)

Apesar do nosso pais apresentar condi¢cdes excepcionais para o desenvolvimento
da flora algolodgica, tanto marinha como de agua doce, os estudos em ficologia,
comparativamente a outras areas da biologia, correspondem ainda a uma pequena
percentagem do total da produgdo cientifica portuguesa, pese embora o seu incremento
nos ultimos anos.

Com uma faixa costeira de 830 quilémetros, o litoral portugués evidencia-se
pela riqueza da sua flora, em grande parte resultante da diversidade das influéncias
climaticas decorrentes da sua situacdo biogeografica peculiar (Braun-Blanquet et al.,
1972).

Os primeiros estudos ficoldgicos foram publicados no final do século XVIII
(Vandelli, 1788; Correa da Serra, 1796), seguidos por alguns outros apds um
consideravel periodo de tempo. As principais referéncias a algas marinhas portuguesas
correspondem as publicagoes de Palminha (1951; 1957), Mesquita Rodrigues (1963) e
Ardré (1970; 1971), representando estes ultimos os estudos mais completos, sobre a
flora algal marinha portuguesa, até agora publicados.

No que respeita ao Departamento de Botanica (FCTUC), embora as primeiras
referéncias a algas se encontrem na obra de Brotero (Flora Lusitana, 1804), foi
essencialmente Julio Henriques que, a partir da fundagdo da Sociedade Broteriana, em
1880, incrementou o interesse pela ficologia nesta Instituicdo (originalmente
denominada Instituto Botanico). Embora muito do material existente no Herbario de
Criptogamia do Departamento de Botéanica tenha sido recolhido por Welwitsch e
Newton, deve-se a Julio Henriques, em colaboragdo com Moller, a colheita de grande
namero dos espécimes presentes neste herbario (Santos e Mesquita, 1981).

Mesquita Rodrigues, de 1943 a 1964, para além de alguns trabalhos sobre algas
de agua doce, dedicou-se fundamentalmente, como j& foi referido, ao estudo das
Phaeophyceae (Rodrigues, 1963), tendo feito uma revisao dos espécimes existentes nos
herbarios de Coimbra (COI), Porto e Lisboa. No que respeita as Rhodophyceae, este
investigador descreveu uma variedade nova, o Chondracanthus teedei var. lusitanicus
(originalmente denominada Gigartina teedii var. lusitanica) (Rodrigues, 1957, 1958).

Entre os estudos ficologicos realizados no Departamento de Botanica, merecem
relevo os trabalhos de Povoa dos Reis sobre Rhodophyceae de dgua doce e salobra,
nomeadamente dos géneros Batrachospermum, Lemanea, Gracilaria, Polysiphonia ¢
Compsopogon, que incluem a identificacdo e descricdo de algumas espécies novas
(Povoa dos Reis, 1962, 1965, 1977).

Nos anos 60 do século passado, Almeida Rino, durante o periodo em que
trabalhou no Departamento de Botanica, inventariou varios faxa novos para Portugal
(Rino, 1969). Incentivada por este investigador, M. Fatima Santos continuou e
intensificou o trabalho por ele iniciado (Santos e Mesquita, 1981).

Em 1972, José F. Mesquita, professor deste Departamento (aposentado em 2003)
que se tinha especializado em citologia ultrastrutural, achou interessante alargar estes
estudos citologicos ao grupo das Algas, pois, entre outros aspectos, tratava-se de uma
area praticamente inexplorada em Portugal. Para a concretizagdo dessa nova linha de
investigacdo promoveu e orientou a instalagdo da primeira camara climatizada no
Instituto Botéanico, na qual se iniciou, em colaboragdo com M. Fatima Santos, o
isolamento e a cultura de algumas espécies de microalgas de agua doce que, de certo
modo, vieram a  constituir 0 “embrido” da  actual  Algoteca
(www.uc.pt/botanica/acoi.htm). M. Fatima Santos, para além de todo o arduo trabalho
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de colheita, identificacdo e manutencdo de grande parte da actual coleccdo de algas da
Algoteca, continuou a colaborar com José F. Mesquita em estudos citoldgicos
ultrastruturais de diversas microalgas (por vezes com a colaboracdo de J. Santos Dias),
referenciados como os primeiros realizados, neste dominio, no nosso Pais.

Posteriormente, Lilia Santos, actual responsavel pela Algoteca, desenvolveu
também diversos trabalhos de investigacdo em microalgas, com particular relevo nas
classes Eustigmatophyceae e Chrysophyceae (aspectos citologicos, taxondmicos e
ecologicos). Neste momento coordena e/ou participa em projectos de cardcter
internacional, entre os quais se destaca o projecto COBRA (criopreservagdo de
microalgas) e a elaboracdo da Flora Ibérica das algas continentais (Santos e Santos,
2004).

Em 1989 como monitor e depois, em 1992, como assistente estagiario, Leonel
Pereira iniciou a sua actividade como docente e investigador do Departamento de
Botanica sob supervisdo do Prof. Jos¢ F. Mesquita, que o orientou e incentivou para o
estudo das macroalgas marinhas. Pretendia-se assim retomar e desenvolver no
Departamento de Botanica este dominio da Ficologia, “abandonado” desde a década de
60 (Rodrigues, 1958, 1963) em favor do estudo das microalgas de dgua doce. Neste
contexto L. Pereira realizou, de 1989 a 1997, diversos estagios, “workshops” e missdes
que lhe permitiram obter uma formacdo metodologica solida em ficologia marinha,
indispensavel ao trabalho de investigacao que pretendia desenvolver. De salientar, neste
aspecto, a aprendizagem realizada na Universidade de Caen (Franga), ao abrigo de um
acordo de cooperacao franco-portuguesa subscrito pelos Profs. J. Mesquita (Coimbra) e
J. Cosson (Caen). Assim se iniciou o trabalho sobre a ecofisiologia de Chondracanthus
teedei var. lusitanicus da baia de Buarcos, cujos primeiros resultados foram
apresentados, em 1994, na XXIV reunido da SPMEC-BC (Pereira e Mesquita, 1994).

Apos a realizagao das provas de Aptidao Pedagogica e Capacidade Cientifica
(Pereira, 1996a, b), L. Pereira iniciou propriamente a sua actividade de investigagao
com o projecto “Contribuicdo para o conhecimento das macroalgas da costa
portuguesa”, apresentado no 1° encontro da APAA (Pereira e Mesquita, 1999) e
financiado, em parte, pela Reitoria da UC e pelo Centro de Biologia Vegetal. No ambito
deste projecto, para além de diversos levantamentos algologicos, co-orientou, em
colaboracao com o Prof. J. F. Mesquita, alguns estagios cientificos da licenciatura em
Biologia (ver Curriculum) no dominio da Ficologia (macroalgas), o que lhe veio a
proporcionar uma excelente pratica no trabalho de campo. Das colheitas feitas, nestes
levantamentos, resultou a “nova colec¢do de macroalgas marinhas do Departamento de
Botanica” (MACOI) e todos os dados recolhidos deram origem ao “portal das
macroalgas portuguesas — portuguese seaweeds website” (Pereira ef al., 2002a; Dias,
2003a), uma base de dados “on-line” que pode ser consultada em www.uc.pt/seaweeds.
O primeiro trabalho a fazer referéncia a exemplares desta nova colec¢do (MACOI),
registados na base de dados, foi Pérez-Ruzafa et al. (2003).

Estas actividades de campo e muitas outras de indole laboratorial, cujos
resultados dao corpo a presente tese de doutoramento, representam a primeira etapa de
uma linha de investigacdo em macroalgas marinhas desenvolvida no Departamento de
Botanica da FCTUC, que se espera continuar e ampliar, com énfase nas suas
potencialidades biotecnologicas.

XXX1
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1 — Introducgao

Enquadramento do trabalho

Foi no contexto descrito no “Predmbulo” que se iniciou e desenvolveu o trabalho
de investigagdo conducente a tese que ora se apresenta: “Estudos em macroalgas
carragenoéfitas (Gigartinales, Rhodophyceae) da costa portuguesa — aspectos ecoldgicos,
bioquimicos e citologicos”. A seleccdo de espécies ou estirpes produtoras de
carragenanas, de elevada qualidade e o seu estudo sob os pontos de vista ecologico,
biogimico e citologico constitui um trabalho de elevado interesse, tendo em vista, para
além dos aspectos estritamente biologicos, a importancia crescente destes ficocoldides
na confeccdo de diversos produtos industriais, na area alimentar, ndo alimentar e
farmaceéutica.

O facto das algas utilizadas com este objectivo serem sobretudo espécies
exoticas com origem em paises politicamente instaveis, obriga a industria de extraccao a
procurar outras fontes de ficocoloides, sobretudo espécies ainda ndo exploradas mas
susceptiveis de fornecer coldides de qualidade. As espécies presentes em Portugal, da
ordem Gigartinales, nomeadamente das familias Cystocloniaceae, Gigartinaceae,
Petrocelidaceae e Phylophoraceae, produtoras de carragenanas (carragenofitas), sao por
isso algas vermelhas de elevado potencial econdmico. Apesar destas familias possuirem
varias espécies produtoras de carragenanas, nem todas sdo passiveis de ser exploradas
para uso industrial, devido ao seu baixo teor em ficocoloides ou de biomassa reduzida,
ou ainda, de dificil colheita a partir de populagdes naturais. Considera-se como passivel
de utilizacao industrial, algas com um teor minimo de ficocoldide na ordem dos 40 a 50
% do seu peso seco (Zinoun, 1993).

Objectivos

Os objectivos especificos deste trabalho foram entdo os seguintes:

1 - Pesquisar, na costa portuguesa (entre Peniche e Caminha), populacdes de
Gigartinales, no patamar médiolitoral, com cobertura e biomassa significativas;

2 - Caracterizar, sob o ponto de vista ecologico, as populagdes de carragendfitas,
recorrendo a métodos de amostragem adequados (método dos quadrados, método de
amostragem em continuo ¢ método de amostragem aleatoria);

3 - Determinar as variagdes sazonais e geograficas da produ¢do dos ficocoloides;

4 - Caracterizar as carragenanas sob o ponto de vista bioquimico, com recurso a
analises estruturais por espectroscopia vibracional ¢ de RMN;

5 - Estudar a morfologia, anatomia e ultrastrutura celular de espécimes
seleccionados, em microscopia Optica e electronica (TEM), dando especial relevo a
formacao dos esporos (carposporos e tetrasporos) e a localizagdo dos polissacarideos
nas paredes celulares.
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1.1 - Caracterizacao da costa portuguesa

No contexto da estrutura geral dos ecossistemas, que resulta dos principais
factores climaticos, topograficos e evolutivos dos oceanos e das zonas continentais, as
areas biogeograficas e as respectivas sub-areas, com caracteristicas bidticas e abioticas
comuns, podem ser definidas de acordo com os padrdes da composi¢do floristica e
faunistica de cada area. Por exemplo, na margem europeia do oceano Atlantico existe,
de norte para sul, um gradiente acentuado de temperatura que restringe a distribuicdo de
muitas espécies e da origem a uma subdivisdo biogeografica do Atlantico oriental em
duas provincias: a provincia do Atlantico boreal; e a provincia subtropical denominada
“Lusitanica” (Figura 1.1) (Luning, 1990; Afonso et al., 2000).

A provincia Lusitanica estende-se desde a costa ocidental da Peninsula Ibérica
até a costa da Bretanha (Franga). Devido a existéncia de diferengas significativas, a
nivel climatico e na composicdo das comunidades animal e vegetal, a provincia
Lusitanica foi subdividida em: subprovincia subtropical (area que vai desde o estreito de
Gibraltar até o cabo de Finisterra); e subprovincia de transi¢dao subtropical/boreal (area
delimitada entre o cabo de Finisterra e a Bretanha) (Afonso ef al., 2000).

Na subprovincia subtropical, a zona costeira entre o cabo de Finisterra e o cabo
de Sao Vicente, sob influéncia directa do oceano Atlantico, distingue-se da sub-regiao
do Golfo de Cadis, que representa uma area de transicao entre o mar Mediterraneo e o
oceano Atlantico (Afonso ef al., 2000).

1.1.1 — Principais factores ambientais da costa portuguesa

Portugal fica situado na zona sudoeste da Europa, ocupando a maior parte do
sudoeste da Peninsula Ibérica, entre as latitudes 37 e 42° N.

A temperatura da superficie da agua do mar (Figura 1.2) varia, no Inverno, entre
os 12 °C no Norte e os 16,5 °C no Sul. Ocasionalmente, no Norte, a temperatura da dgua
do mar, junto a costa, pode atingir 11 °C, devido a influéncia das dguas frias vindas dos
rios. No verdo, a temperatura das aguas varia entre os 18 °C, no Norte, ¢ os 22 °C, no
Sul. De Junho a Outubro, devido ao fendmeno denominado “upwelling”, que ocorre no
litoral Norte, as temperaturas das aguas costeiras podem descer até os 16 °C. Este
fenomeno ¢ responsavel pelo enriquecimento das aguas superficiais com nutrientes, pois
as aguas vindas das profundezas do oceano sao frias e ricas em minerais. O “upwelling”
promove assim o aumento da produtividade nesta zona costeira (Martins, 1993).

A salinidade da dgua do mar pode variar entre 35 e 26 S%o, dependendo da
maior ou menor proximidade de fontes de 4gua doce (Sousa-Pinto, 1998).

A costa portuguesa ¢ afectada por duas correntes marinhas principais: a corrente
das Canarias, com um fluxo forte para Sul (12 cm.s™), com origem no Norte; ¢ a
corrente dos Acgores, que entra pela zona Sul e determina a circulacdo de Oeste para
Este (Figura 1.2). A circulacdo da 4gua do mar ao longo da costa Atlantica Ibérica ¢
predominantemente de Sul para Norte, com uma velocidade média de 16 cm.s™
(Martins, 1993).
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1.2 - Flora algal da costa portuguesa (breve resumo)

O litoral portugués, com um total de 830 quildémetros comporta, separados por
grandes areias, extensdes rochosas, muitas delas ricas em algas. Grande parte das zonas
costeiras encontram-se muito expostas a ac¢do do mar (Lewis, 1964) e as algas do
patamar médiolitoral encontram-se sobretudo no horizonte inferior, delimitado pelo
nivel minimo da maré baixa (Murias, 1994; Pereira, 1996b).

Ardré (1970; 1971), que estudou exaustivamente a flora algal portuguesa no
final da década de 60 (do século passado), identificou e descreveu 246 espécies de
Rhodophyceae, 98 Phacophyceae e 60 Chlorophyceae, nimeros que nao se alteraram
significativamente desde entdo (Sousa-Pinto, 1998).

A costa portuguesa apresenta um gradiente acentuado na distribui¢do da flora
algal. A flora do patamar médiolitoral do Norte do pais ¢ similar a encontrada na zona
central da Europa (Bretanha e Sul das ilhas Britanicas). A flora algal do Sul do pais ¢,
no entanto, bastante diferente, havendo ai uma nitida influéncia do Mediterrdneo e da
zona Norte da costa ocidental Africana (Sousa-Pinto, 1998; Afonso et al., 2000).

As algas do litoral ocidental, com uma orientacdo Norte-Sul, podem ser
agrupadas em dois grupos: as algas da zona Norte (entre a foz do rio Minho e a foz do
rio Tejo); e as algas da zona Sul (entre a foz do rio Tejo e o Algarve). A costa
portuguesa ¢ o limite Sul, na Europa, de mais de 40 espécies, enquanto que 20 espécies
tipicas do Mediterraneo e da costa Atlantica de Africa, tém aqui o seu limite Norte
(costa Algarvia). Exemplos das primeiras: algas castanhas (Phacophyceae) Laminaria
saccharina, L. hyperborea, Fucus serratus, Pelvetia caniculata, Ascophyllum nodosum,
Himanthalia elongata, Chorda filum; algas vermelhas (Rhodophyceae) Ahnfeltia
plicata, Chondrus crispus, Palmaria palmata, Ceramium shuttleworthianum e
Delesseria sanguinea (Ardré, 1971; Afonso et al., 2000; Pérez-Ruzafa et al., 2003).
Exemplos das segundas: Zonaria tournefortii, Amphiroa beavoisii, Griffithsia
opuntioides, Ulva linearis ¢ Valonia utricularis (Afonso et al., 2000). Outras algas, que
sdo tipicamente de aguas temperadas, tém o seu limite Norte na costa ocidental de
Portugal. Estas incluem as algas castanhas (Phaeophyceae) Bifurcaria bifurcata,
Cystoseira spp., Padina pavonica, Dictyota dichotoma, Dictyopteris polypodioides
(antes denominado D. membranaceae) e Halopteris filicina.
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Figura 1.1 — Subdivisdes biogeograficas do Atlantico oriental (Segundo Afonso et al., 2000)

orrente das Canarias

15

co 12

Corrente dos Agores

Figura 1.2 — Temperatura a superficie do mar, na costa portuguesa, no Inverno (A) e na
Primavera (B) (Informagao recolhida pelo satélite meteorolégico da NOAA). As
principais correntes marinhas que afectam a costa portuguesa encontram-se
representadas por setas largas (Adaptado de Martins, 1993).
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Uma outra caracteristica da costa portuguesa ¢ a de apresentar um incremento do
numero de algas vermelhas (nimero de espécies) e um decréscimo do numero de algas
castanhas (nimero de espécies), do Norte para o Sul (Palminha, 1951; Mesquita
Rodrigues, 1963; Ardré, 1970). Para a localizagdo actual das espécies anteriormente
referidas, no litoral ocidental de Portugal, consultar a base de dados “on-line”
www.uc.pt/seaweeds.

A diferencga acentuada na distribuicdo das algas, entre as estagdes de colheita a
Norte e as estacdes a Sul, ¢ mais evidente no horizonte inferior do patamar médiolitoral,
imediatamente acima da orla de Laminariales. No Norte, esta zona ¢ dominada por talos
de H. elongata, B. bifurcata, C. crispus, M. stellatus, Calliblepharis jubata, G.
pistillata, Chondracanthus acicularis (antes chamada Gigartina acicularis), Osmundea
pinnatifida (antes chamada Laurencia pinnatifida), Gelidium pulchellum e
Pterosiphonia complanata (Ardré, 1970; Honrado et al., 2002).

O patamar médiolitoral da zona centro, de Aveiro a Lisboa, ¢ dominado pela
Saccorhiza polyschides, M. stellatus, C. crispus, Corallina elongata, C. acicularis,
Gelidium pusillum e O. pinnatifida; por vezes com populacdes densas de Lomentaria
articulata e Litophyllum incrustans. Alguma H. elongata pode ser encontrada na Baia
de Buarcos. No horizonte inferior do patamar médiolitoral predominam populagdes de
B. bifurcata e C. tomentosum. No patamar sublitoral, predominam as populagdes de P.
complanata (junto ao limite entre o patamar médiolitoral e o patamar sublitoral), o
Gelidium corneum (antes denominado G. sesquipedale) e a Pterocladiella capillacea
(antes denominada Peterocladia capillacea) (Ardré, 1970; Pereira et al., 2001; Gaspar,
2002; Sousa, 2003).

O patamar médiolitoral da zona costeira entre Lisboa e o Algarve ¢ dominado
por densos tufos de Caulacanthus ustulatus, Corallina elongata, C. acicularis, G.
pusillum, O. pinnatifida e Chondria coerulescens. O Codium adherens pode cobrir
também dareas significativas da costa rochosa. O horizonte inferior do patamar
médiolitoral possui uma orla constituida por G. corneum. Em praias pouco expostas ¢
possivel encontrar populagdes densas de Valonia utricularis (Ardré, 1970; Sousa-Pinto,
1998; Coelho, 2003).
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1.3 - Breve revisao das principais caracteristicas das
carragenofitas estudadas

1.3.1 — Divisdo Rhodophyta (Algas Vermelhas)

As algas vermelhas sdo tradicionalmente classificadas no Filo (Divisdo)
Rhodophyta, que inclui uma unica classe, a Rhodophyceae que, por sua vez, se divide
em duas subclasses, a Bangiophycidae e a Florideophycidae (Cole e Sheath, 1990).

As Rhodophyceae apresentam, na sua grande maioria, tonalidades que variam do
rosa-claro ao vermelho-escuro, em consequéncia da composi¢do pigmentar dos seus
plastideos, em que o vermelho da ficoeritrina mascara o verde da clorofila a. A
ficoeritrina ¢ muito eficiente na captura da luz azul e da luz verde, comprimentos de
onda que conseguem penetrar as aguas até ao nivel dos habitats do patamar infralitoral
(Pereira, 1996b). Existem, pelo menos, cinco tipos diferentes de ficoeritrina nas algas
vermelhas, diferindo na absor¢do espectral, mas com um pico de absorcao situado na
zona dos verdes. Localizadas nos ficobilissomas (em tilacdides ndo associados,
similares aos das cianofitas), as ficoeritrinas conseguem capturar e transferir
eficazmente a energia luminosa para a ficocianina e aloficocianina e, finalmente, para a
clorofila a, permitindo a captura e utilizagdo da energia luminosa, que de outra forma
seria inacessivel a clorofila (Cole e Sheath, 1990; Lobban e Harrison, 1994; Graham e
Wilcox, 2000).

Os carotenoides das algas vermelhas incluem o o e P-caroteno, luteina,
zeaxantina, anterixantina e violaxantina. Quando os carotendides sao abundantes, as
Rhodophyceae sao dificeis de distinguir de outros grupos de macroalgas, sobretudo das
algas castanhas (Phacophyceae) (Gayral e Cosson, 1986; Pereira, 1996a, b).

Os plastideos das algas vermelhas sao distintos dos encontrados noutros grupos
de macroalgas e parece que tiveram origem a partir de cianofitas (cianobactérias), por
intermédio de um processo de endossimbiose primaria. Estes plastideos nao apresentam
reticulo endoplasmatico periplastideal (Graham e Wilcox, 2000).

Ao contrario do que acontece com os plastideos das algas verdes
(Chlorophyceae), os das Rhodophyceae nunca contém amido. A substancia de reserva
tipica das algas vermelhas ¢ o amido florideo e encontra-se no citoplasma sob a forma
de granulos (Cole e Sheath, 1990).

Outro aspecto da biologia celular das algas vermelhas ¢ o da presenga habitual
de sinapses (pontuacdes de conexao) de natureza proteica (Cole e Sheath, 1990).

Julga-se que a auséncia de flagelos tenha tido profundos efeitos na evolugdo nos
ciclos reprodutivos das algas vermelhas, tendo dado origem a ciclos biologicos
trigenéticos, tipicos destas algas. A origem destes ciclos tem sido relacionada com a
auséncia de flagelos, como uma forma de potenciar a fecundidade reprodutora (Graham
e Wilcox, 2000). No entanto, nalgumas espécies, o ciclo trigenético tipico apresenta
modificagdes significativas, ficando reduzido a duas geragdes.

Uma revisdo mais completa das caracteristicas das Rhodophyceae pode ser
consultada em Pereira (1996a).
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1.3.2 — Gigartinales

Esta ordem ¢ uma das mais extensas e inclui muitas familias que, pela analise do
rbcL, se revelaram polifiléticas (Freshwater ef al., 1994; Ragan et al., 1994). Um grande
numero de géneros com elevado interesse econdmico (carragenofitas) sio membros
desta ordem e a maioria esta filogenéticamente relacionada (ver sec¢ao 1.8, Significado
taxonémico dos polissacarideos presentes nas Gigartinales) (Freshwater et al., 1994;
Fredericq et al., 1996).

As carragenofitas podem ser subdivididas em duas ramificagdes monofiléticas:
uma possuindo tetrasporocistos cruciados e a outra com tetrasporocistos zonados
(Figura 1.3). O primeiro grupo inclui as familias Gigartinaceae, Petrocelidaceae e
Phyllophoraceae (Freshwater et al., 1994; Fredericq e Ramirez, 1996), enquanto o
segundo engloba um grande nimero de familias Caulacanthaceae, Cubiculosporaceae,
Furcellariaceae, Tichocarpaceae, Rissoellaceae, Dicranemataceae, Acrotylaceae,
Mychodeophyllaceae, Cystocloniaceae e Solieriaceae (Fredericq et al., 1999).

Iniciais do  Filamentos
gonimoblasto de ligagéo
12 Chondrus crispus N. reland . N = =
Chondrus elatus Japan
Mazzaella calllomica CA, LISA
Mazzaella lilacina WA, USA

Iridaea cordata Antarctica

alla stirlata 3. Africa

Glgartina mualleriana Australia
Gigartina pistillata France CRUCIADOS

Gigartinaceae

12
Eh

’ Rhodagl gigartinoides Australia
27 21 Chendracanthus canallculatus CA, USA VARIAS |AUSENTES

32
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48
10 Ahnfeltiopsis gigartinoides CA, USA
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Figura 1.3 — Cladograma terminal das espécies carragenofitas
(Segundo Freshwater et al., 1994).
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1.3.3 — Gigartinaceae

Em 1993, Hommersand e colaboradores propuseram uma classificagdo revista
das algas vermelhas marinhas da familia Gigartinaceae, na qual 69 espécies foram
reclassificadas em quatro géneros, anteriormente estabelecidos (Chondrus, Gigartina,
Iridaea e Rhodoglossum) e em 3 géneros reintegrados (Chondracanthus, Sarcothalia e
Mazzaella), tendo por base caracteristicas morfologicas e de desenvolvimento. Este
artigo de revisdo inclui descricdes, chaves e fotografias dos caracteres diagndsticos
(uma sintese desta informagdo pode encontrar-se em Pereira, 1996a ). As relagdes
filogenéticas destes sete géneros foram estabelecidas com base na andlise do rbcL
plastideal (Hommersand et al., 1994). Estes autores reexaminaram as bases
morfologicas, para a separacdo dos diferentes géneros desta familia, com o auxilio da
analise computadorizada de fotografias dos varios estadios de desenvolvimento dos
cistocarpos (Hommersand et al., 1999).

As Gigartinaceae encontram-se representadas na costa Portuguesa pelos géneros
Gigartina, Chondrus, Chondracanthus e pelas espécies G. pistillata, C. crispus,
Chondracanthus teedei (e a respectiva variedade [usitanicus) e Chondracanthus
acicularis (Barbara e Cremades, 1996; Gaspar, 2002). Neste trabalho foram estudadas
todas as espécies atras enumeradas.

1.3.3.a — Gigartina pistillata (S.G. Gmelin) Stackhouse

A G. pistillata (Figura 1.4 - A) ¢ a espécie tipo do género Gigartina (Kim, 1976;
Hommersand et al., 1993).

Os talos sdao erectos, até 20 cm de altura, vermelho-escuros ou vermelho-
acastanhados, cartilaginoso-elasticos, dicotdmicamente ramificados, fixados ao
substrato por intermédio de um pequeno disco. Os gametofitos femininos apresentam
uma ramificagdo dicotdmica mais profusa do que os tetrasporofitos. Apesar desta alga
ser a espécie tipo, a G. pistillata ndo apresenta a maioria das caracteristicas tipicas das
frondes de muitas das outras espécies do género Gigartina (Kim, 1976; Gayral, 1982;
Hommersand et al., 1992).

A G. pistillata apresenta um ciclo trigenético isomoérfico (Hommersand et al.,
1992), no entanto, talos heterospdricos (com cistocarpos e tetrasporocistos no mesmo
talo) foram identificados em populagdes da Africa do Sul (Isaac e Simons, 1954).

Esta alga vive sobre as rochas no horizonte inferior do patamar médiolitoral e no
patamar infralitoral, tendo preferéncia pelas estagdes abrigadas ou moderadamente
expostas (Gayral, 1982; Gayral e Cosson, 1986). Em Portugal, a G. pistillata surge no
limite superior do patamar infralitoral € no horizonte inferior do patamar médiolitoral,
sobre as rochas, em grandes depressdes e bacias arenosas, nas estacdes tanto batidas
como abrigadas (Rodrigues, 1957; Ardré, 1970; Pereira et al., 2001; Gaspar, 2002).

Esta espécie distribui-se por todo o Atlantico Nordeste, desde o Sul da Irlanda
até ao Sul da Mauritania. No Mediterraneo foi localizado na zona de Malaga (Sul de
Espanha) (Ardré, 1970). Existem alguns registos desta alga na Africa do Sul (Isaac e
Simons, 1954; Hommersand et al, 1992). Em Portugal, a G. pistillata tem a sua
localizagdo mais a Sul em Sines (Rodrigues, 1957; Ardré, 1970). Segundo a base de
dados “on-line” www.uc.pt/seaweeds, a G. pistillata distribui-se, de Norte para Sul, em
Apulia, Agugadoura, A-Ver-o-Mar, Lavadores, Aguda, Buarcos, S. Pedro de Moel,
Agua de Medeiros, Polvoeira, Légua, Nazaré e S. Martinho do Porto.
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A andlise dos polissacarideos produzidos pela G. pistillata foi feita por Peat
(1981), por McCandless (1983) e, mais recentemente, por Amimi e colaboradores
(2001), em exemplares colhidos em Marrocos.

1.3.3.b — Chondrus crispus Stackhouse

O C. crispus (Figura 1.4 - B) ¢ a espécie tipo do género Chondrus (Fredericq et
al., 1992). O talo desta alga encontra-se aderente ao substrato por um pequeno disco de
fixagdo, espesso no centro ¢ delgado nas margens. A base, fixada ao suporte, tem sido
considerada como um simples aparelho de fixacdo; mas esta continua a crescer até
atingir um didmetro que pode chegar aos 2 cm (Kopp e Perez, 1979); por outro lado, a
sua parte superior da sucessivamente origem a novas laminas. Kopp (1975) mostrou que
um disco amputado € capaz de se reconstituir € o fragmento seccionado ¢ capaz de
regenerar um novo disco (Kim, 1976; Fredericq ef al., 1992; Perez et al., 1992). O disco
de fixagdo perene da origem, periodicamente, a um talo erecto, cilindrico, com 0,5 a 1,0
mm, a partir da qual se desenvolvem laminas ramificadas dicotomicamente; foi possivel
contar até dezasseis dicotomias (Pringle e Mathieson, 1987); as laminas conservam,
mesmo quando se encontram submersas, o aspecto frisado (dai o restritivo especifico
“crispus”).

O C. crispus ¢ uma espécie sexuada, didica, com um ciclo de reproducao
semelhante ao da maior parte das Florideophycidae, ou seja, com um ciclo trigenético
isomorfico. Chen & MacLachlan (1971) e Guiry (1981) reconstituiram, em laboratorio,
o seu ciclo na totalidade. E possivel reconhecer trés geragdes distintas: os gametéfitos
feminino e masculino; o carposporofito, parasita do gametofito feminino; e o
tetrasporoéfito.

Os campos de C. crispus mais densos situam-se dentro dum estrato
compreendido entre o nivel +1 m e -1 m, em relacdo ao limite das marés baixas de
agua-morta (MacFarlane, 1968), dentro das cinturas de Fucus serratus e de Laminaria
digitata (ou da espécie equivalente em Portugal, a L. ochroleuca). E possivel encontrar
esta espécie também em niveis mais elevados, ao nivel do Ascophyllum nodosum,
nomeadamente nas zonas batidas onde os nevoeiros (brumas) mantém uma humidade
elevada. O C. crispus surge também nos charcos do patamar supralitoral, ou muito mais
abaixo, na cintura de Laminaria hyperborea, tendo-se encontrado, inclusivamente,
populagdes a 10 metros de profundidade na Nova Escocia (Pringle e Semple, 1984). O
C. crispus desenvolve-se igualmente sobre as superficies recobertas por Lithotamnium,
por vezes sobre conquilhas e moluscos, mas raramente epifita sobre outras algas.

O C. crispus ¢ também uma espécie eurihalina, pois tolera as dguas estuarinas,
com salinidades que podem baixar até os 12 S%o, e d4guas com 38 S%o, como as da ilha
da Madeira. Em Portugal surge nas estagdes mediamente ou muito batidas, no patamar
infralitoral e na base do horizonte inferior do patamar médiolitoral, sobre as rochas mal
iluminadas, debaixo de rochas pendentes e nas bacias arenosas, por vezes areno-
vasosas, das estagdes pouco batidas (Rodrigues, 1957; Ardré, 1970, 1971).

O C. crispus ¢ uma espécie com distribui¢do anfi-atlantica. Atlantico oriental:
comum na Gra-Bretanha, Irlanda, Islandia e entre a Noruega e o sul de Espanha;
possibilidade de existéncia em Marrocos e nas Ilhas de Cabo Verde (observacio
pessoal). Atlantico ocidental: de Newfoundland (Canadd) a Delaware (USA) (Fredericq
et al., 1992; Dixon e Irvine, 1995).

As populagdes mais luxuriantes que, por essa razdo, sdo objecto duma
exploragdo comercial intensiva, estendem-se pelas costas da Nova Escocia, pela ilha do
Principe Eduardo, pelo Marine e Massachusetts, no que respeita ao Atlantico oeste; ao
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longo das costas Francesas (de Cherbourg a ilha de Noirmoutier), da Espanha (costas da
Galiza) e de Portugal, para o Atlantico Este (Laxe-Muros, 1990).

Em Portugal esta espécie é abundante em Ancora, Montedor e Viana do Castelo
(Rodrigues, 1957; Ardré, 1970). O seu limite a Sul encontra-se na zona de Vila Nova de
Milfontes (Ardré, 1970). Segundo a base de dados “on-line”, anteriormente referida, o
C. crispus encontra-se nas seguintes zonas costeiras: Praia do Norte (V. Do Castelo),
Agucadoura, Aptlia, A-Ver-o-Mar, Lavadores, Aguda, Buarcos, Nazaré, S. Martinho
do Porto e Peniche.

Os trabalhos de investigacdo, feitos com esta alga, envolvem diversas areas:
estudos ecoldgicos em populagdes naturais (Fernandez e Menendez, 1991; Chopin e
Floch, 1992; Scrosati et al., 1994); estudos em microscopia electronica de varrimento
(Chen e Taylor, 1976; Fletcher e Callow, 1992) e de transmissdo, associada a técnicas
de micro-analise de raios-X (Mccandless et al., 1977; Craigie ef al., 1992; Chopin et al.,
1997); e analise da composi¢do quimica (Bellion et al., 1983; Craigie et al., 1992;
Matsuhiro e Urzua, 1992; Sekkal et al., 1993; Tasende, 2000; Ruperez e Saura-Calixto,
2001).

1.3.3.c — Chondracanthus teedei (Roth) Lamouroux

Esta espécie ¢ muito facilmente identificavel, desenvolvendo-se as frondes, que
podem atingir 15 cm de altura, em tufos a partir de um pequeno disco basilar que os liga
ao substrato; os eixos principais, atenuados para ambas as extremidades, terminam em
ponta e deles partem ramos uma, duas ou trés vezes pinulados; os raimulos terminais sdo
pequenos, espiciformes e horizontalmente patentes. Os cistocarpos, pouco numerosos,
em geral solitarios, sésseis e globosos, sdo produzidos nas pinulas ou na parte dilatada
das margens dos ramos, € os soros de tetrasporocistos t€ém também uma localizacao
marginal.

As frondes, cartilagineo-membranaceas, apresentam uma coloragdo purpura-
violacea que escurece pela dessecacdo, tornando-se amarelo-esverdeada pelo
apodrecimento (Rodrigues, 1957; Gayral, 1982).

Os exemplares colhidos na Baia de Buarcos (Portugal) apresentam diferencas
muito evidentes em relagdo aos espécimes colhidos no Canal da Mancha (Fran¢a), na
Biscaia (Espanha) ou no Mediterraneo. Assim, os eixos principais das frondes, tal como
as suas ramificacdes, sdo mais largos (atingindo 1 cm nas porgdes mais velhas) sendo,
por isso, as plantas de aspecto mais robusto, alcangando frequentemente 20 cm de
altura; a ramificagdo ¢ mais densa e luxuriante e as pinulas desenvolvem-se ndo s6 nas
margens dos ramos, mas também superficialmente; as pinulas sdo patentes, simples —
raramente bifidas — e muito agudas, dando as frondes um aspecto espinecente; os
cistocarpos, globosos e sésseis, sd0 aqui numerosissimos e formam-se tanto nas pinulas
que se desenvolvem na margem dos ramos, como nas que se formam na sua superficie
(Rodrigues, 1957, 1958).

Pela existéncia deste conjunto de caracteristicas, os exemplares colhidos na Baia
de Buarcos foram incluidos num taxon distinto (Figura 1.4 - C), denominado
Chondracanthus teedei var. lusitanicus (Rodrigues, 1957, 1958; Barbara e Cremades,
1996).

Esta alga apresenta um ciclo biologico trigenético isomorfico (Guiry, 1984;
Braga, 1985, 1990) e vive sobre os rochedos e nas bacias do patamar litoral médio e
inferior, nas estacdes calmas (Gayral, 1982). Em Portugal esta espécie encontra-se no
horizonte inferior do patamar litoral, sobre os rochedos das estagcdes abrigadas ou pouco
batidas, sobretudo nas bacias arenosas das estacdes batidas. A var. lusitanicus encontra-
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se bem representada, na maré baixa, nas estacdes tanto batidas como abrigadas (Ardré,
1970). Na Baia de Buarcos, esta variedade surge abundantemente nos rochedos e nas
bacias arenosas, proximo do limite inferior das marés (Rodrigues, 1957).

O C. teedei ¢ uma alga anfi-Atlantica (Orfanidis, 1993); no Atlantico oriental,
distribui-se de Inglaterra até ao Senegal; populagdes significativas desta espécie
encontram-se localizadas no Brasil (Braga, 1985, 1990). Foi também referenciada no
Mediterraneo e no Mar Negro (Orfanidis, 1993).

Em Portugal, o C. teedei tem o seu limite mais a Sul situado em Faro (Ardré,
1970). Pela consulta da base de dados do “Portal das Macroalgas Portuguesas), pode
referir-se que esta espécie foi colhida e/ou observada, de Norte para Sul, nas seguintes
zonas: Polvoeira, S. Martinho do Porto, Peniche e Zambujeira do Mar; a var. lusitanicus
encontra-se nas seguintes estagdes: Agucadoura, A-Ver-o-Mar, Lavadores, Aguda e
Buarcos.

Esta espécie foi alvo de diversos estudos, nomeadamente: ecologia (Braga, 1985,
1990; Orfanidis, 1993; Pereira, 1996b); ciclo de vida e sistematica (Rodrigues, 1958;
Guiry, 1984; Braga, 1985; Guiry ef al., 1987; Braga, 1990; Barbara e Cremades, 1996);
ultrastrutura (Tsekos, 1981, 1982, 1983; Tsekos et al., 1985; Tsekos e Diannelidis,
1990; Tsekos e Schnepf, 1991; Tsekos e Reiss, 1993; Tsekos et al., 1993; Pereira e
Mesquita, 1994; Tsekos e Reiss, 1994; Tsekos, 1996; Delivopoulos, 2003; Ouriques e
Bouzon, 2003); e analise dos polissacarideos produzidos (Zinoun, 1993; Zinoun et al.,
1993a, b).

1.3.3.d — Chondracanthus acicularis (Wulfen) Lamouroux

Fronde de cor vermelho-escuro (Figura 1.4 - D), cartilaginoso-elastica, fixada ao
substrato por um sistema de rizéides (Gayral, 1982). Eixos principais rastejantes,
cilindricos, mais ou menos comprimidos, irregularmente ramificados; ramulos laterais
curtos e espinhosos e/ou longos e curvos, sempre delgados nas extremidades (Fig. 3.49).
Esta alga constitui, sobre as rochas, uma espécie de “relvado” (Gayral, 1982; Gayral &
Cosson, 1986). Os cistocarpos formam intumescéncias sésseis na superficie dos ramos
(Gayral, 1982).

Ardré (1970) assinala a presenca em Portugal (S. Martinho, Arrabida, Sesimbra,
Outdo, Sines, Carrapateira, Sagres e Carvoeiro) duma espécie vizinha ou,
provavelmente, uma forma ecoldgica do C. acicularis: a Gigartina falcata (Hering) J.
Agardh. Segundo Ardré (1970) esta espécie apresentava 0s €iX0osS € OS ramos
nitidamente achatados e todos os talos recolhidos eram estéreis.

Esta alga apresenta um ciclo trigenético isomorfico.

Esta espécie forma tapetes densos e vastos nas estacdes tanto abrigadas como
muito batidas, sobre as rochas cobertas de areia, horizontais a verticais, mais raramente
nas bacias, depois da baixa-mar até¢ a meia-maré e, por vezes, sob a protec¢ao doutras
algas de maior porte (Ardré, 1970; Gayral & Cosson, 1986). O C. acicularis encontra-
se, por vezes, epifita sobre outras algas: Corallina elongata, Gelidium, Osmundea
pinnatifida, Plocamium cartilagineum e, mais raramente, sobre Cystoseira
tamariscifolia e Lithophyllum incrustans (Ardré, 1970).

Esta alga distribui-se no Atlantico desde a Inglaterra até a Mauritania, nas
Antilhas e na América do Norte; surge também no Pacifico (Japao), no Mediterraneo e
no Mar Negro (Ardré, 1970; Gayral, 1982; Cabioch et al., 1995).

Em Portugal é possivel encontrar o C. acicularis em todas as estagdes, no Norte
e Centro, até S. Martinho e Peniche. Os talos podem apresentar grandes dimensdes (até
10 cm de comprimento). No Sul, em particular no Algarve, os talos apresentam-se
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curtos (0,5 a 2 cm de comprimento) (Rodrigues, 1957; Ardré, 1970; Gaspar, 2002). Na
base de dados www.uc.pt/seaweeds, encontram-se registadas colheitas nas seguintes
estagdes: Agucadoura, A-Ver-o-Mar, Lavadores, Aguda Buarcos, S. Pedro de Moel,
Polvoeira, Nazaré e Consolagao.

Aspectos relacionados com a reprodugdo e com o tipo de ficocoldide produzido

foram estudados, respectivamente, por Gury e Cunningham (1984) e por McCandless et
al. (1983).

1.3.4 — Petrocelidaceae

As Petrocelidaceae estdo muito proximas filogenéticamente das Gigartinaceae e
das Phyllophoraceae, formando um “aglomerado” na arvore filogenética das
carragendfitas (ver Figura 1.3) (Freshwater et al., 1994).

Guiry e colaboradores (1984) elevam o subgénero Mastocarpus a categoria de
género, excluindo-o da familia Gigartinaceae, como havia sido sugerido por Kim (1976)
e incluindo-o na familia Petrocelidaceae. As espécies pertencentes ao género
Mastocarpus diferenciam-se das do género Gigartina por caracteristicas morfoldgicas,
bioquimicas e pelo ciclo biologico (trigenético isomoérfico nas Gigartinaceae e
trigenético heteromorfico nas Petrocelidaceae) (Braga, 1985). Os tetrasporofitos do
género Mastocarpus, conhecidos com Petrocelis, possuem talos incrustantes e de
tonalidade escura.

Esta familia estd representada em Portugal pela espécie M. stellatus (Ardré,
1970; Gallardo e Casado, 2000).

1.3.4.a — Mastocarpus stellatus (Stackhouse) Guiry

Gametofitos erectos (Figura 1.4 - E), com 10 a 15 cm de altura, consisténcia
cartilaginosa, de cor vermelho-escuro ou acastanhada. O talo consiste num disco de
fixagdo com dimensdes até 5 cm, do qual deriva uma ou mais frondes, cilindricas na
base, em forma de goteira na zona mediana e progressivamente achatado para as
extremidades, com ramificacdes dicotomicas, fazendo lembrar uma cauda de peixe.
Gametofito feminino com excrescéncias carnudas, conicas, localizadas na superficie do
talo e onde se situam os cistocarpos. Tetrasporofitos incrustantes, anteriormente
chamados Petrocelis cruenta, com forma discodide, coridceos e de cor purpura quase
negra (Gayral e Cosson, 1986; Cabioch et al., 1995; Dixon e Irvine, 1995).

O M. stellatus apresenta um ciclo de vida trigenético heteromorfico (Bird et al.,
1994). Neste trabalho s6 foram estudados os gametofitos.

Esta alga encontra-se sobre as rochas em estagdes expostas, no horizonte inferior
do patamar médiolitoral, misturado com o C. crispus (Gayral e Cosson, 1986; Dixon e
Irvine, 1995).

Esta espécie esta distribuida por todo o Atlantico Nordeste, desde o Arctico até
Marrocos; possibilidade de existéncia nas Ilhas de Cabo Verde (observagdo pessoal). A
sua distribui¢do na Peninsula Ibérica esta restrita as costas Atlanticas. Os exemplares
mais setentrionais foram localizados em Magoito (Estremadura, Portugal) (Gallardo e
Casado, 2000). Ardré (1970) refere a sua presenca abundante junto ao Cabo Raso e
pouco abundante em Sines.

De acordo com os registos da base de dados do “Portal das Macroalgas
Portuguesas” (www.uc.pt/seaweeds), foram colhidos e/ou referenciados exemplares
desta espécie nas seguintes estagdes de colheita (do Norte para o Sul): Apulia,
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Agucadoura, A-Ver-o-Mar, Lavadores, Aguda, Buarcos, Praia do Salgado, Peniche, S.
Martinho do Porto ¢ Consolagao.

Estudos sobre a ecologia desta alga foram feitos por (Pybus, 1977). A
determinagdo da natureza dos polissacarideos produzidos pelo M. stellatus foi feita por
Bellion e colaboradores (1983) e por Craigie e Rivero-Carro (1992).

1.3.5 — Phyllophoraceae

As Phyllophoraceae, juntamente com a relacionada familia Gigartinaceae,
formam o “complexo-Gigartinaceae” das Gigartinales, uma das ordens chave de Kylin
(1956). As Phyllophoraceae sao particularmente interessantes quando comparadas com
as Gigartinaceae, pois ambas familias apresentam adaptacdes ecologicas, produzem
ficocoloides de elevado valor econémico e apresentam um grande niimero de espécies
com um padrdo de distribuicdo mundial similar. Em contraste com a grande diversidade
de tipos de cistocarpos presentes nas Gigartinaceae (Hommersand et al., 1993), a
morfologia dos cistocarpos das Phyllophoraceae ¢ vista normalmente como sendo
menos complexa e de grande uniformidade (Fredericq et al., 2002).

Estas familias, no entanto, diferem drasticamente no que respeita aos seus ciclos
biolégicos, caracteristica @ muito considerada de grande importancia na taxonomia das
Rhodophyceae (Guiry, 1987; Maggs, 1990). As Phyllophoraceae sao o tinico grupo de
algas, nas Rhodophyceae, que exibem quatro tipos diferentes de ciclos de vida
(Fredericq et al., 2002): 1 — trigenético isomorfico; 2 — trigenético heteromorfico, com
alternancia de gamet6fitos macroscopicos e tetrasporofitos de reduzidas dimensdes; 3 —
digenético do tipo tetrasporoblastico, onde estdo ausentes os carposporofitos (Newroth,
1971; Ardré, 1977; Masuda, 1996); 4 — ciclo de vida do tipo directo, no qual s6 existem
gametofitos femininos que produzem carposporéfitos por apomixia (Maggs, 1988;
Masuda e Norris, 1994).

As Phyllophoraceae estdo representadas em Portugal pelos géneros
Gymnogongrus, Ahnfeltiopsis ¢ Phyllophora e pelas espécies G. crenulatus, G.
griffithsiae, A. devoniensis e P. pseudoceranoides (Gaspar, 2002). Neste trabalho foram
estudados o G. crenulatus € o A. devoniensis.

1.3.5.a — Gymnogongrus crenulatus (Turner) J. Agardh

Talo coriaceo (Figura 1.4 - F), de cor vermelho-escuro mas, por vezes, com as
extremidades de tonalidade mais palida (Gayral e Cosson, 1986; Cabioch et al., 1995).
Talo com 5 a 15 cm de altura, aderido ao substrato por intermédio de um disco de
fixagdo. Fronde cilindrica na parte inferior e aplanada na parte superior, ramificada
dicotdmicamente.

Esta alga possui um ciclo digenético, sem carposporéfito; a geracdo resultante
do zigoto ¢ um tetrasporoblasto parasita (Ardré, 1977; Mathieson et al., 1984; Gayral e
Cosson, 1986); estas estruturas parecem excrescéncias verrugosas € encontram-se
presentes s6 de um dos lados da fronde (Cabioch et al., 1995).

O G. crenulatus vive sobre as rochas em bacias, no horizonte médio do patamar
médiolitoral ou no patamar infralitoral, at¢ 13 m de profundidade; esta espécie ¢
tolerante a cobertura pela areia (Gayral e Cosson, 1986; Dixon e Irvine, 1995).

A sua distribuicao no Atlantico Nordeste vai desde a Noruega até a Mauritania;
também se encontra presente no Mediterraneo (Cabioch et al., 1995; Dixon e Irvine,
1995). Em Portugal, segundo a base de dados “on-line” anteriormente referida, o G.
crenulatus distribui-se, de Norte para o Sul, pelas seguintes estacdes: Apulia, A-Ver-o-
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Mar, Lavadores, Aguda, Buarcos, S. Pedro de Moel, Agua de Medeiros, Polvoeira,
Légua e Consolagao.

O ciclo de vida desta alga foi estudado por Ardré (1977), a analise do tipo de
ficocoldide produzido foi feita por McCandless (1982) e o estudo da sua potencialidade
como fonte de carragenana foi feito por Mathieson et al. (1984).

1.3.5.b — Ahnfeltiopsis devoniensis (Gréville) P.C. Silva & DeCew

Esta espécie (Figura 1.4 - G) ¢ dificil de distinguir do G. crenulatus, no entanto,
o A. devoniensis apresenta, geralmente, dimensdes inferiores, com uma altura maxima
de 10 cm (Cabioch et al., 1995). Apresenta uma cor vermelho-acastanhado, as
extremidades ramificadas dicotomicamente, de cor mais palida, quase esbranquigcada
(Maggs et al., 1992; Cabioch et al., 1995).

As frondes, em forma de pequenos tufos, emergem de pequenos discos de
fixagdo com cerca de 3 mm de didmetro. As frondes apresentam-se muito ramificadas;
ramificacdes com largura constante (3 a 4 mm) (Cabioch ef al., 1995).

O A. devoniensis, anteriormente chamado Gymnogongrus devoniensis, foi
separado do género Gymnogongrus por apresentar um ciclo bioldgico trigenético
heteromorfico (relativamente aos exemplares presentes em Portugal), no qual os
carposporos ddo origem a tetrasporofitos incrustantes (Maggs, 1990; Maggs et al.,
1992). Os gameto6fitos femininos apresentam cistocarpos esféricos, que sobressaem
ligeiramente, em ambos os lados das ramificagdes (Maggs et al., 1992; Cabioch et al.,
1995).

Esta alga cresce abundantemente em rochas sombrias e himidas, e em bacias
arenosas, em estacoes moderadamente expostas (Maggs et al., 1992).

O A. devoniensis encontra-se distribuido, no Atlantico Nordeste, da Irlanda até
Portugal. Os exemplares mais setentrionais foram colhidos em Albufeira (Algarve)
(Maggs et al., 1992). Em Portugal, e segundo a consulta feita ao “Portal das Macroalgas
Portuguesas”, esta espécie encontra-se nas seguintes localidades: Lavadares, Aguda,
Buarcos e Ribamar.

Para além dos estudos feitos por Maggs (1990; 1992), sobre a morfologia,
taxonomia e biologia molecular, a andlise da composicao polissacaridica do A.
devoniensis foi feita por McCandless ef al. (1982).
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1.3.6 — Cystocloniaceae

De entre as carragenofitas, as cystocloniaceae constituem a familia mais
afastada, filogenéticamente falando, das Gigartinaceae, formando um “aglomerado”
distinto juntamente com a familia Solieriaceae, Furcellariaceae, Hypneaceae e
Caulacanthaceae (ver Figura 1.3) (Freshwater et al., 1994).

Ao contrario dos membros das Gigartinaceae, Petrocelidaceae e
Phyllophoraceae, que apresentam varias células iniciais do gonimoblasto, auséncia de
filamentos de conexao e tetrasporocistos cruciados, as Cystocloniaceae apresentam uma
s6 célula inicial do gonimoblasto, filamentos de conexdo e tetrasporocistos zonados
(Freshwater ef al., 1994; Dixon e Irvine, 1995).

Esta familia esta representada em Portugal pelo género Calliblepharis e por duas
espécies, C. ciliata e C. jubata (Conde e Gallardo, 2002; Gaspar, 2002). Neste trabalho
a Unica espécie estudada foia C. jubata.

1.3.6.a — Calliblepharis jubata (Goodenough & Woodward) Kutzing

Esta alga (Figura 1.4 - H) apresenta um talo folidceo lanceolado, de consisténcia
cartilaginosa mas flexivel, de cor vermelho-escuro, aplanado, com a superficie por
vezes recoberta de pequenas proliferacdes espinhosas, muito polimorfico e com 10 a 30
cm de altura. Os talos encontram-se fixados as rochas por intermédio de hapteros
ramificados (Cabioch ef al., 1995; Dixon e Irvine, 1995; Conde e Gallardo, 2002).

As duas espécies presentes em Portugal sdo dificeis de diferenciar, no entanto, a
C. jubata pode apresentar as extremidades enroladas em forma de gancho e os
tetrasporocistos (nos tetrasporofitos), do tipo zonado, encontram-se nas proliferacdes
espinhosas da superficie do talo (Gayral e Cosson, 1986; Conde e Gallardo, 2002).

Esta espécie apresenta um ciclo bioldgico trigenético, com gametofitos e
tetrasporofitos morfologicamente idénticos (Dixon e Irvine, 1995).

A C. jubata vive sobre as rochas, entre o horizonte inferior do patamar
médiolitoral e profundidades na ordem dos 25 m, em estagdes batidas (Gayral e Cosson,
1986).

Esta alga encontra-se distribuida desde as ilhas Britanicas at¢ a Mauritania;
também esta presente no Mediterraneo (Dixon e Irvine, 1995; Conde e Gallardo, 2002).
Em Portugal, segundo Ardré, O C. jubata tem a sua distribui¢ao, mais a Sul, limitada ao
Cabo de Sao Vicente (Sagres). De acordo com os registos da base de dados do “Portal
das Macroalgas Portuguesas” (www.uc.pt/seaweeds), foram colhidos e/ou referenciados
exemplares desta espécie nas seguintes estagdes de colheita (do Norte para o Sul):
Lavadores, Aguda, Buarcos e Peniche.

Foram realizados, com esta alga, estudos sobre as variacdes sazonais da
morfologia e tamanho (Zinoun e Cosson, 1996), a natureza dos polissacarideos
produzidos (Deslandes et al., 1985; Zinoun, 1993) e a actividade celular da
sulfohidrolase (Zinoun et al., 1997).
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1.4 - As carragenanas

Ha séculos atras a carragenana ja era usada na Europa e na Asia como agente
espessante e estabilizante em alimentos. Na Europa, o uso de carragenana iniciou-se na
Irlanda ha mais de 600 anos quando, na pequena povoacdo da costa sul da Irlanda,
chamada “Carraghen”, os pudins (“flans”) eram feitos pela cozedura de “Irish Moss”
(Musgo Irlandés = Chondrus crispus) no leite. O nome carragenina, designagdo antiga
da carragenana, foi usado pela primeira vez em 1862 para designar o extracto obtido a
partir do C. Crispus, em referéncia ao nome da pequena localidade Irlandesa (Tseng,
1945). O procedimento para a extrac¢do das carragenanas foi descrito, pela primeira
vez, por Schmidt em 1844 (van de Velde e de Ruiter, 2002).

O Musgo Irlandés € usado desde o século XIX, a nivel industrial, na clarificagao
da cerveja. A sua produgdo comercial teve inicio, na década de 30, nos Estados Unidos
(Therkelsen, 1993). A interrupcao das importacdes de agar durante a Il Guerra Mundial,
levou a sua substituigdo pela carragenana; esta situagdo constituiu o ponto de partida
duma industria florescente (Ribier € Godineau, 1984).

O fraccionamento dos extractos brutos de carragenana iniciou-se na década de
50 (Smith et al., 1955), da qual resultou a caracterizacdo dos diferentes tipos de
carragenana. No mesmo periodo foi determinada a estrutura molecular das carragenanas
(Oneill, 1955b, a), descobrindo-se assim a estrutura da 3,6-anidro-D-galactose presente
na carragenana kappa, assim como os tipos de ligacdo entre os anéis de galactose e
anidrogalactose.

Hoje, a industria das carragenanas ja ndo se encontra limitada a extraccdo a
partir do C. crispus, sendo usadas inimeras espécies de algas vermelhas marinhas
(Gigartinales, Rhodophyta). Estas algas foram, durante muitos anos, exclusivamente
colhidas a partir de populagdes naturais. A cultura de macroalgas iniciou-se, no Japao,
ha cerca de 200 anos. No entanto, o incremento do conhecimento cientifico sobre as
algas, em particular sobre os seus ciclos de vida, permitiu o inicio da “plantagdao”
artificial em larga escala na década de 50. Actualmente sdo cultivados cerca de uma
dazia de taxa de algas marinhas, o que se traduz numa diminui¢do consideravel da
pressao exercida sobre as populagdes naturais (Critchley e Ohno, 1998b).

Durante os ultimos anos o mercado mundial de carragenanas tem aumentado

cerca de 3 % ano, com um volume total de aproximadamente 310 milhdes de euros em
2000 (McHugh, 2003).

1.4.1 - Estrutura Quimica
1.4.1.a — Descrigao geral

O produto extraido no seu estado puro ¢ denominado carragenina, mas ¢
extremamente instavel e dificil de obter; consequentemente, a carragenina liga-se a um
ou mais catides, para constituir diversos sais de carragenina: a carragenana. Por
recomendagdo da “Division of Organic Chemistry - ACS”, deve ser usada a terminacgao
“ana” em vez da terminacgdo “ato”, pois esta Ultima diz respeito a sais cristalizaveis; ora,
os sais de carragenina nunca cristalizam (Perez et al., 1992).

As carragenanas sdo polissacarideos extraidos de diversas familias da ordem
Gigartinales (McCandless, 1978; Chopin et al., 1999a). Estas poligalactanas sdo
sulfatadas e possuem uma estrutura linear formada por residuos de galactose com
alternancia de ligagdes o(1-3) e B(1-4) (Anderson et al., 1965; Rinaudo, 2002).
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A carragenana, em estado puro seco, apresenta-se sob a forma de um po, inodoro
e sem sabor. A solugdo e o gel de carragenana apresentam-se, normalmente,
translicidos e a sua incorporacdo noutras solugdes ndo modifica nem o gosto nem a
coloracdo original destas. Em solugdo, os polimeros de carragenana comportam-se
como coldides hidrofilos anidnicos (Ribier e Godineau, 1984; Perez et al., 1992).

A carragenana ¢ um composto de elevada massa molecular, com um alto grau de
polidispersividade. A distribuicdo da massa molecular varia de amostra para amostra,
dependendo da sua origem, idade das algas, época da colheita, modo de extracgdo e
duracdo do tratamento. As carragenanas comerciais (utilizadas a nivel alimentar)
possuem um elevado peso molecular, variando normalmente entre os 400 e os 600 kDa,
com um minimo de 100 kDa. Este valor minimo foi estabelecido pelas entidades
reguladoras (FDA, EUC, etc.) em resposta aos relatos de ocorréncia de ulceragdao do
cego e do cdlon, induzida por carragenana altamente degradada. Em 1976 a carragenana
alimentar foi definida pela FDA como possuindo uma viscosidade aquosa de pelo
menos 5 mPa.s (5 cP) numa concentracdo de 1.5 % a 75 °C, o que corresponde aos
anteriormente referidos 100 kDa.

Para além da carragenana tradicionalmente extraida, denominada carragenana
refinada, um novo tipo de carragenana, promovido por um grupo de produtores filipinos
(Seaweed Industry Association of the Philipines —
www.philexport.org/members/siap/seaweed.htm), surgiu no mercado. Este novo
produto ¢ comercializado sob o nome de “Philipine Natural Grade” (PNG); outros
sindbnimos para este tipo de carragenana sdao “Processed Eucheuma Seaweed” (PES),
carragenana semi-refinada  (“Semi-refined Carrageenan”, SRC), carragenana
alternativamente refinada (“Alternative Refined Carrageenan”, ARC) e farinha
modificada alcalinamente (“Alkali-modified Flour”, AMF). Este produto tem por base
algas do género Eucheuma ¢ Kappaphycus com origem na Indonésia e nas Filipinas. As
algas sofrem um tratamento mais econdmico que evita a extraccdo da carragenana. O
PES difere da carragenana tradicional pois contém 8 a 15 % de material 4cido insolavel,
quantidade substancialmente superior aos 2 % presentes na carragenana refinada. Esta
frac¢do acida insoluvel consiste, em grande parte, em celulose que se encontra presente
nas paredes celulares. O contetido em metais pesados ¢ também superior na PES do que
na carragenana refinada (Imeson, 2000). O componente solivel em agua, presente na
PES, ¢ predominantemente carragenana kappa, sendo quase indistinguivel da obtida
pelos métodos de extracg¢do alcalina convencionais. No entanto, o peso molecular da
carragenana kappa presente na PES pode ser ligeiramente superior ao da carragenana
refinada (Hoffmann et al., 1996).

1.4.1.b — Estrutura molecular

As cadeias moleculares destes polissacarideos apresentam duas caracteristicas
fundamentais: sdo constituidas a partir dum monomero — a galactose — e contém uma
forte proporcdo de ésteres sulfato (O-SOjz’), aos quais se deve a carga negativa
apresentada pelo composto. A galactose, em solugdo aquosa, fixa uma molécula de 4gua
ao carbono 1 (C;), o que conduz a uma estrutura instavel, que se auto-cicliza em forma
de piranose, para formar uma ponte de oxigénio entre o C; e o Cs. A ciclizagdo pode
ocorrer de trés maneiras distintas: sob a forma de -D-galactose, ou sob a forma de a-
D-galactose, ou entdo, sob a forma de 3,6 anidro-o-D-galactose, por intermédio da
criagdo duma ponte de oxigénio entre C; e C¢ da a-D-galactose (Perez et al., 1992).

A carragenana nao ¢ um biopolimero puro mas sim uma mistura de galactanas
sulfatadas, lineares e soluveis em dgua. Trata-se de um composto constituido por uma
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alternancia de unidades do tipo B-D-galactose (unidades G) e a-D-galactose (unidades
D) ou 3,6-anidrogalactose (unidades A), formando um dissacarideo “ideal” que constitui
o “bloco” basico que se repete na estrutura de cada carragenana (Figura 1.5).

Figura 1.5 — A carragenana ¢ constituida pela alternancia de unidades de B-D-galactose
e de a-D-galactose, ou de 3,6-anidrogalactose (Segundo Chaplin, 2003).

As galactanas sulfatadas sdo classificadas de acordo com a presenca 3,6-
anidrogalactose no residuo ligado em posicao 4 e o numero de grupos sulfato presentes.
Para a carragenana do tipo comercial, o contetido em sulfato varia entre os 22 e os 38
%. Para além da galactose e do sulfato, outros hidratos de carbono (por exemplo xilose,
glucose e acidos urdnicos) e substituintes (por exemplo, ésteres metil e grupos piruvato)
poderdo estar presentes na carragenana (van de Velde e de Ruiter, 2002). Visto que a
carragenana nativa ¢ uma mistura de polissacarideos nao-homologos, o termo unidade
dissacaridica repetitiva refere-se a uma estrutura idealizada (Craigie, 1990) (Figura 1.6 ¢
Tabela 1.1). Para descrever estruturas mais complexas foi desenvolvido um cddigo
nomenclatural baseado em letras (Knutsen et al., 1994).

Os tipos mais comuns de carragenana sao tradicionalmente identificados por
uma letra do alfabeto grego (Craigie, 1990; Chopin et al., 1999a) (Tabela 1.1). As trés
carragenanas mais importantes a nivel comercial sdao a iota (1), a kappa (k) ¢ a lambda
(M), cujos nomes segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) e segundo o cddigo de letras sdo, respectivamente, carragenose 2,4’-
dissulfato (G4S-DA2S), carragenose 4’-sulfato (G4S-DA) e carragenana 2,6,2’-
trissulfato (G2S-D2S,6S). As carragenanas iota e kappa sdo carragenanas gelificantes,
enquanto que a lambda ¢ uma carragenana espessante/viscosificante (van de Velde et
al., 2002a).

A diferenca no comportamento reoldgico entre a carragenana iota e a kappa, por
um lado, e a carragenana lambda, por outro, resulta do facto das unidades DA das
formas gelificantes possuirem uma conformagao 'C4, que resulta da presenga de pontes
3,6-anidro, enquanto a lambda ndo as possui. Os percursores naturais da carragenana
iota e kappa sdo denominados por nu (v) e mu (i), com os cddigos G4S-D2S,6S e G4S-
D6S, respectivamente. Estes percursores bioldgicos sdo carragenanas ndo gelificantes e
possuem unidades D na conformagio “C;, como consequéncia da auséncia de pontes
3,6-anidro (van de Velde et al., 2002a).
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Tabela 1.1 — Diferentes tipos de carragenana (Adaptado de Stortz et al. 1997 ¢ Amimi et al. 2001).

Introdugao

Carragenana

Unidades G
B-D-galactose

Unidades D
a-D-galactose

Codigo de Letras

Familia kappa

Kappa (k) 4-sulfato 3,6-anidro G4S DA

Tota (1) 4-sulfato 3,6-anidro G4S DA2S
2-sulfato

Mu () 4-sulfato 6-sulfato G4S D6S

Nu (v) 4-sulfato 2,6-dissulfato G4S D2S6S

Omicron (0) 4-sulfato 2-sulfato G4S D2S

Familia lambda

Lambda (1) 2-sulfato 2,6-dissulfato G2S D2S6S

Ksi (&) 2-sulfato 2-sulfato G2S D28

Theta (0) 2-sulfato 3,6-anidro G2S DA2S
2-sulfato

Pi(m) Piruvato 2-sulfato GP, 2S D2S

2-sulfato

Familia beta

Beta (B) - 3,6-anidro G DA

Alpha (o) - 3,6-anidro G DA2S
2-sulfato

Gamma (y) - 6-sulfato G D6S

Delta () - 2,6-dissulfato G D2S6S

Familia omega

Omega (®) 6-sulfato 3,6-anidro G6S DA

Psi (y) 6-sulfato 6-sulfato G6S D6S
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Figura 1.6 — Representacdo esquematica das diferentes estruturas diméricas das
carragenanas estudadas (Segundo van de Velde ef al. 2004).
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1.4.1.c — Modificagéo alcalina (ou enzimatica) das carragenanas

As pontes 3,6-anidro sdo formadas pela eliminacdo do sulfato dos ésteres
sulfato, em C-6, presentes nos precursores. In vivo, a carragenana iota e kappa sao
formadas enzimaticamente a partir dos seus percursores, pela actuagdo de uma
sulfohidrolase. No processamento laboratorial e/ou industrial, a reac¢do de ciclizagdo ¢
levada a cabo pelo ido hidroxido (OHY) como catalisador. A conformacio 'C, das
unidades 3,6-anidro-D-galactose na carragenana iota e kappa permite a formagdo de
uma estrutura terciaria helicoidal, essencial na formagdo de géis. A ocorréncia de
unidades dissacaridicas sem o anel de 3,6-anidro e, consequentemente, sem a
conformagdo “C;, promove a formagdo de pregas na cadeia o que impede a origem da
estrutura helicoidal e a consequente ndo gelificagdo da carragenana.

A formacdo de unidades 3,6-anidro-o-D-galactose (DA) a partir de residuos de
a-D-galactose 6-sulfato (D6S) por intermédio de tratamento alcalino € uma importante
e bem conhecida reac¢do (Figura 1.8) (Percival, 1949; Turvey, 1965; Ciancia et al.,
1993b). Esta reaccdo ¢ usada a nivel industrial, para potenciar as propriedades
gelificantes das carragenanas (Glicksman, 1983) e no laboratorio, para a determinagao
quantitativa dos residuos de a-D-galactose 6-sulfato (D6S) (Rees, 1961).

A carragenana beta (P), extraida do Betaphycus gelatinum (outrora denominado
Eucheuma gelatinae), difere da k carragenana devido a auséncia do radical éster sulfato
(O-S0O3") no C4 da B-D-galactose. Esta auséncia acentua o caracter hidrofobo da
molécula, que se traduz na produc¢do de um gel mais duro do que o induzido pela
carragenana kappa e de uma sinérese mais pronunciada. A estrutura espacial desta
carragenana ¢ idéntica a da carragenana kappa (cadeias em hélice). No processo de
gelificacdo, as cadeias estdo mais proximas na carragenana beta do que na carragenana
kappa e mais alongadas na carragenana iota. A carragenana beta tem origem na
conversao enzimatica ou alcalina da carragenana gamma (y) (Perez et al., 1992; Ragasa,
2003)

A carragenana lambda ¢ ciclizada em meio alcalino, produzindo derivados com
3,6-anidrogalactose (carragenana theta - 0), de forma mais lenta do que nas
carragenanas da familia kappa (Figura 1.7). A ciclizagdo de compostos contendo
unidades de B-D-galactose nao sulfatadas ¢ 3.6 a 7.6 vezes mais rapida do que na
carragenana lambda, sugerindo que a presenca do grupo 2-sulfato, no residuo B-D-
galactose (G2S), protege a molécula da polarizacio ou ionizacao (Figura 1.7),
fenomenos que antecedem o da ciclizagdo (Ciancia et al., 1993b; Noseda e Cerezo,
1995).

Figura 1.7 — Interacgdo entre o sulfato em C-2 da unidade G e o hidroxil em C-3 da
unidade D (Ciancia et al., 1993b).
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Figura 1.8 — Conversao das carragenanas mu e nu (precursores biologicos das
carragenanas gelificantes) em carragenanas kappa (A) e iota (B), e da carragenana
lambda em theta (C), por intermédio de tratamento alcalino (Segundo Chaplin, 2003).
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Foi possivel identificar um outro tipo de carragenana: o tipo ksi (carragenana &). Esta
carragenana resulta, sem duvida, da evolugdo metabolica da carragenana A e encontra-se
tanto na célula como nas solugdes resultantes da extracc¢do alcalina. Tanto a carragenana
theta como a ksi foram encontradas em extractos nativos de tetraspordfitos de espécies
da familia Gigartinaceae (Chopin et al., 1999a; Falshaw et al., 2003).

Nalgumas espécies da familia Petrocelidaceae, o ficocoldide extraido difere da
carragenana lambda tipica devido a presenca dum radical piruvato, em vez do sulfato,
no primeiro monémero da sequéncia; alguns autores designam esta carragenana por pi
(m) (Chopin et al., 1999a).

1.4.1.d — Carragenanas hibridas

As carragenanas exibem, por vezes, uma grande regularidade estrutural, mas na
maior parte dos casos apresentam-se heterogéneas, formando um hibrido, constituido
por duas ou mais frac¢des de carragenana.

Carragenanas hibridas do tipo kappa/iota e os respectivos percursores bioldgicos
(mu e nu) foram encontradas nos gametofitos de varias espécies da familia
Gigartinaceae, Phyllophoraceae, Cystocloniaceae, Solieriaceae e Hypneaceae (Correa-
Diaz et al., 1990; Pereira e Mesquita, 2003). Estas carragenanas hibridas kappa/iota
consistem numa cadeia hibrida, em que alternam unidades de carragenana kappa e iota
(van de Velde et al., 2001), podendo variar desde a carragenana iota quase pura, até a
carragenana kappa quase pura (Bixler, 1996). Os copolimeros de carragenana kappa e
iota sdo conhecidos a nivel industrial como carragenana ‘“kappa-2”, “hibridos-
kappa/iota” ou carragenana “weak-gelling” (Bixler et al., 2001; Falshaw et al., 2003).

A variacdo estrutural, associada a sulfatacao do polimero, promove alteracdes ao
nivel das propriedades reoldgicas das carragenanas (Rees et al., 1982). Com efeito, a
formacdo de um gel de carragenana hibrida kappa-iota apresenta-se altamente
dependente da estrutura do polissacarideo. Assim, as propriedades reoldgicas variam
consideravelmente na sequéncia de pequenas variagdes na estrutura do polimero (Rees,
1969). As implicagdes reologicas desta hibridizagdo correspondem a um
enfraquecimento do gel forte e quebradigo da carragenana kappa, pelo caracter suave e
elastico do gel de carragenana iota. Este tipo de carragenana hibrida tem grande
potencial em aplicagdes alimentares na area da industria dos derivados lacteos (Bixler et
al., 2001; Falshaw et al., 2003).

Outros tipos de hibridos sdo encontrados por exemplo no género Betaphycus
(Solieriaceae), que produzem carragenana hibrida kappa/beta (Chopin et al., 1999a;
Ragasa, 2003) e nos tetraspordfitos das espécies pertencentes as familias
Petrocelidaceae e Gigartinaceae, que produzem carragenanas hibridas do tipo
lambda/theta, lambda/ksi ou ksi/theta (Correa-Diaz et al., 1990; Chopin et al., 1999a)

1.5 - Analises quimicas e estruturais das carragenanas

A andlise quimica das carragenanas tem sido feita sobretudo a partir de amostras
puras, com vista a determinagdo da estrutura molecular detalhada. Inicialmente usavam-
se técnicas analiticas baseadas em métodos de degradacdo e modificacdo quimica,
métodos esses muito demorados e tediosos. Na década de 60 (do século passado) varios
investigadores comecaram a identificar a natureza quimica dos ficocoldides com o
auxilio da espectroscopia de infravermelho (Neely, 1957; Lloyd ef al., 1961; Anderson
et al., 1968b; Stancioff e Stanley, 1969). Em meados dos anos 70, com a introdugdo da
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN) e da hidrélise redutiva (com
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preservacdo da ponte 3,6-anidro), houve um grande impulso no estudo da estrutura
quimica das carragenanas (Bhattacharjee et al., 1978).

No presente, ainda se encontram em desenvolvimento os métodos e as técnicas
analiticas para determinar as quantidades, a polidispersidade e a pureza das
carragenanas presentes nas algas, nas misturas industriais e, at¢ mesmo, nos produtos
alimentares (Roberts e Quemener, 1999; van de Velde e de Ruiter, 2002; Pereira et al.,
2003). As diferentes técnicas usadas neste tipo de analise sdo, por exemplo, o FT-
Raman, a electroforese, a colorimetria e os ensaios combinados com HPLC
(cromatografia liquida de alta performance).

1.5.1 - Isolamento de carragenanas

A extraccdo comercial das carragenanas ¢ executada sob condigdes de extrema
alcalinidade e a elevadas temperaturas (Bixler, 1996; van de Velde e de Ruiter, 2002).
No entanto, para se obterem fracgdes especificas ou carragenanas com elevado contetido
em percursores, foram desenvolvidos diversos métodos de extrac¢do, em condigdes
menos agressivas. A extrac¢do em agua quente €, provavelmente, o método mais antigo
aplicado a extraccao de carragenanas a partir de algas.

Para remover compostos indesejaveis, sobretudo os soliveis em solventes
organicos (alguns pigmentos, por exemplo), € usual recorrer a misturas de acetona,
alcool (metanol) ou éter di-etilico (Zinoun e Cosson, 1996). Com a conjugagdo de
diferentes tempos e temperaturas de extrac¢ao € possivel obter diferentes fracgoes de
carragenana. Para extrac¢Oes mais delicadas, € usual a adicao de sais: cloreto de sodio
(NaCl) ou bicarbonato de sodio (NaHCO;). Para digerir o amido florideo,
polissacarideo presente nalgumas solu¢des resultantes de extracgdes a quente
(temperaturas superiores a 80 °C), ¢ adicionada amiloglucosidase. A dialise pode ser
aplicada na remoc¢ao de impurezas de baixo peso molecular, tais como sais e agucares.
Para remover os componentes insoliveis das paredes celulares (como por exemplo as
microfibrilhas de celulose) recorre-se, normalmente, a uma centrifuga¢do e/ou a
filtragens sucessivas. Tal como no processamento industrial, as carragenanas isoladas
por precipitacdo em etanol ou isopropanol, ao qual se segue a etapa de secagem. A
liofilizagdo ¢ um método elegante para obter carragenanas mas, por razdes de custo, s6
pode ser aplicado em extrac¢des de pequena escala. As resinas de didlise ou de troca
i6nica sao aplicadas na obtengdo de carragenanas com contra-ides (Bixler et al., 2001;
van de Velde e de Ruiter, 2002; van de Velde et al., 2002a; Falshaw et al., 2003).

1.5.2 - Fraccionamento de carragenanas

A técnica mais usada no fraccionamento de carragenanas consiste na adicdo de
KCl, o que permite a separagdo da carragenana kappa das outras fraccdes (Smith e
Cook, 1953). Esta técnica baseia-se no facto das hélices de carragenana kappa formarem
agregados na presenca de ides de potéssio, promovendo a sua gelificacdo. Nenhuma das
outras carragenanas (iota e lambda) possui este mecanismo de gelificacao.

O fraccionamento por KCl foi desenvolvido para separar a carragenana kappa da
lambda, a partir do extracto de C. crispus. A adicdo de ides de potdssio a uma solucdo
aquosa quente permite a separagdo completa da carragenana kappa da lambda, pois a
primeira gelifica e a segunda mantém-se dissolvida na solugdo (Matsuhiro e Urzua,
1992).

26



Introdugao

Esta técnica ¢ também aplicada na distingdo entre uma mistura de carragenanas
(mistura de kappa e iota) e uma carragenana hibrida kappa/iota (van de Velde et al.,
2001).

1.5.3 - Separacéao de fracgdes com baixo peso molecular

As fracgdes de baixo peso molecular podem ser obtidos por intermédio de uma
hidrélise 4acida nao especifica ou por hidrdlise enzimdtica especifica. A hidrolise
enzimatica ¢ importante para a determinagdo da estrutura fina da carragenana (Knutsen
e Grasdalen, 1992a). O primeiro passo consiste na precipitacdo em etanol das fracgdes
com elevado peso molecular ou resistentes a enzima (ERF). Numa segunda etapa as
diferentes fraccdes sdao separadas por intermédio de uma filtragem em gel e HPLC de
fase reversa. Melhorias na performance dos materiais cromatograficos permitiram o
desenvolvimento de um método de analise rapido (Knutsen et al., 2001).

1.5.4 - Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho (“Infrared” - IR) tem sido, até agora, a
tecnologia mais usada na identificacdo de ficocoloides. Esta técnica, usada desde
meados do século passado na identificagdo de polissacarideos, permite determinar
rapidamente a natureza dos diferentes tipos de carragenana (Matsuhiro, 1996).

Na década de 50, um elevado niimero de hidratos de carbono foram analisados
com recurso a espectroscopia de infravermelho, na tentativa de se correlacionarem as
diferentes estruturas dos mono-, oligo- e polissacarideos com as respectivas bandas de
absor¢ao. Descobriu-se entdo que as formas anoméricas dos glicosidos eram facilmente
distinguiveis pelo seu espectro de infravermelho, enquanto as frequéncias 1240 cm™ e
820 cm’ podiam ser associadas a presenca dos grupos sulfato existentes no acido
hialuronico e em mucopolissacarideos (Neely, 1957). Mais tarde, esta técnica foi
aplicada na andlise das estruturas dos polissacarideos sulfatados extraidos das algas
marinhas (Lloyd et al., 1961). Black et al. (1965) usaram a informagdo obtida com os
espectros de IR para estimar o contetdo de 3,6-anidrogalactose, enquanto outros autores
conseguiam identificar a posicao dos grupos sulfato (Anderson et al., 1968b; Stancioff e
Stanley, 1969) e caracterizar os ficocoloides do tipo agar e carragenana (Doty e Santos,
1978; Christiaen e Bodard, 1983; Whyte et al., 1985). Rochas et al. (1986)
determinaram o conteudo em sulfato das carragenanas e do agar, a partir de bandas de
absorc¢ado caracteristicas. A absor¢ao na zona do infravermelho ¢ devida a vibragdes de
tensdo e curvatura das pontes moleculares, reflectindo estas a estrutura molecular do
material estudado.

A espectroscopia vibracional (de infravermelho ¢ de Raman) permite revelar
informagdes detalhadas sobre as propriedades e a estrutura dos polissacarideos, a nivel
molecular. Estes métodos espectroscOpicos apresentam trés grandes vantagens: sio
métodos ndo destrutivos, rapidos e requerem pequenas quantidades de amostra (Chopin
e Whalen, 1993; Pereira et al., 2003).

A banda alargada, centrada em 1240 cm™, é comum a todos os polissacarideos
sulfatados e resulta da vibracdo do S=O presente nos grupos sulfato. Esta banda estd
correlacionada com o conteudo em sulfato da amostra. Outra banda importante, a 903
cm’, corresponde a presenca das pontes de 3,6-anidrogalactose (DA) na amostra. O
pico a 805 cm™ encontra-se restrito & presenga de carragenana iota e ¢ normalmente
usado na determinagdo da razdo entre as frac¢des iota e kappa presentes numa amostra
hibrida (Correa-Diaz et al., 1990). Na Tabela 1.2 encontram-se resumidos os diferentes
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picos usados na identificacdo das principais carragenanas (Chopin et al., 1999a), de
acordo com o sistema de letras gregas (usado sobretudo a nivel comercial/industrial) e o
codigo de letras proposto por Knutsen et al. (1994).

A espectroscopia de infravermelho tem sido usada no estudo da composi¢ao de
amostras com diferentes origens ¢ também das fracgdes obtidas por precipitagdo e
fraccionamento (Stancioff e Stanley, 1969; Correa-Diaz et al., 1990). Esta técnica, nos
seus primordios de utilizagdo, estava limitada a analise de amostras soliveis de
carragenana. No entanto, com o desenvolvimento da espectroscopia de infravermelho
transformada de Fourier (“Fourier transform infrared” - FTIR) e das suas variantes de
reflectancia difusa (“diffuse reflectance” - DRIFTS) (Chopin et al, 1999a) e de
reflectancia total atenuada (“attenuated total reflectance” - ATR) (Pereira e Mesquita,
2003; Pereira et al., 2003), tornou-se possivel ndo sé analisar as carragenanas (e outros
ficocoloides, tais como o agar e os alginatos) no seu estado solido, mas inclusivamente
analisar directamente alga seca moida.

Como ja referimos anteriormente, a identificagdo da estrutura dos
polissacarideos em espectroscopia de infravermelho baseia-se na analise dos respectivos
picos, em determinados comprimentos de onda. Visto que este tipo de informagdo esté
bastante dispersa na literatura, agrupdmos numa tabela (Tabela 1.2) os principais picos
encontrados nos espectros dos ficocoldides juntamente com as correspondentes ligacdes
quimicas.

Este método de ““screening” proporciona varias vantagens, como por exemplo a
redugdo do tempo despendido na andlise, pois:

1- E um método rapido (bastam alguns minutos em vez dos varios dias necessarios
a extraccdo dos ficocoldides e preparacdo das peliculas ou pastilhas de KBr),
expedito (os espectrometros de FTIR sdo cada vez mais comuns) e simples de
usar;

2- Requer pequenas quantidades de material (algumas gramas de peso fresco ou
miligramas de peso seco), possibilitando o uso de amostras retiradas, por
exemplo, de colec¢des de herbario;

3- As amostras sdo pouco manipuladas (sdo secas e depois moidas), o que permite
uma determinagdo mais exacta da composi¢do nativa dos diferentes tipos de
carragenana, enquanto que as técnicas que envolvem extraccdo (pois implicam
selectividade e fraccionamento das diferentes frac¢des) originam amostras com
composigdes que nao reflectem obrigatoriamente a composi¢ao nativa;

4- A resolucao melhorada dos espectros FTIR proporciona mais informagao do que
a conseguida com a espectroscopia tradicional de infravermelho. A analise de
alga seca moida permite ndo s detectar as frac¢des dominantes mas também os
respectivos percursores. Além disso, o “software” dos espectrometros de FTIR
possibilita o processamento dos dados espectrais, em especial a conversao para
espectros de segunda-derivada, que proporciona mais informagdo, sobretudo
devido a melhor resolugdo apresentada nalguns comprimentos de onda
(Matsuhiro, 1996; Caceres et al., 1997; Chopin et al., 1999a).

Apesar dos grandes avangos conseguidos no estudo dos ficocoldides com esta
técnica, a espectroscopia de infravermelho ¢ usada para identificar os diferentes tipos de
carragenana presentes nas amostras sem, no entanto, os quantificar.
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Tabela 1.2 — Identificag@o dos diferentes tipos de carragenana através da espectroscopia de infravermelho (Segundo
Chopin e Whalen, 1993). As carragenanas estdo representadas por letras gregas e pelo cddigo de letras proposto por
Knutsen et al. (1994).

Comprimento L g Tipo de carragenana
de onda ponte(s)/ Codigo Kappa Mu Iota Nu  Lambda
1 grupo(s) de letras
(em) (%) w O o )
1240 S=0 dos ésteres N N N N N
sulfato
930 C-0da36- — p\ T _
anidrogalactose
845 C-0-80sem Gy (5)g + + T )
da galactose
830 CO-S0,emG gy i .+ +
da galactose
820 CO0-850iemCs g + .+ +
da galactose
C-O-SO4 cm Cz
805 da 3,6- DA2S - - + - -
anidrogalactose

-, auséncia; +, presenca.

1.5.5 - Espectroscopia de Raman

Comparativamente a espectroscopia de infravermelho, a aplicagdo da
espectroscopia de Raman tradicional tem tido um uso muito restrito devido, sobretudo,
a fluorescéncia induzida pelo laser. A andlise de amostras com compostos de origem
biolégica origina ruido de fundo, muito acentuado, devido a excitagdo provocada pelos
laser de luz visivel, ocorrendo muitas vezes a destruicdo da propria amostra (Matsuhiro,
1996; Pereira et al., 2003). Além disso, a obtencao de espectros com uma boa relagao
sinal/ruido consumia muito tempo. Essas limitagdes foram ultrapassadas com o
desenvolvimento da espectroscopia de Raman transformada de Fourier e laser a emitir
na regido proxima do infravermelho (FT-Raman - “Fourier Transform Raman
spectroscopy”). O uso do laser nd:YAG na excitacdo do efeito Raman, na regido
proxima do infravermelho (comprimento de onda 1064 nm), permitiu a reducao
substancial da fluorescéncia e, consequentemente, do risco de destruicdo das amostras e
do tempo necessario a obten¢ao do espectro, a0 mesmo tempo que a relagdo sinal/ruido
foi substancialmente melhorada (Matsuhiro, 1996; Pereira et al., 2003). No entanto, o
uso corrente de espectrometros de FT-Raman s6 passou a ser possivel a partir de finais
da década de 80 do século passado (Cutler, 1990).

Em relagdo aos espectros de Raman, ¢ importante realcar que os de
infravermelho sdo complexos e a fraca resolu¢do de alguns picos ndo permite tirar
conclusdes precisas sobre a presenca de algumas fraccdes menores. Actualmente, os
investigadores associam a espectroscopia de infravermelho a de Raman, de forma a
complementar a informagdo obtida por cada uma delas (Matsuhiro, 1996; Pereira e
Mesquita, 2003, 2004). Os espectros de Raman sdo analogos aos de infravermelho, mas
certas bandas de fraca intensidade em FTIR surgem nitidas nos espectros de Raman,
facto que facilita a identificagdo das diferentes frac¢des presentes nas amostras
(Givernaud-Mouradi, 1992). Segundo Pereira et al. (2003) os espectros de FT-Raman
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apresentam, em geral, melhor resolucdo do que os espectros de FTIR, o que permite a
identificacdo de um grande nimero de bandas caracteristicas, uteis na identificagdo dos
diferentes tipos de carragenana. Nalguns casos, os ficocoldides podem ser identificados
s6 com o recurso a espectroscopia de Raman; por exemplo, algumas variantes da familia
das carragenanas lambda (ksi e theta) podem ser mais facilmente identificadas por FT-
Raman.

1.5.6 - Ressonéncia Magnética Nuclear

Na década de 80, do século passado, a ressonancia magnética nuclear (“nuclear
magnetic ressonance” - NMR) do "“C passou a ser usada, com regularidade, na
identifica¢do da estrutura fina dos polissacarideos, em particular a das carragenanas e a
dos agares. Esta técnica espectroscopica apresenta uma grande fiabilidade na detecgao
das diferentes frac¢des, assim como a natureza e a posicao dos substituintes (Zinoun,
1993).

Os primeiros trabalhos de Yarotsky ef al. (1977) e de Bhattacharjee et al. (1978)
permitiram atribuir os 12 picos observados nos espectros aos respectivos 12 carbonos
do di-holésido. A classificacdo dos principais tipos de ficocoldides foi estabelecida por
estes mesmos autores, com base, sobretudo, na identificagdo dos picos anoméricos.
Posteriormente, outros autores basearam-se nestes trabalhos afim de dar uma atribuicao
definitiva a estes deslocamentos quimicos. Desde entdo a identificagdo das carragenanas
faz-se por simples comparacao dos picos obtidos com os da literatura (Bhattacharjee et
al., 1978; Usov et al., 1980; Bellion, 1982; Greer e Yaphe, 1984a, b; Usov, 1984;
Rochas e Lahaye, 1989).

Na actualidade, a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, nas suas
duas variantes 'H e "°C, ¢ uma das ferramentas padrio usadas na determinacdo da
estrutura quimica dos ficocoldides (Usov, 1998; van de Velde et al., 2002a).

Durante a preparacdo das amostras, as carragenanas sao ‘sonicadas’ de forma a
reduzir a viscosidade da solugdo. A alta viscosidade ¢ responsavel pela fraca resolugao
que alguns espectros apresentam (Deslandes et al., 1990). Devido a abundancia,
naturalmente baixa, do isétopo de "°C, as amostras para RMN (ressonincia magnética
nuclear) sdo preparadas em concentracdes relativamente elevadas (5 a 10 %), quando
comparado com as usadas em "H-RMN (0.5 a 1 %).

A espectroscopia de C-RMN ¢ usada, na maior parte das vezes, na
determinagdo da composi¢do molecular das amostras e das proporcdes relativas de cada
um dos diferentes componentes: unidades repetitivas de kappa, iota, lambda, mu e nu. A
quantificagdo por intermédio do espectro de *C-RMN, baseada nas intensidades das
ressonancias dos carbonos anoméricos, € possivel desde que se usem longos intervalos
em cada interpulso (cerca de 1.5 s) (van de Velde et al., 2002a). A maior limitagdo desta
técnica resulta do facto de ser pouco sensivel a presenga de componentes menores, com
concentragdes inferiores a 5 %.

Os espectros “C-RMN da carragenana kappa, iota, mu e nu foram sendo
interpretados durante muitos anos e estdo, na actualidade, perfeitamente elucidados
(Usov et al., 1980; Ciancia ef al., 1993a). O espectro *C-RMN da carragenana lambda
tem sido matéria de debate. Os valores quimicos calculados para a carragenana lambda,
juntamente com todas as outras possiveis estruturas, foram publicadas em 1992 (Stortz e
Cerezo, 1992). Dois anos mais tarde os valores quimicos da carragenana lambda eram
finalmente publicados mas, no entanto, algumas das ressondncias observadas
permaneciam ainda por atribuir (Stortz et al., 1994). Os valores quimicos dos espectros
de "C-RMN, dos principais tipos de carragenana, encontram-se resumidos na Tabela
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1.3. A substituicdo acetal piruvato, no esqueleto da carragenana, resulta no
aparecimento de ressondncias em 25.5 ppm (metil), 101.6 ppm (acetal) e 175.7 ppm
(carboxil) (Chiovitti ef al., 1999). O amido florideo ¢ a principal substancia de reserva
das algas vermelhas (Florideophycidae) e ¢ identificada nas amostras pela presenga de
ressonancias com os valores quimicos de 72.9 e 102.5 ppm (Turquois et al., 1996).

Tabela 1.3 — Identificacio dos diferentes tipos de carragenana através da ressonincia magnética nuclear do *C. As
carragenanas estio representadas por letras gregas e pelo codigo de letras proposto por Knutsen ez al. (1994).

Carragenana Cddigo Deslocamentos quimicos (ppm) Ref*
deletras C-1 C-2 C3 C4 C-5 C-6
Kappa (k) G4S 102.5 69.6 789 741 748 613 Usove
DA 953 699 79.2 783 76.8 69.5 Shashkov,
1985
Iota (1) G4S 102.2 693 76.8 722 748 61.3 Usove
DA2S 92.1 750 77.8 783 77.0 69.8 Shashkov,
1985
Lambda (1) G2S 103.4 774 758 642 742 61.3 Falshawe
D2S,6S 91.6 748 69.5 803 687 68.1 Furneaux,
1994
Mu () G4S 1053 70.7 78.8 73.8 754 619 Stortzetal,
D6S 98.2 689 70.7 79.5 689 684 19%
Ciancia et
al., 1993
Nu (v) G4S 105.3 70.7 804 73.8 754 61.9 Cianciaet
D2S,6S 98.8 768 689 795 689 684 al,61993
Stortz et al.,
1994
Alfa (o) G 102.7 69.6 81.9 669 753 61.6 Falshaw et
D2S 947 754 781 783 77.1 70.0 al,1996
Beta () G 102.7 69.7 80.5 66.5 755 61.4 Liaoetal
DA 947 703 79.5 783 77.0 69.7 1993
Theta (0) G2S 1003 77.6 772 678 747 61.1 Falshawe
DA2S 95.6 747 774 79.5 77.0 69.8 Furneaux,
1994
Omega (®) G6S 102.7 694 803 660 729 67.2 Usove
DA 947 70.1 79.5 785 769 69.4 Shashkov,
1985

A espectroscopia de 'H-RMN ¢ muito mais sensivel do que a de *C-RMN, mas
apresenta uma dispersao de valores quimicos significativamente menor. Por essa razao,
a espectroscopia de 'H-RMN ¢ sobretudo usada em duas situagdes: em primeiro lugar, ¢
usada em analises rdpidas de solu¢cdes com baixa concentracdo de carragenana; em
segundo lugar ¢ usada na quantificacdo das diferentes fraccdes presentes numa amostra
(van de Velde et al., 2002a). A quantifica¢do de fracgdes numa mistura ¢ feita com base
na ressondncia dos protdes a-anoméricos, que originam sinais bem definidos na regido
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entre 5.1 ¢ 5.7 ppm (ver Tabela 1.4). Os sinais dos protdes f-anoméricos ndo podem ser
usados na identificagdo e quantificacdo de diadas (van de Velde et al., 2002a).

A espectroscopia de 'H-RMN pode assim ser usada em andlises de rotina de
carragenanas em amostras comerciais € ndo comerciais. Numa segunda vertente de
utilizagdo, os oligossacarideos sdo obtidos por intermédio de uma hidrolise enzimatica
(kappa ou iota-carragenases especificas) das carragenanas. Nesta situacdo a
espectroscopia de 'H-RMN ¢ preferida em relagio a de ?C-RMN, devido a sua elevada
sensibilidade e capacidade para resolver a estrutura molecular detalhada dos
oligossacarideos. As fracgdes de elevado baixo peso molecular sdo separados por
precipitacdo diferencial e, depois, fraccionadas por intermédio de cromatografia de
permeacdo em gel. As fracgdes assim obtidas sdo depois analisadas por espectroscopia
de '"H-RMN. A informacdo detalhada sobre a estrutura molecular dos diferentes di-,
tetra- e oligossacarideos, presentes nas diferentes fracgdes, ¢ usada para deduzir a
estrutura da carragenana original (Knutsen e Grasdalen, 1992a, b).

Tabela 1.4 — Identificaciio dos diferentes tipos de carragenana através da ressondncia magnética nuclear do 'H

(Segundo Ciancia et al., 1993; Stortz et al., 1994). As carragenanas estdo representadas por letras gregas e pelo
codigo de letras proposto por Knutsen et al. (1994).

Carragenana Codigo de letras Deslocamentos
quimicos (ppm)

Kappa (k) DA2S 5.32

Iota (v) DA 5.11

Lambda (1) D2S,6S 5.59

Mu (n) D6S 5.26

Nu (v) D2S,6S 5.52

1.5.7 - Analise cromatografica

As técnicas de analise cromatografica sdo aplicadas no estudo de diferentes
aspectos estruturais das carragenanas, tais como a distribuicdo da massa molecular,
conteado em ésteres sulfato, composi¢cao dos monossacarideos e analise da ligacao
glicosidica (Roberts ¢ Quemener, 1999).

1.5.7.a — Determinacgéo do peso molecular

A massa molecular das carragenanas ¢ um pardmetro importante do seu
comportamento reologico (viscosidade, stress de concentracdo e for¢a do gel) e,
consequentemente, nas suas aplicagdes. A distribuicio da massa molecular ¢
normalmente determinada por cromatografia de exclusdo pelo tamanho (SEC — “Size
Exclusion Chromatography”) e cromatografia de permeag¢do por gel (GPC — “Gel
Permeation Chromatography”), juntamente com a deteccao por dispersdo de laser multi-
angulo (MALLS — “Multi-Angle Laser-Light Scattering”) (Hoffmann ef al., 1996). Os
sistemas de cromatografia separam as carragenanas de acordo com o seu volume
hidrodinamico, revelando a distribuicdo de massa molecular, enquanto o MALLS revela
a massa molecular absoluta de cada pico individual. No entanto, varios problemas estao
associados com o SEC e GPC, tais como a absor¢do da amostra no empacotamento
dentro da coluna, degradacdo dos polimeros devido as elevadas for¢as a que estdo

32



Introdugao

submetidas, dificuldades na separacdo da amostra com elevada massa molecular ou
material agregado; devido a estas limitagdes, s6 o material dissolvido pode ser
analisado. Os problemas atras referidos sdo menos severos no fraccionamento por fluxo
assimétrico. Recentemente foi usado, com sucesso, o fraccionamento por fluxo
assimétrico associado a deteccdo por MALLS, na determinagdo do peso molecular da
carragenana kappa (Ciancia et al., 1997b).

1.5.7.b — Conteudo em sulfato

Os grupos sulfato constituem um substituinte estrutural importante do esqueleto
de galactose nas carragenanas. Nessa perspectiva, um método rapido e reprodutivel para
a determinagdo do contetido em ésteres sulfato € particularmente importante. O método
oficialmente usado, ao nivel das entidades reguladoras (FAO, 1992), na determinagdo
do contetido em sulfato, € baseado na hidrolise selectiva do éster sulfato, por intermédio
de um 4acido e subsequente precipitagdo selectiva dos ides de sulfato sob a forma de
sulfato de bario. O sulfato de bario ¢ entdo medido por pesagem ou por turbidometria,
tal como se encontra descrito nos relatérios elaborados pelo comité de especialistas da
FAO/WHO, na area dos aditivos alimentares (JECFA) (FAO, 1992). Este método
possui algumas desvantagens, pois € laborioso e necessita quantidades de amostra na
ordem dos gramas. Um avango prometedor nesta area consiste no uso da cromatografia
de alta performance (HPLC — “High Performance Liquid Chromatography”) na
quantificagdo do sulfato livre, libertado pela hidrélise acida. Esta andlise ¢ feita,
normalmente, num sistema de HPLC provido de uma coluna de troca-idonica com
deteccao de condutividade (Jol et al., 1999).

1.5.7.c — Composicdo monossacaridica

A composicao monossacaridica das carragenanas ¢ determinada pela razdo entre
a galactose e a anidrogalactose. No processo de obtengdo de monossacarideos, através
da hidrolise acida dos polissacarideos, da-se a conversdo de anidrogalactose em
galactose e outros produtos de degradacao, tal como o 5-hidroximetilfurfural. Com a
introducao da hidrolise redutiva resolveu-se, em parte, este problema. Este método
revela também a presenca de pequenas quantidades (inferiores a 5 %mole) de glucose e
xilose em amostras comerciais de carragenana. A hidrélise redutiva pode ser aplicada,
também, em amostras de algas, facilitando assim os estudos quimiotaxonémicos (Jol et
al., 1999).

1.6 - Propriedades fisicas das carragenanas

1.6.1 - Solubilidade

As carragenanas sdo soluveis na agua, mas a sua solubilidade depende de: tipo
de carragenana, temperatura, pH, tipo e concentragdo de ides e de outros solutos
presentes. A carragenana mais solivel ¢ a lambda, pois a sua estrutura quimica nao
possui o componente mais hidr6fobo, a 3,6-anidrogalactose. Além disso, a carragenana
lambda possui 3 grupos sulfato de natureza hidréfila. Assim, a carragenana lambda ¢
soluvel em 4gua, em quase todas as condi¢des de temperatura e pH (Perez et al., 1992;
van de Velde e de Ruiter, 2002).

A carragenana kappa ¢ a fraccdo mais dificil de dissolver. Esta carragenana,
quando associada a sais de sodio, € solivel em 4gua fria; quando associada a sais de

33



Introdugao

potassio, ¢ solivel em &4gua quente. A carragenana iota possui uma solubilidade
intermédia (Perez et al., 1992; van de Velde e de Ruiter, 2002).

1.6.2 - Transigoes cadeia-hélice

As carragenanans da familia kappa (carragenana kappa e iota) sdo ricas em 3,6-
anidrogalactose e, quando em solugdo, sdo possuidoras de uma estrutura helicoidal,
originando um gel termo-reversivel. A medida que a temperatura da solu¢io diminui, as
cadeias de macromoléculas organizam-se no espago sob a forma de hélices mais ou
menos largas. Estas hélices associam-se entre elas por intermédio dos catides de célcio e
de potassio, e estabelecem pontes entre as cadeias (Rees et al., 1982). A agua fica
aprisionada no interior das hélices pelos agrupamentos hidréfobos, enquanto os ésteres
sulfato, situados no exterior, retém-na a superficie das hélices. Estas macromoléculas
apresentam zonas com espirais frouxas, ricas em ésteres sulfato e zonas com espirais
apertadas, ricas em 3,6-anidrogalactose. Segundo Rees (1963; 1969) as zonas ricas em
3,6-anidrogalactose colocam-se face a face para que os catides de célcio e de potéssio
fiquem dentro das cavidades originadas por duas hélices. Estes catides servem de
ligagdo solida entre as cadeias de macromoléculas. Assim, estabelece-se uma rede
tridimensional que origina um gel cuja rigidez depende do teor em 3,6-anidrogalactose e
em grupos sulfato. E necessario referir que a dureza do gel é inversamente proporcional
ao teor em ésteres sulfato (Figura 1.9).

As carragenanas kappa e iota ocorrem sob duas formas estruturais distintas: em
cadeia ndo estruturada, a altas temperaturas; e sob a forma de dupla hélice estruturada, a
baixas temperaturas. A dupla hélice forma-se por arrefecimento das cadeias irregulares;
a este fenomeno da-se o nome de transicdo cadeia-hélice. A temperatura a que se dé a
transicdo cadeia-hélice ¢ um pardmetro muito importante, pois esta directamente
relacionado com as propriedades funcionais da carragenana. A temperatura de transicao
depende dos factores intrinsecos de cada carragenana, tais como a polidispersidade,
distribui¢ao dos grupos sulfato, quantidade de precursores, ¢ depende dos factores
extrinsecos, tais como o tipo e concentracdo dos sais, do pH e da velocidade do
arrefecimento (van de Velde et al., 2002c¢).

A temperaturas superiores a 60 °C a carragenana kappa esta sempre na forma de
cadeia irregular. A temperatura tipica, a qual se da a transi¢cdo cadeia-hélice, depende da
estrutura quimica da carragenana (e do sistema em que esta se da), sendo de 38 °C na
agua e no leite. Na presenca de ides de potassio, as duplas hélices da carragenana kappa
aglomeram-se, formando unidades maiores denominadas “fibras” (Snoeren e Payens,
1976), “agregado de hélices” (Morris ef al., 1980), “superstrands” (Hermansson et al.,
1991) ou “bastdes super-helicoidais” (Piculell, 1995). A microscopia electronica
revelou que o tamanho maximo destes agregados ¢ de cerca de 20 nm (Hermansson et
al., 1991). O potassio actua como uma ponte intra-molecular, formando interacgdes
electrostaticas entre o éster sulfato e o atomo de oxigénio anidro (Figura 1.10), na
carragenana kappa (Tako e Nakamura, 1986a). O nivel de agregagdo determina as
propriedades fisicas, tais como a forca do gel, a viscosidade, a sinérese, etc.

A carragenana iota possui, tal como a kappa, uma conformacgdo de cadeia
irregular a temperaturas acima dos 60 °C. As hélices formam-se pelo arrefecimento, mas
estas sdo completamente diferentes das de carragenana kappa e completamente
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GELIFICAGAO
FUSAO
lao
GELIFICAGAO
FUSAO
Zona rica em Zona rica em
3,6-anidrogalactose

3,6-anidrogalactose

Zona pobre em
3,6-anidrogalactose

Figura 1.9 — Mecanismo de gelificag@o das carragenanas: A — Logo que a temperatura
desce, as cadeias moleculares reagrupam-se aos pares, associando-se duas a duas, pela
accdo dos ides de calcio. Logo que a temperatura se eleva, inicia-se o processo inverso,
a fusdo (Segundo Rees, 1963); B — No processo de gelificacdo, as cadeias de
carragenana colocam-se de maneira que as zonas ricas em radicais hidr6fobos fiquem
face a face (Segundo Paoletti ez al., 1984).

Figura 1.10 — Ponte intra-molecular de potassio na carragenana kappa, segundo
Tako e Nakamura (1986a).

35



Introdugao

independentes do tipo de catido presente. A carragenana iota ndo forma agregados tdo
grandes como os da fraccdo kappa mas, em certas condigdes, ¢ possivel observar
alguma agregacao de hélices (Morris et al., 1980). A temperatura de transi¢do cadeia-
hélice desta carragenana depende, tal como acontecia na carragenana kappa, de factores
intrinsecos e extrinsecos. Em sistemas aquosos e lacteos a temperatura de transicdo ¢ de
45 °C. As hélices simples de carragenana iota interligam-se (Figura 1.11) por intermédio
de pontes inter-moleculares de célcio (Tako et al., 1987).

Figura 1.11 — Representacdo esquematica das pontes inter-moleculares de célcio na
carragenana iota, segundo Tako et al. (1987).

As carragenanas da familia lambda sdo pobres em 3,6 anidrogalactose e ricas em
¢ésteres sulfato. A sua natureza espessante resulta da presenga de muitos grupos sulfato,
que conferem a molécula uma carga negativa. Em solu¢ao aquosa, as moléculas tendem
a ocupar o maximo de volume devido as forgas de repulsdo. A presenca de trés grupos
sulfato, por dimero, reduz fortemente o caracter hidréfobo da carragenana. As
moléculas de agua sofrem um abrandamento no seu movimento devido a presenca de
grupos hidroéfilos, situados ao longo das macromoléculas, o que confere a solugdo um
caracter viscoso. A carragenana lambda nunca forma hélices, apresentando-se sempre
sob a forma de cadeia irregular. Consequentemente, esta carragenana nunca forma géis,
ou seja, nunca gelifica (Langendorff et al., 2000; Rinaudo, 2002).

1.6.3 - Viscosidade

As carragenanas formam solugdes muito viscosas quando se encontram em
solugdes a temperaturas acima da temperatura de transi¢do cadeia-hélice. Nesta
situacdo, as moléculas de carragenana estdo na forma de cadeias irregulares, muitas
vezes na forma “esticada”, devido a repulsdo electrostatica causada pelas cargas
negativas dos grupos éster sulfato presentes ao longo da cadeia linear de galactana. A
viscosidade aumenta de forma quase exponencial em relagdo a concentracdo. A adicao
de sais a solucdo de carragenana reduz a viscosidade, devido a neutralizagdo das cargas
do polimero. A viscosidade aumenta com a massa molecular de carragenana, de acordo
com a denominada equagdo “Mark-Houwink” (Hjerde ef al., 1994)

[I=K(My)"
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onde [n] ¢ a viscosidade intrinseca ¢ My, a massa molecular média. Os valores para a
constante K ¢ a sdo dependentes do tipo de carragenana. O expoente a ¢ proximo da
unidade e esté relacionado com a presenca de moléculas rigidas do tipo “bastiao”.

1.6.4 - Geleficagao

A possibilidade de formar géis € a principal caracteristica das carragenanas. S6 a
carragenana kappa e iota t€ém essa capacidade, pois as outras carragenanas nao possuem
a conformagdo 'Cs, que resulta das pontes 3,6-anidro. Os géis formam-se apds o
arrefecimento da solu¢do quente de carragenana (Figura 1.11). O mecanismo de
gelificacdo encontra-se descrito em varios livros de texto (Guiseley et al., 1980;
Therkelsen, 1993; Piculell, 1995; Imeson, 2000).

Em termos gerais, os géis de carragenana kappa sdo duros, fortes, quebradicos e
instaveis nos processos de congelamento/descongelamento; ambos os tipos de gel sdo
termo-reversiveis. A “for¢a” dos diferentes tipos de gel € controlada pela concentragao
dos catides gelificantes (Nemoto, 2002). A carragenana kappa forma géis na presenca
de i0es de potassio. As solugdes aquosas de carragenana devem ser aquecidas acima dos
60 °C para que esta se dissolva. A adi¢ao de 0.5 % de carragenana kappa em agua e 0.2
% em leite € o suficiente para formar um gel. A carragenana kappa forma um gel mais
forte com os sais de potassio do que com os sais de célcio. O potassio favorece a
formacao de um gel rigido mas elastico, enquanto que o calcio origina um gel duro mas
quebradigo (McHugh, 2003).

A carragenana iota forma géis na presenga de célcio e a “forca do gel” esta
relacionada com a quantidade de calcio presente na solugdo. A gelificacio da
carragenana kappa é promovida especificamente por catides monovalentes (K, Rb",
Cs" e NH,"). Estes catides promovem a agregacdo das hélices duplas de carragenana
kappa, formando agregados chamados “dominios™ (do inglés “domains”) ou “bastdes
super-helicoidais”. Esta associacdo de estruturas helicoidais em tensdo explica a
histerese observada na rotagdo Optica ¢ medigdes reologicas na carragenana kappa
(Rodd et al., 2000; van de Velde et al., 2002¢). A transicdo conformacional cadeia-
hélice da carragenana iota parece nao ter especificidade em relagdo a um dado catido. A
transicdo térmica da carragenana iota nao apresenta histerese, o que sugere a nao
existéncia de agregacdo inter-hélice. Assim sendo, o mecanismo da gelificagdo nesta
carragenana tera lugar ao nivel da hélice. Os géis de carragenana iota sdo tixotropicos,
isto ¢, quando a estrutura do gel ¢ destruida, esta restabelece-se apos algum tempo
(Yuguchi et al., 2002; Yuguchi et al., 2003). Um comportamento tixotropico similar ¢
encontrado em concentragdes muito baixas de carragenana kappa no leite; forma-se
assim um gel delicado, util em produtos lacteos liquidos, que podem ser agitados. Este
gel delicado ¢ o suficientemente forte para suspender, por exemplo, as finas particulas
no leite achocolatado.

1.6.5 - Sinergia com outras gomas

A carragenana kappa apresenta sinergia com gomas de galactomana, em
particular com a farinha de alfarroba e, em menor grau, com a goma “Konjac” e “Guar”
(E412 - goma derivada das sementes da planta Cyamopsis tetragonolobus, que cresce
em abundéncia na India e no Paquistdo). A farinha de alfarroba (E410) obtém-se a partir
das sementes da alfarrobeira (Ceratonia siliqua), arvore que cresce em Portugal,
Espanha, Italia, Chipre e noutros paises da bacia mediterranica (McHugh, 2003). O
efeito de sinergia consiste na reducdo da quantidade de polimero gelificante numa
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solucdo; a adi¢do de farinha de alfarroba pode levar a uma redugdo de cerca de 1/3 da
concentragdo em carragenana kappa (Tako e Nakamura, 1986b). O mecanismo de
interaccao esta relacionado com o alinhamento das regides ndo ramificadas da cadeia de
manana com os agregados de duplas hélices de carragenana kappa (Dea e Morrison,
1975). A adi¢ao de galactomanas a carragenana kappa modifica a morfologia do gel,
tornando-o elastico e com baixa sinérese.

Alguns amidos sdo conhecidos como possuidores de sinergia com a carragenana
iota, no entanto, o seu mecanismo detalhado ainda nao foi revelado até agora (van de
Velde e de Ruiter, 2002).

1.6.6 - Interacgao com proteinas

Na industria de derivados lacteos, as carragenanas sdo utilizadas tomando em
conta a interaccao de sinergia com as proteinas do leite. Em sistemas lacteos sdo
necessarias concentragdes cinco vezes menores de carragenana, para se obter um gel,
quando comparado com sistemas aquosos. O efeito de sinergia esta relacionado com as
interacgdes entre as carragenanas carregadas negativamente com os aminoacidos
positivamente carregados, na superficie das micelas de caseina, especialmente entre a
carragenana kappa e a caseina-kappa. Niveis muito baixos de carragenana (entre 0.015 e
0.025 %) sao suficientes na prevencao da separacao e na estabiliza¢dao das particulas de
cacau no leite achocolatado (Puvanenthiran et al., 2000; Sedlmeyer et al., 2003).

1.6.7 - Estabilidade quimica das carragenanas

As carragenanas sdo extremamente sensiveis a dcidos e a rupturas oxidativas. A
ruptura da ligagdo glicosidica aumenta com a temperatura € com o tempo. A hidrdlise
acida ocorre sobretudo nas ligagdes glicosidicas (1—3). O sistema de anéis de 3,6-
anidrogalactose favorece a hidrdlise, enquanto que a presenga do grupo é€ster sulfato, na
posicdo 2, reduz a possibilidade de hidrdlise (Therkelsen, 1993). A hidrolise acida na
carragenana kappa ¢ mais rapida do que na fraccdo iota. A despolimerizacdo de
carragenanas pode ocorrer também pela acidificacao dos grupos sulfato (com libertagao
de acido sulfurico), como resultado da didlise exaustiva em agua desionizada. A auto-
hidrolise pode ocorrer também durante o processo de liofilizagdo ou quando as
carragenanas sao armazenadas por um periodo de tempo alargado e em condi¢des de
secura. As carragenanas, no estado gelificado, retém os catides associados, prevenindo
assim a ocorréncia de hidrolise (Hoffmann et al., 1996).

1.7 - Biologia da parede celular

O estudo da formagdo da parede celular nas algas vermelhas ¢ um assunto
fascinante e, a0 mesmo tempo, muito complexo (Vreeland e Kloareg, 2000). Este tipo
de estudo envolve areas e técnicas tdo diversas como a biologia molecular, biologia do
desenvolvimento, analise quimica dos polissacarideos (espectroscopia, cromatografia,
enzimologia, etc.) e a citoquimica, com vista a elucidacdo da biossintese dos
precursores biologicos dos diferentes componentes da parede celular, com especial
relevo dado ao seu transporte, deposicao e modificacdo extracelular (Tsekos, 1996).
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1.7.1 - Variabilidade dos polimeros presentes na parede celular

A familia de polissacarideos do tipo carragenana (kappa, iota, lambda, furcelana,
beta e respectivos precursores) € agar (agar, porfirana, agarose) sdo altamente variaveis
(Craigie, 1990; Vreeland e Kloareg, 2000) e encontram-se normalmente misturados em
extractos obtidos de algas inteiras. Diversos métodos analiticos, que minimizam a
destruicdo da estrutura natural dos polissacarideos, em particular da anidrogalactose,
foram desenvolvidos por Usov (Usov et al., 1980; Usov, 1984, 1992) e por Chopin ¢
colaboradores (Chopin ¢ Whalen, 1993; Chopin ef al., 1999a). Recentemente, foram
publicados varios artigos que contribuiram para elucidar a variabilidade dos polimeros
presentes na parede celular de varias algas vermelhas com interesse econdmico:
Chiovitti, Bacic e colaboradores, na Australia (Chiovitti ef al., 1995b, 1996; Chiovitti et
al., 1997; Chiovitti et al., 1998b); Furneaux, Miller e colaboradores, na Nova Zelandia
(Furneaux e Miller, 1985, 1986; Miller et al., 1997; Miller, 2003b); Cerezo, Estevez e
colaboradores, na Argentina (Estevez ef al., 2000, 2001, 2002); Lahaye e colaboradores,
na Franga (Lahaye et al., 1985; Lahaye, 2001a, b).

A parede celular das algas vermelhas ¢ constituida por uma parte fibrilar
(cristalina) embebida numa matriz amorfa (Kloareg e Quatrano, 1988; Tsekos e Reiss,
1992; Tsekos, 1999; Lechat et al, 2000). A fase microfibrilar ¢ composta
principalmente por celulose, manana e xilana (Gretz et al., 1980; Mukai e Craigie,
1981; Gretz e Vollmer, 1989; Craigie, 1990), enquanto que a matriz amorfa
mucilaginosa ¢ constituida usualmente por um polimero de galactana sulfatada (Craigie,
1990; Gretz et al., 1991a). Outros componentes adicionais da matriz sdo as
glicoproteinas (Chamberlain e Evans, 1973; Tsekos et al., 1985).

1.7.2 - Localizagao dos polissacarideos

A localizagdo citologica in situ dos polimeros da matriz extracelular constitui um
complemento valioso a caracterizagdo quimica e fisica dos ficocoldides extraidos. A
presenca de celulose, carragenanas (e outros polissacarideos) e proteinas na parede
celular pode ser detectada através de reagentes citoquimicos adequados (Tabela 1.5), ou
com recurso a moléculas mais especificas tais como as lectinas, enzimas, anticorpos ou
sondas de hibridizag¢ao (Gretz et al., 1997). Tomando em conta os limites demonstrados
na especificidade de muitos reagentes citoquimicos, a correlagdo entre a composi¢ao
quimica dos polimeros extraidos e os padroes de localizacdo constitui uma ferramenta
de grande utilidade no estudo dos polissacarideos da parede celular.

Gretz e colaboradores (1997), ao aplicarem técnicas de coloragdo citoquimica,
concluiram que a parte externa do talo de K. alvarezii era constituido sobretudo por
polissacarideos anidnicos, enquanto que a parte interna apresentava hidratos de carbono
menos sulfatados. A cloro-zinco-iodina, tinopal (branco de calcoflior) e o reagente
LKI/H,SO4, permitiram localizar celulose nas regides internas. Essas 4reas
apresentavam, em microscopia de polarizagdo, birrefringéncia, sugerindo a presenga de
uma estrutura cristalina nas paredes celulares da zona medular e do eixo central do talo
(Gretz et al., 1997).

Coloragdes citoquimicas, tais como o branco de calcoflior e o azul de toluidina,
também foram utilizados na localizagdo de celulose e galactanas sulfatadas durante a
regeneragdo da parede celular de protoplastos isolados de algas agardfitas e
carragenofitas (Legall et al., 1990).
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Tabela 1.5 — Reagentes usados na localizagdo in situ de polimeros (Segundo Gretz et al. 1997).

Polimero

Reagente

Cor

Polissacarideos sulfatados
e carboxilados

Azul de alciano 0.1 % em 3
% acido acético, pH 2.5

Azul-esverdeado

Azul de toluidina 0.05 %
em 0.1 M tampao
acetato, pH 4.4

Vermelho-verde turquesa

Azul de alciano 0.1 %, 0.9
M MgCl, em 0.1 M
HCL pH 1

Azul de toluidina 0.05 %
em 0.1 M HCL, pH 1

Polissacarideos sulfatados Azul-esverdeado

Vermelho-verde turquesa

Vermelho de ruténio 0.2 % Vermelho

em agua destilada

Polissacarideos anidnicos

B-Glicano Branco de calcofluor 0.04 Azul fluorescente
% em agua destilada
Celulose Cloro-zinco-iodina De azul a violeta
IL,KI e 65 % H,SO4 Azul palido
Proteinas Azul de coomassie G-250 Azul

0.25 % em 7 % acido
acético

A distribuicdo das galactanas sulfatadas nos talos de varias carragenofitas, como
por exemplo no Chondrus cripus (Gordon-Mills et al., 1978) e em agarofitas, tal como a
Pterocladiella capillacea (outrora Pterocladia capillacea) (Rascio et al., 1991), parece
apresentar um gradiente, com maior acumulacdo nas regides externas € uma menor
acumulagdo nas partes internas dos talos (Kloareg e Quatrano, 1988). No entanto,
parece que estes resultados ndo sao aplicaveis a todas as espécies, pois, por exemplo, os
polissacarideos encontrados na Eucheuma estao uniformemente distribuidos por todo o
talo (Laclaire e Dawes, 1975). Analises quimicas feitas em Kappaphycus alvarezii
(comercialmente conhecido como “cottonii”) permitiram confirmar a presenca de
celulose e carragenana na parede celular, componentes comuns a maioria das
carragendfitas com interesse econdmico (Gretz et al., 1997).

A distribuicdo das carragenanas nas diferentes partes do talo, nas Gigartinales,
pode ser averiguada com o auxilio de “sondas” especificas; esta técnica foi usada para
localizar, por exemplo, carragenana kappa e iota no K. alvarezii (Zablackis et al., 1991).
Estes autores conseguiram demonstrar que a carragenana kappa se encontrava
predominantemente na parede celular e na matriz extracelular da zona cortical, na zona
medular e no eixo central dos talos, com recurso a sondas especificas de
oligossacarideos de carragenana conjugados com FITC (Fluoresceina Isotiocianato).
Entretanto, a carragenana iota encontra-se, predominantemente, na parede celular das
células que constituem a zona epidérmica ou cuticular; ou seja, a carragenana iota esta
concentrada essencialmente na superficie do talo da alga.

A localizagdo das diferentes carragenanas presentes no K. alvarezii foi também
investigada por Vreeland e colaboradores (1992), com auxilio de anticorpos
monoclonais (marcagdo por imunofluorescéncia). Esta técnica permitiu concluir que a
carragenana kappa se encontrava distribuida na parede celular e na matriz, enquanto que
a carragenana iota se encontrava na lamela média; a carragenana lambda encontrava-se
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localizada na cuticula do talo, enquanto que as carragenanas kappa e iota estavam
ausentes.

O uso de anticorpos desempenhou um papel muito importante na descoberta da
alternancia bioquimica das carragenanas, dependente da ploidia dos talos, nas
Gigartinaceae e Phyllophoraceae (Gordon-Mills et al., 1978; McCandless et al., 1982,
1983; McCandless e Gretz, 1984). Os marcadores moleculares, tais como os anticorpos
policlonais (Vreeland, 1970, 1972), anticorpos monoclonais (Vreeland et al., 1984;
Larsen et al., 1985; Vreeland et al., 1987; Boyen et al., 1988; Vreeland e Laetsch, 1989)
e sondas de hibridizag¢do (Vreeland ef al., 1987; Vreeland e Laetsch, 1989; Zablackis et
al., 1991) foram usados na localizagdo de polissacarideos da parede celular de algas
marinhas. Anticorpos monoclonais conjugados com FITC foram usados na localizacao
de carragenana kappa, iota e lambda, nos talos de K. alvarezii (Vreeland et al., 1992).
Estas sondas especificas foram também usadas em estudos de regeneragdo da parede
celular de protoplastos, na mesma alga (Gross, 1990; Zablackis et al., 1993).

A microscopia electronica requer conjugados electronodensos, sendo os de ouro
coloidal os mais populares (Chanzy et al., 1984; Greer et al., 1984; Gretz et al., 1991a).
Os conjugados de enzimas, anticorpos € lectina com ouro possuem um grande potencial
no estudo da distribui¢do dos polimeros nas células. A celobiohidrolase-ouro (CBH-
ouro) foi usada para localizar B-glucano na matriz extracelular em algas vermelhas:
Agardhiella subulata, alga produtora de carragenana iota (Wu, 1996); Lemanea
annulata (Gretz et al., 1991a); K. alvarezii (Gretz et al., 1997), alga produtora de
carragenana kappa; e gametéfitos de C. crispus (Gretz e Vollmer, 1989). Em qualquer
dos casos, nao foi encontrado celulose a nivel intercelular, o que suporta o modelo de
polimerizacao deste polimero mediado pela membrana plasmatica (Tsekos et al., 1996a;
Tsekos, 1999; Tsekos et al., 1999).

A localizagdo em microscopia electronica de galactanas sulfatadas foi realizada
com base em conjugados de enzimas e anticorpos associados a ouro coloidal (Bellion e?
al., 1983; Greer et al, 1984; Wu, 1996). A utilizagdo de anti-carragenana-ouro
monoclonal mostrou uma grande afinidade para a parede celular e matriz intercelular de
A. subulata, ficando assim demonstrado que a celulose e a carragenana iota se
encontram associadas na parede das células da zona cortical desta alga (Gretz et al.,
1990; Wu, 1996).

1.7.3 - Biossintese das carragenanas

Ainda pouco se sabe a proposito da biossintese das carragenanas. Acredita-se, no
entanto, que a sintese do esqueleto de galactana tem lugar no complexo de Golgi
(Bellion et al., 1981). A esterificagdo do sulfato do esqueleto de galactana ¢ catalizada
por sulfatotransferases (sulfotransferases) e ocorre nos dictiossomas e nao na parede
celular (Craigie e Wong, 1977; Craigie, 1990). Os mecanismos e as enzimas
responsaveis pela introducdo dos outros substituintes, tais como o piruvato € 0s grupos
metoxi, aguardam elucidacao.

Uma pequena propor¢do de proteina de ligagdo (“bound protein) estd muitas
vezes presente em fraccdes de extractos de ficocoloides de algas vermelhas (Vreeland e
Kloareg, 2000). As proteinas da parede celular, incluindo sulfohidrolases, sulfatases,
carbohidrolases, proteases e proteinas estruturais, sdo alvos essenciais, mas de dificil
estudo, para a compreensdo da biologia da parede celular das algas vermelhas.

Uma enzima responsavel pela conversdo de carragenana mu em carragenana
kappa foi identificada por Wong e Craigie (1978) em talos de C. crispus. Esta enzima
promove a produ¢do de 3,6-anidrogalactose e a libertacdo estequiométrica de sulfato. O
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nome de “sulfohidrolase”, usado na identificagdo da enzima, é baseado no facto desta
promover a libertagdo do éster sulfato presente na carragenana mu.

Zinoun e colaboradores (1997) conseguiram detectar a actividade de uma
sulfohidrolase em extractos de Calliblepharis jubata (alga produtora de carragenana
iota) com o auxilio de fragmentos de carragenana iota marcados radioactivamente.

Os precursores bioldgicos das carragenanas kappa e iota (carragenanas
gelificantes) denominam-se mu (u) e nu (v), respectivamente; estas carragenanas nao
possuem pontes do tipo 3,6-anidro. A formacdo das pontes 3,6-anidro ¢ catalizada,
como ja foi referido anteriormente, por sulfohidrolases, enzimas presentes na parede
celular (Wong e Craigie, 1978). Para a carragenana iota, esta relacdo entre o precursor e
o produto final € clara, mas para a carragenana kappa esta relacdo permanece um pouco
ambigua, pois vdarias amostras de carragenana hibrida kappa-iota contém,
aparentemente, s6 o precursor nu (Zinoun, 1993; Amimi et al., 2001; van de Velde et
al., 2001). A presenca de precursor nu nas amostras de carragenana resultantes da
carragendfita K. alvarezii, espécie conhecida por produzir carragenana kappa, foi
reportada por Bellion e colaboradores (1983). Estas ocorréncias sugerem, segundo
alguns autores (Zinoun, 1993; Amimi et al., 2001), que a carragenana nu ¢ um precursor
comum as carragenanas kappa e iota. No entanto, ¢ necessario ter alguma cautela a
respeito desta hipotese (ver “Discussao”), havendo necessidade de desenvolver mais
trabalho de investigagdo, sobretudo na deteccdo eficaz e precisa dos precursores em
extractos nativos, de forma a ajudar a elucidar os mecanismos de biossintese das
carragenanas.

Recentemente foram purificadas e clonadas duas sulfohidrolases, por intermédio
de electroforese, a partir do C. crispus (De Ruiter et al., 2000; Genicot et al., 2000).
Estas duas sulfohidrolases (sulfohidrolase I e sulfohidrolase II) exibem a mesma
especificidade pelo substrato, sendo por isso denominadas 6-O-sulfohidrolases da
carragenana-nu. A sulfohidrolase I liberta o sulfato sem modificar a viscosidade do
polimero, sugerindo que esta actua de forma randémica. Em contraste, a sulfohidrolase
IT remove o sulfato da carragenana nu de forma progressiva e sequencial, originando
uma longa e ininterrupta cadeia de dimeros de carragenana-iota. Em termos praticos, a
sulfohidrolase II promove a formagdo de uma estrutura helicoidal, tipica de um
polissacarideo gelificante.

Como foi referido anteriormente, a parede celular das algas vermelhas ¢
constituida por uma fase microfibrilar cristalina embebida numa fase mais amorfa, a
matriz. Tal como acontece nas células das plantas, os vacliolos tém origem na
progressiva fusdo de vesiculas derivadas do reticulo endoplasmatico e/ou do aparelho de
Golgi. Nas algas vermelhas, os sacos de mucilagem, na forma de vactolos, encontram-
se tanto em células reprodutoras maduras e em desenvolvimento, como em células
vegetativas (Pueschel, 1979; Tsekos, 1981, 1983; Tsekos et al., 1985; Delivopoulos e
Diannelidis, 1990a). Os polissacarideos sdo geralmente sintetizados no aparelho de
Golgi ou na superficie da plasmalema. O aparelho de Golgi e os sacos de mucilagem
(vacuolos) participam na sintese e secre¢do de parte dos materiais constituintes da
parede celular (Tsekos, 1996). O complexo de Golgi est4d implicado na secre¢cdo de dois
produtos distintos, durante a esporogénese: o primeiro, de natureza fibrosa, encontra-se
nos vacuolos e nas vesiculas intumescidas derivadas do Golgi, e participa directamente
na formacgdo da parede celular; o segundo, presente em carposporos e tetrdsporos, esta
associado com a actividade do Golgi e encontra-se no interior de vesiculas nucleadas
(“cored vesicles”) (Tsekos, 1981; Delivopoulos, 2003; Ouriques e Bouzon, 2003). As
vesiculas nucleadas sdo relativamente grandes e possuem um “nucleo” central
electronodenso constituido por glicoproteinas com fibrilhas polissacaridicas periféricas
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(Tsekos et al., 1985). Tsekos (1981; 1983) sugere que as vesiculas nucleadas libertam o
seu contetido na parede celular por exocitose, conteido esse constituido por enzimas
que intervém na sintese dos polissacarideos. Varios trabalhos demonstraram que os
sacos de mucilagem (vactolos) contém polissacarideos sulfatados (Pueschel, 1979;
Tsekos, 1981, 1983; Tsekos et al., 1985). Segundo Tsekos e Shcnepf (1991) os
polissacarideos sdo produzidos dentro de estruturas vesiculares; esta presuncdo foi
confirmada por estudos bioquimicos e ultrastruturais, nos quais ficou demonstrado que
o sistema endomembranar constitui o local da sintese dos polissacarideos da matriz
extracelular (Ramus, 1972; Evans et al., 1974; Tsekos, 1981; Tsekos et al., 1985; Gretz
et al., 1991b).

Em jeito de conclusdo, pela analise dos trabalhos de diversos autores, ¢é
consensual que: os precursores das carragenanas sao sintetizados (complexo de Golgi) e
sulfatados (sulfatagdo associada com o reticulo endoplasmatico e os dictiossomas)
intracelularmente; a conversao dos precursores nas carragenanas gelificantes ocorre na
membrana plasmatica ou na parede celular, pela ac¢cao de sulfohidrolases (Ramus, 1972;
Ramus e Groves, 1972; Wong e Craigie, 1978; Mccandless e Craigie, 1979; Mathieson
et al., 1984; Gretz e Vollmer, 1989).

1.7.4 - Biodegradagao extracelular

As carragenanas sdo degradadas por enzimas denominadas carragenases. Varias
bactérias marinhas produzem carragenase-iota e carragenase-kappa, enzimas que
degradam a carragenana iota e kappa, respectivamente. A biologia estrutural e a
evolucdo molecular das carragenases foram recentemente revistas por Barbeyron e
colaboradores (2001), assim como o seu papel na biotecnologia das carragenanas (De
Ruiter e Rudolph, 1997). Ver secgdo 1.9, sobre a biotecnologia das carragenanas.

1.7.5 - Fungoes Fisioldgicas das Carragenanas

A maioria das algas vermelhas possui uma parede celular andloga a das células
das plantas superiores: microfibrilhas de celulose embebidas numa matriz de
polissacarideos. Devido ao facto das algas vermelhas habitarem em meios aquaticos, a
composi¢do e a organizagao da matriz intercelular difere da encontrada nas plantas de
habitat terrestre. As plantas superiores precisam de uma estrutura rigida para suportarem
o efeito da gravidade e, por isso, a celulose € um componente muito importante das suas
paredes celulares. A natureza cristalina da celulose proporciona uma estrutura rigida e
resistente. Nas paredes celulares das algas vermelhas, a celulose constitui o componente
menor, variando de 1 a 8 % do total do peso seco da alga (Toffanin ef al., 1994). As
algas marinhas requerem uma maior flexibilidade estrutural, de forma a poderem resistir
e adaptar ao stress varidvel da zona das marés e, sobretudo, ao movimento das ondas.
Uma matriz extracelular composta principalmente por carragenana (ou agar, no caso das
agarofitas), proporciona a alga uma grande flexibilidade. Tal como acontece nas plantas,
outros polissacarideos e glicoproteinas interligam as fibrilhas cristalinas e/ou os
polissacarideos da matriz amorfa, contribuindo assim para a resisténcia ao stress
mecanico, expansdo celular e coesdo celular (Flores et al., 1997; Lechat et al., 2000).
No entanto, o significado fisiologico da composi¢do da matriz intercelular das algas
vermelhas, no que diz respeito a regulagdo mecénica, hidrata¢do e regulagdo osmotica
em meio marinho, continua a ser matéria de debate (Kloareg e Quatrano, 1988).
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1.8 - Significado taxonédmico dos polissacarideos
presentes nas Gigartinales

O significado taxonémico da estrutura dos polissacarideos da parede celular foi
referenciado varias vezes nas ultimas décadas (McCandless, 1978; Craigie, 1990; Liao
et al., 1993; Chiovitti et al., 1998b). Ocorreram nos ultimos anos muitas mudancas na
sistematica das algas vermelhas (Mikami, 1965; Hommersand et al., 1993; Saunders e
Kraft, 1997) e varios tipos de andlise bioquimica dos ficocoloides tém sido
desenvolvidos (Chopin e Whalen, 1993; Usov, 1993; Stortz et al., 1997a; van de Velde
et al., 2002a; Pereira et al., 2003); a composicao da parede celular de representantes das
algas vermelhas encontra-se bem documentada (McCandless, 1978; Chopin, 1986;
Gretz e Vollmer, 1989; Craigie, 1990). O método desenvolvido por Chopin ¢ Whalen
(1993) para a identifica¢dao de ficocoloides através de FTIR permitiu alargar o estudo a
um grande nimero de algas. A utilizagao da espectroscopia de RMN, em particular a de
"H-RMN, veio permitir a determinagdo precisa (qualitativa e quantitativa) da
composi¢do dos principais ficocoloides, em particular das carragenanas (van de Velde et
al., 2002a). A luz das recentes abordagens filogenéticas, com base molecular, foi
possivel estabelecer uma distribuicdo das algas ao nivel da familia, com base no tipo de
ficocoloide produzido (Chopin et al., 1999a).

A alternancia bioquimica das geracdes bem documentada nas Phyllophoraceae,
Petrocelidaceae e Gigartinaceae, mantém-se valida até hoje, mas a existéncia de um
padrao idéntico nao foi identificado nas outras familias das Gigartinales (Craigie, 1990).

Vérios autores estdo de acordo que a primeira tentativa para determinar o
possivel significado taxonomico dos polissacarideos da parede celular das algas
vermelhas foi feita por Stoloff e Silva (1957). No entanto, ndo € possivel ignorar que o
pioneiro no estudo dos coldides marinhos foi Tseng (1945). Este autor foi responsavel
por uma sintese notavel sobre os diferentes ficocoloides e pela terminologia que iria
perdurar até aos nossos dias. No seu trabalho, Tseng agrupou as algas consoante o tipo
de coldide que estas produziam, num esquema que ainda hoje ¢ usado: as agaroéfitas
produzem agar, as carragenéfitas produzem carragenana, etc.

Em 1957, baseando-se na andlise de 66 espécies pertencentes a 22 géneros,
Stoloff e Silva demonstraram o potencial das propriedades dos polissacarideos soluveis
em agua, como ferramentas quimiotaxondmicas. Além disso, estes autores fizeram trés
declaragdes chave: 1 — O uso de componentes quimicos na classificagao nao ¢ novidade,
pois Harvey, ao estabelecer os principais grupos de algas, usou um caracter bioquimico,
a composi¢do pigmentar; 2 — Os dados derivados da andlise dos componentes
bioquimicos com valor comercial sdo, também eles, importantes € com interesse
economico; 3 — Quanto maior for o numero de critérios usados e quanto maior nimero
de correlagdes entre factores forem elucidados, maior sera a relagdo entre os arranjos
taxonémicos e a filogenia das algas. Este conjunto de argumentos ¢ aceite pela
generalidade dos autores, pois a compreensao da filogenia das algas vermelhas resulta
da integracdo de caracteristicas morfologicas, ultrastruturais, quimicas e moleculares
(Chopin et al., 1999a). Hoje o nimero de espécies analisado € substancialmente
superior, pelo que o significado taxondémico dos polissacarideos presentes nas algas
carragenofitas se reveste de particular importancia (ver Discussao).
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1.9 - Biotecnologia das carragenanas

Os maiores avancos na moderna biotecnologia nio teriam sido possiveis sem a
utilizacdo dos polissacarideos extraidos das macroalgas marinhas (alginatos, agar,
agarose e carragenanas).

Para a separagdo e fragmentacdo dos genes ¢ indispensavel a electroforese, ndo
sO a base de agarose mas também com recurso aos seus derivados hidroxi-etilicos com
baixas temperaturas de gelificacdo/fusdo. A agarose também ¢ indispensavel na cultura
de protoplastos e na regeneragdo celular. A insulina recombinante, o activador
plasminogénico tecidular, o Factor VIII, os interferons, etc., todos eles foram
desenvolvidos usando, pelo menos numa etapa do seu desenvolvimento, os géis de
agarose. E questionavel se as recentes descobertas nas dreas de investigagio médica, em
particular na investiga¢do do cancro (na descoberta e na compreensao dos oncogenes) e
da SIDA, teriam sido possiveis sem a agarose e/ou os seus derivados (Renn, 1990).

O agar continua a ser o meio ideal para a cultura e seleccdo de hospedeiros
microbiologicos na engenharia genética, assim como na cultura de tecidos in vitro. A
bioconversao mais eficaz ¢ resultado da tecnologia de encapsulagdao com base em sais
insolaveis de acido alginico e de carragenana (Iborra ef al., 1997; van de Velde et al.,
2002b).

O termo ‘biotecnologia’ tem significados diferentes consoante o autor, desde o
“modificar e cultivar sistemas vivos de forma a fornecerem produtos uteis”, até a
clonagem terapéutica, tudo pode ser considerado ‘biotecnologia’. Como defini¢do geral,
a biotecnologia ¢ “a manipulagdo e/ou utilizagdo de parte ou de todo um sistema
biolégico especifico com o fim de fornecer um determinado produto”.

A biotecnologia ndo ¢ uma ci€éncia em si mesma, mas tdo-somente o conjunto de
instrumentos e técnicas que podem ser usados na resolugdao de problemas, criar produtos
e/ou processos. Esses instrumentos incluem a engenharia genética, a tecnologia de
recombinacdo de ADN, a cultura de tecidos, as enzimas, as fermentagdes, os bio-
reactores de organismos ou células imobilizados, a bioquimica e a imunologia. A
biotecnologia ndo ¢ nada de novo, podendo até considerar-se tdo velha como a
Humanidade pois, em termos gerais, inclui os processos de fermentagdo (nas fabricas da
cerveja, do pao e do vinho) e de biocatalise. Em boa verdade, a biotecnologia nasceu
quando o homem primitivo tentou, pela primeira vez, entender os processos da vida. As
recentes descobertas catapultaram a biotecnologia para uma posi¢ao proeminente no
panorama cientifico actual (Renn, 1990, 1997).

A fermentacao ¢ baseada, tradicionalmente, no uso de células em crescimento ou
de microorganismos, na conversdao de substratos, por intermédio de reac¢des multi-
etapa, em produtos novos. A biocatalise ¢ usualmente definida como “o uso de enzimas
ou sistemas de enzimas para catalizar uma transformacao altamente selectiva de um
substrato num determinado produto final. Consequentemente, o termo biotecnologia dos
polissacarideos significa, usualmente, transformagdo biocatalitica e pode ser descrita,
em geral, como “a aplicagdo de enzimas ou sistemas de enzimas na conversdo de
polimeros de hidratos de carbono em novos polissacarideos com mais-valia” (De Ruiter
e Rudolph, 1997). A biotecnologia dos ficocoloides das algas vermelhas, em particular
das carragenanas, esta ainda numa fase precoce, quando comparada com a biotecnologia
dos alginatos e dos polimeros de origem vegetal, tais como o amido (Guzman-
Maldonado e Paredes-Lopez, 1995) ou a pectina (Beldman e al., 1996).
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1.9.1 - Técnicas de imobilizagao em carragenana

A area da imobilizagdo de células e organitos tem tido uma rapida expansao.
Muitas das novas técnicas usadas na preparagdo de células imobilizadas foram
desenvolvidas durante a década de 80 (do século passado), tendo entdo sido investigado
um leque alargado de aplicacdes (Tosa ef al., 1979).

O desenvolvimento de procedimentos de imobilizagdo cada vez mais delicados
permite agora a manipulacdo de qualquer tipo de célula, mantendo-a viva e viavel. A
carragenana ¢ particularmente 1til na imobilizacdo de sementes, células e
microorganismos com ou sem nutrientes ou outras substincias activas. Umas das
principais vantagens da carragenana esta relacionada com a temperatura de gelificagao,
0 que permite uma maior margem de tolerdncia em relacdo ao tipo de organismos a
imobilizar. Além disso, a actividade enzimatica das células, encerradas em carragenana,
¢ geralmente muito elevada (van de Velde ef al., 2002b).

As aplicagdes para as técnicas de imobilizacdo sdo variadas, podendo ir desde a
producdo de etanol, como potencial fonte de combustivel liquido, até a sobrevivéncia
prolongada de “ilhotas de Langerhans” encapsuladas em membranas biocompativeis
(SIAP, 1996). Uma revisdo das diferentes aplicacdes da carragenana na imobilizagdo de
células e/ou organismos, pode ser consultada em van de Velde et al. (2002b). As
principais aplicacOes da carragenana, como meio de imobilizacdo, sdo: tratamento de
aguas residuais (remocao de azoto, degradacdo da morfolina, degradacao de poluentes a
base de clorofenol); sintese assimétrica (producao de acido aspartico, acido malico,
alanina e triptofano); aplicagdes alimentares (produgdo de vinagre, pré-fermentagdo do
leite para a producdo de queijo fresco, producdo de cerveja e de etanol); aplicacdes
farmacéuticas (producdo de tetraciclina e clorotetraciclina, acido aspartico e antibidticos
semi-sintéticos).

1.9.2 - Enzimologia da degradacao

A primeira referéncia sobre a modificacdo enzimatica de polissacarideos
sulfatados de algas data de 1902, quando Gran (De Ruiter e Rudolph, 1997) descreve a
degradacao do agar por accdo de uma enzima isolada a partir de uma bactéria chamada
Bacillus gelaticus; em consequéncia, a enzima foi denominada “gelase”. Grande parte
deste trabalho foi desenvolvido no laboratério de Martinus W. Beijerinck (Holanda).
Desde entao muitas agarases, em particular alfa e agarase-f3, foram isoladas, purificadas
e clonadas, sendo neste momento comercializadas em pequena escala. Especialmente no
Japao, sempre houve um grande interesse nas agarases e oligossacarideos resultantes do
agar, depois usados como ingredientes na area alimentar. Dois tipos de oligossacarideos
podem ter origem no agar: os oligossacarideos resultantes da hidrolise da ligagdo a,
catalisada por um 4cido diluido, ou por agarases-a; € os novos oligossacarideos,

resultantes da hidrdlise das ligagdes [, catalisadas por agarase-§ (De Ruiter e Rudolph,
1997).

1.9.3 - Enzimas modificadoras de carragenana

A primeira enzima capaz de modificar as carragenanas foi descrita em 1943 pelo
investigador japonés Mori (1943), ao qual se seguiu uma equipa de canadianos (Yaphe
e Baxter, 1955), doze anos mais tarde. Entretanto, diversas enzimas modificadoras de
carragenana foram descobertas e descritas. Um consideravel nimero destas enzimas foi
purificado a partir de bactérias marinhas, como por exemplo a Alteromonas
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carrageenovora (anteriormente denominada Pseudomonas carrageenovora) (Barbeyron
et al., 1994; Barbeyron et al., 1995) e a partir de diferentes algas marinhas (algumas
espécies do género Gigartina).

A enzima melhor caracterizada ¢ a carragenase-€, isolada a partir da A4.
carrageenovora (Bellion et al., 1982; Knutsen e Grasdalen, 1992a; Potin et al., 1995).
Esta enzima actua como uma endo-hidrolase, hidrolisando especificamente a ligagao a-
glicosidica entre a 3,6-anidro-D-galactose e a D-galactose. Desta hidrolise formam-se
oligossacarideos de neocarrabiose DA-G4S com Aa-D-galactopiranose, 4-sulfato, 3-
ligando, como etapa redutiva final. O mecanismo litico e a especificidade foram
revelados por andlise detalhada em 'H-RMN dos produtos de reacgdo (Knutsen e
Grasdalen, 1992a). As carragenases-iota com origem em Alteromonas fortis € Zobellia
galactanovorans hidrolisam as ligagdes B-1,4 da carragenana iota (Barbeyron et al.,
2000; Barbeyron et al., 2001). O seu mecanismo de hidrolise consiste numa reac¢ao de
substituicdo nucleofilica de passo Unico, do qual resulta uma inversdao da configuracao
da cadeia anomérica. Em contraste com as carragenases-kappa (Potin ef al., 1995), as
carragenases-iota nao apresentam actividade de transglicosilagdo (Barbeyron et al.,
2001). Segundo van de Velde e de Ruiter (2002) ainda ndo foram identificadas enzimas
capazes de quebrar a ligacao glicosidica entre os dimeros de neocarrabiose.

A cristalizagdo e analise preliminar por raios-X da carragenase-kappa (de A.
carrageenovora) e carragenase-iota (de A. fortis) foi feita por Michel e colaboradores
(2001). Esta foi a primeira andlise tridimensional da estrutura de uma carragenase. O
local activo desta enzima tem o formato de um tunel, indicando que € capaz de degradar
substratos solidos.

Grande parte das enzimas referidas nao foram ainda purificadas até ao estado
homogéneo e também ndo foram ainda completamente caracterizadas. Além disso,
nenhuma destas enzimas se encontra comercialmente disponivel.

1.9.4 - Funcionalidades das carragenanas modificadas

Uma area em grande expansao ¢ a da biotecnologia das carragenanas, na qual se
recorre, normalmente, a enzimas modificadoras de polissacarideos. Em colaboragdo
com a CP Kelco, o grupo do Dr. Bernard Kloareg (CNRS, Roscoff, Franga) clonou duas
sulfohidrolases do C. crispus (De Ruiter et al., 2000). Essas enzimas constituem uma
nova ferramenta na producdo de carragenanas hibridas do tipo nu/iota, com
caracteristicas especiais de grande utilidade na industria alimentar.

As oligogalactanas sao reconhecidas como bio-compostos activos e
extremamente valiosos em aplicacdes ndo alimentares, tais como na agricultura,
cosmética e industria farmacéutica. Por essa razdo, novas variedades de enzimas
modificadoras de carragenana tém sido purificadas e clonadas. Os laboratorios do Dr.
Kloareg desenvolveram vérias carragenases capazes de hidrolisar selectivamente as
carragenanas kappa e iota (Barbeyron et al., 2001). Estas enzimas podem ser usadas
para produzir oligossacarideos de carragenana, com estrutura e propriedades
especificas. Além disso, a carragenase-kappa, obtida a partir de P. carrageenovora,
apresenta actividade de endo-transglicosilagdo (Potin et al, 1995). Esta actividade
poderd ser usada na transferéncia de substituintes varios nos oligossacarideos de
carragenana kappa. A patente deste grupo de enzimas pertence aos laboratérios Go€mar
(Barbeyron et al., 1998).
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1.9.5 - Desenvolvimento futuros

A Dbiotecnologia, como ferramenta para a obtencdo de polissacarideos e
oligossacarideos com funcionalidades especificas, tem-se desenvolvido muito
rapidamente. A biotecnologia ja foi usada ao nivel comercial para desenvolver
polimeros de hidratos de carbono de origem vegetal, como por exemplo o amido, a
goma guar e a pectina. Quantidades limitadas de polissacarideos de algas, sobretudo
alginatos, sdo correntemente modificados com recurso a enzimas e estdo disponiveis
comercialmente (ver www.goemar.com). A biotecnologia dos ficocoloides tem, no
mercado dos polimeros com caracteristicas especificas, uma oportunidade de grande
expansao e evolugdo. Além disso, a atengdo crescente dada a aplicagdo de hidratos de
carbono isolados a partir de algas marinhas, na drea biomédica, ¢ perfeitamente visivel
no aumento exponencial do nimero de artigos e patentes desenvolvidos, sugerindo que,
no futuro, estes compostos tém um grande potencial na darea das aplicacdes
farmacéuticas (De Ruiter ¢ Rudolph, 1997). E também de esperar que estas enzimas
terdo um uso crescente como ferramentas sofisticadas para a analise estrutural detalhada
dos polissacarideos algais, essencial na compreensdo das suas propriedades fisico-
quimicas.

Em conclusao, os beneficios, a curto prazo, do uso da biotecnologia na produgao
de coloides marinhos sdao: desenvolvimento de novos polimeros com propriedades
funcionais especificas; melhor aproveitamento dos desperdicios resultantes do processo
de extraccao das carragenanas; incremento da eficicia dos processos de extrac¢do. A
longo prazo, ¢ de esperar que a biotecnologia venha a permitir: a transferéncia de genes
algais, responsaveis pela codificacdo de enzimas uteis, para outros microorganismos; a
producdo de complexos especificos biologicamente activos. A biotecnologia serd uma
ferramenta muito importante na produgao de novos polissacarideos, de origem marinha,
que irao ser usados como ingredientes funcionais, de alta qualidade, na area alimentar,
cosmética e farmacéutica (De Ruiter e Rudolph, 1997; Tseng, 2001).

1.10 - Industria das Carragenanas

1.10.1 - Algas usadas na industria

Grande parte das carragenanas ¢ extraida hoje do Kappaphycus alvarezii e da
Eucheuma denticulatum. A fonte original de carragenanas era o Chondrus crispus, alga
que continua a ser usada mas em quantidades limitadas. O Betaphycus gelatinum ¢é
usado para a extraccdo de um tipo particular de carragenana, a beta (). Algumas
espécies sul americanas, usadas anteriormente em quantidades reduzidas, ganharam
recentemente a preferéncia dos produtores de carragenanas, pois estes procuram
aumentar a diversificagdo das espécies usadas, de forma a possibilitar a extraccdo de
novos tipos de carragenana (McHugh, 2003). A Gigartina skottsbergii, a Sarcothalia
crispata e a Mazzaella laminaroides sao actualmente as espécies mais valiosas, todas
elas colhidas a partir de populagdes naturais do Chile. Pequenas quantidades de
Gigartina canaliculata sao colhidas no México e a Hypnea musciformis tem sido usada
no Brasil (Furtado, 1999).

Nos tultimos anos grande parte destas macroalgas foram reclassificadas por
bidlogos marinhos e ficologistas em consequéncia do incremento do conhecimento
sobre a sua morfologia, fisiologia, bioquimica, etc. Segue-se uma lista dos nomes
actuais e dos respectivos sinébnimos (Perez et al., 1992; McHugh, 2003):
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O Betaphycus gelatinum (Figura 1.12 - C) antes chamava-se FEucheuma
gelatinae;

O Chondrus crispus mantém o seu nome, sendo conhecido também por “Irish
Moss” (musgo irland€s);

A Eucheuma cottonii chamase agora Kappaphycus alvarezii (Figura 1.12 - A e
B); comercialmente era e continua a ser conhecida por “cottonii”;

A Eucheuma denticulatum (Figura 1.12 - D) chamava-se Eucheuma spinosum;
comercialmente conhecida por “spinosum’;

A Eucheuma gelatinae ¢ agora Betaphycus gelatinum (Figura 1.12 - C);

A Gigartina canaliculata mantém o seu nome inalterado;

A Gigatina skottsbergii (Figura 1.12 - E) mantém também o seu nome inalterado

A Gigartina stellata, mencionada nos primeiros artigos sobre carragendfitas,
agora com pouca importancia a nivel industrial, passou-se a chamar Mastocarpus
stellatus.

O nome da Hypnea musciformis (Figura 1.12 - F) permanece inalterado;

A Iridaea ciliata (I. crispata) é agora Sarcothalia crispata (Figura 1.12 - H);

A Iridaea laminaroides ¢ agora Mazzaella laminaroides.

Outras macroalgas usadas em pequenas quantidades na industria das
carragenanas sao:

Gigartina pistillata,

Gigartina acicularis, agora Chondracanthus acicularis.

Gigartina chamissoi, agora Chondracanthus chamissoi (Figura 1.12 - G).

O Kappaphycus alvarezii encontra-se distribuido nas zonas costeiras das
Filipinas, da Indonésia e da zona este de Africa. Esta alga cresce nas zonas de recife, no
limite superior do patamar infralitoral, sobre a areia de coral e substratos rochosos, onde
a ondulagdao ¢ fraca ou moderada. Possui um talo denso, constituido por numerosas
ramificacdes cilindricas. A superficie do talo pode ser rugosa ou lisa, com uma cor que
pode ir do verde ao castanho. O seu tamanho natural ¢ de cerca de 20 a 30 cm de
diametro, podendo os exemplares maiores atingir 1 m.

A Eucheuma denticulatum tem a mesma distribuicdo do K. alvarezii, sendo
também a sua morfologia muito idéntica, com a excepc¢ao das ramificacdes que estdo
cobertas por pequenos espinhos (3 a 4 mm). Esta alga tem um tamanho médio que
ronda os 75 cm de didmetro e desenvolve-se na areia de coral ou sobre substratos
rochosos, em areas expostas a correntes moderadas ou fortes.

O Betaphycus gelatinum cresce sobre rochas ou substratos coralinos, a alguns
metros da orla dos recifes, exposto a uma forte ondulagdo e turbuléncia. A colheita de
talos selvagens ¢ feita, em grande parte, na ilha de Hainan (China), na ilha Formosa e
nas Filipinas; o seu cultivo ¢ feito na Ilha de Hainan, tendo a sua produgdo ja
ultrapassado a quantidade colhida em populag¢des naturais (McHugh, 2003).

O Chondrus crispus encontra-se distribuido desde a Noruega até Marrocos e
desde Newfoudland, no Canada, até o Cabo Cod, no estado de Massachusetts nos EUA.
Cresce a partir de um pequeno disco basal que se encontra aderido as rochas ou a
pedras. Esta alga desenvolve-se numa vasta faixa da zona costeira, entre o limite
superior do patamar médiolitoral e profundidades de 5 a 6 metros. Possui uma
tonalidade de violeta escuro ou acastanhada com iridiscéncia oleosa, com numerosas
ramificagdes dicotomicas e um comprimento médio de cerca de 25 cm (Rudolph, 2000).
Juntamente com o C. crispus € colhido o Mastocarpus stellatus, pois ocupa basicamente
o mesmo habitat. O “Irish Moss” ¢ colhido, para extrac¢do de carragenana, no Canada
(Nova Escdcia e nas ilhas Principe Eduardo), nos Estados Unidos (no estado do Maine e
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de Massachusetts), na Franca e na Peninsula Ibérica (Santos e Duarte, 1991; Sousa-
Pinto, 1998) (ver www.surialink.com).

O C. crispus tem sido colhido no Canada desde a década de 20, mas sé se tornou
numa actividade econémica importante durante o periodo da II Guerra Mundial, quando
o fornecimento de Agar japonés foi interrompido e os talos de “Irish Moss” da costa
francesa ficaram menos acessiveis. A quantidade colhida na ilha Principe Eduardo subiu
das 5 toneladas (peso seco) em 1940 para as 90 toneladas em 1942. O processo de
apanha inicial consistia na recolha das algas destacadas e arrastadas pelas ondas e pelo
vento.

A escala da operagdo destes barcos provocou severos danos no processo natural
de recuperacao das populacdes de C. crispus. No entanto, a procura desta alga teve um
declinio acentuado aquando do inicio da cultura intensiva de Kappaphycus e da
Eucheuma nas Filipinas, durante a década de 80. Devido a pouca procura por parte da
industria, a colheita de C. crispus voltou a ser uma actividade de “part-time” dos
pescadores, possibilitando a recuperacao gradual das populagdes naturais.

Na Franga o C. crispus cresce sobretudo na Bretanha. No entanto, devido a
morfologia algal distinta da encontrada no Canada, ndo ¢ possivel usar dragas na apanha
das algas francesas. A colheita totalmente manual ocupa, de forma temporaria, cerca de
3000 pessoas (Perez ef al., 1992; McHugh, 2003).

A Gigartina skottsbergii, Sarcothalia crispata e Mazzaella laminaroides sdo
todas colhidas a partir de populagdes naturais presentes nas zonas costeiras do Chile,
principalmente na zona central, de Valparaiso até a ilha Chiloe. Alguma G. Skottsbergii
¢ também colhida na Argentina. A M. laminaroides ¢ colhida a mao, na zona
médiolioral, por pessoas que andam sobre as rochas, aquando da baixa-mar. A S.
crispata ¢ colhida por pescadores, na zona infralitoral. Estes pescadores mergulham,
arrancam as algas com o auxilio de um gancho e depois guardam-nas em sacos
denominados “chinguillos”. A G. skottsbergii ¢ colhida durante a maré¢ baixa, na zona
infralitoral, usando a mesma técnica da colheita da S. crispata. Dependendo da area
onde os pescadores mergulham, cada pessoa ¢ capaz de colher cerca de 70 kg/hora
(Critchley e Ohno, 1998b).

A Gigartina canaliculata cresce no México, na zona médiolitoral, sendo colhida
a mao por pescadores, durante a maré¢ baixa, de Maio a Setembro (Critchley e Ohno,
1998Db).

A Hypnea musciformis encontra-se distribuida no mar das Caraibas, no oceano
Indico e no Pacifico tropical (van de Velde e de Ruiter, 2002); a sua apanha para fins
comerciais ¢ feita no Brasil (Berchez et al., 1993; Furtado, 1999) e no Senegal
(Mollion, 1977); a sua cultura ¢ feita na India (Critchley e Ohno, 1998b).
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Figura 1.12 — Algumas das carragendfitas usadas na industria: A —
Kappaphycus alvarezii; B — K. alvarezii (seco); C — Betaphycus gelatinum
(seco); D — Eucheuma denticulatum; E — Gigartina skottsbergii; F —
Hypnea musciformis; G — Chondracanthus chamissoi; H - Sarcothalia
crispata. A, B, C e E de McHugh, 2003; D e F de www.surialink.com; G e
H, originais.
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1.10.2 - Apanha de algas

A apanha de algas carragenofitas (Tabela 1.7) ¢ uma tarefa laboriosa feita, em
grande parte, manualmente (Therkelsen, 1993; Rudolph, 2000). Esta actividade ¢
realizada sazonalmente e em locais com populagdes algais de grande densidade,
recolhendo-se algas destacadas pelas ondas, na época das tempestades, ou arrancando-as
das rochas durante a maré baixa (lridaea, Gigartina e Chondracanthus). A apanha de C.
crispus € feita a mao ou com o auxilio de dragas. A apanha feita a partir de barcos foi
desenvolvida no Canada e permite a colheita de algas frescas e de boa qualidade (Perez
et al., 1992). As algas flutuantes, como por exemplo a Furcellaria, sio facilmente
colhidas por arrasto. A colheita de algas arrojadas na zona das marés tem as suas
limitagdes, pois a quantidade disponivel ¢ limitada e a sua decomposi¢do inicia-se
rapidamente devido a exposicao a chuva e aos raios solares.

Tabela 1.6 — Colheita anual de carragenofitas, em toneladas de peso seco [dados de 2001, segundo (McHugh, 2003)].

Pais Carragendofita Toneladas
Chondrus e Mastocarpus
Canada 2.000
Franca, Espanha e 1.400
Portugal
Coreia do Norte e do Sul 500
Sub-total 3.900 (2.3 %)
Eucheuma e Kappaphycus
Indonésia 25.000
Filipinas 115.000
Tanzania 8.000
Outros 1.000
Sub-total 149.000 (88.5 %)
Gigartina e
Chondracanthus
Chile 14.000
Marrocos, México e Peru 1.500
Sub-total 15.500 (9.2 %)
Total 168.400 (100 %)

1.10.3 - Cultura de Carragenofitas

A colheita de algas a partir de populagdes naturais tem sempre o risco de
sobreproducao e a possibilidade da perda total da mesma. Em sequéncia disso tem
havido, nas ultimas décadas, um grande desenvolvimento nas técnicas de cultura de
algas.

A cultura de algas teve inicio no Japao ha quase 200 anos. Pescadores japoneses
empilhavam laminas de Porphyra nas zonas costeiras (no patamar médiolitoral) de
forma a aumentar a sua produgdo (Perez et al., 1992).

A domesticagdo de cultivares de algas ¢ importante para reduzir ou por fim a
pressdo da colheita de espécies alvo em ecossistemas sensiveis. A investigacdo dos
ciclos biolégicos das algas possibilitou o desenvolvimento de processos de sementeira
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artificial a partir da década de 50 do século passado. Hoje, cerca de uma duzia de taxa
sdo comercialmente cultivados, promovendo uma diminui¢do na pressdo exercida sobre
as populagdes naturais. Um exemplo de sucesso neste campo estéd patente nas Filipinas,
onde Maxwell Doty foi pioneiro na maricultura de espécies pertencentes ao género
Eucheuma e Kappaphycus (Santelices, 1999). Pequenos talos, de uma variedade que
cresce rapidamente e com boa resisténcia as doencas, sdo atados a longas cordas. Estas
cordas sdo depois colocadas na zona interior dos recifes, onde as algas podem crescer
sem serem arrastadas. As algas sdo depois colhidas quando atingem um peso (peso
fresco) individual de cerca de 1 Kg (peso fresco) (Rudolph, 2000). A actual produgao de
cultivares de Eucheuma e Kappaphycus representa a quase totalidade da producdo de
carragenanas nas Filipinas, sem haver necessidade de recorrer a colheita de recursos
naturais (Kapraun, 1999).

Uma outra variante da cultura de algas denominada “cultura integrada” ou “co-
cultura” tem vindo a desenvolver-se na ultima década. A aquacultura de peixes e
mariscos promove a libertacio de grandes quantidades de nutrientes (fosfatos e
nitratos), contribuindo para a eutrofizagcdo de algumas zonas costeira. As algas tém sido
usadas, com sucesso, como biofiltros na remog¢ao do excesso de nutrientes. A co-cultura
de algas em tanques ou em cordas, junto as zonas de aquacultura de peixe, permite um
crescimento rapido de algumas espécies com interesse econémico e a reducdao da
quantidade dos nutrientes libertados para o mar (ver www.seapura.com). Os estudos
sobre a co-cultura de algas tiveram inicio em meados da década de 70 e ganharam novo
interesse no final do século XX (Troell et al.,, 1999). No Vietname iniciou-se
recentemente o cultivo de Kappaphycus em zonas costeiras. A cultura desta alga ¢ feita
em lagoas e lagos, alternando, cada 6 meses, com a aquacultura de camardes (Nang e
Dinh, 1998).

O Betaphycus gelatinum, alga produtora de carragenana beta, ¢ cultivado na ilha
de Hainan (China). Porg¢des de alga, colhida em populagdes naturais, sdo colocadas em
ramificacdes de corais e seguros com o auxilio de pequenos anéis de borracha e,
posteriormente, lancados ao mar, na zona infralitoral, junto aos recifes de coral (Wu,
1998).

Em Franga cultivou-se, com sucesso, Chondrus crispus em “raceways”, de 1978
a 1996 (Kaas, 1998). A utilizagdo de uma variedade criteriosamente seleccionada (T4) e
de um sistema de cultura completamente automatizado, permitiu a cultura de C. crispus
com uma taxa de crescimento 10 vezes superior a taxa normal (Perez et al., 1992). No
entanto, devido a queda acentuada do seu preco, a cultura desta alga deixou de ser
viavel economicamente (Kaas, 1998).

Os métodos de cultura e repovoamento da Gigartina skottsbergii tiveram origem
numa colaboragdo entre a divisdo de agricultura do “Instituto e Fomento Pesqueiro e
Departamento de Oceanografia da Universidade de Concépcion” (Chile) (Buschmann et
al.,2001; Romo et al., 2001).

Outras experiéncias ao nivel da cultura de carragenodfitas tém sido desenvolvidas
nas ultimas décadas. Para uma revisdo dos principais estudos sobre a cultura de
carragenéfitas em laboratério, em tanques e em zonas litorais, ver Perez et al. (1992),
Critchley e Ohno (1998b), Chopin et al. (1999b), Buschmann et al. (2001) e Romo et
al. (2001).

O factor mais importante no sucesso ou insucesso da producdo de algas
carragenéfitas tem haver com a escolha do local para a sua cultura. Se, por exemplo,
num dado ponto da zona costeira se desenvolvem populacdes selvagens de
Kappaphycus ou a Eucheuma, quer dizer que esse local ¢ provavelmente adequado a
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implantacdo de uma cultura de carragendfitas. Se ndo existirem populagdes naturais, o
local devera respeitar os seguintes critérios (McHugh, 2003):

As zonas de recife afastadas de fontes de dgua doce (pequenos rios) constituem
normalmente bons locais. Se a salinidade (usualmente 35 S%o) descer para valores
inferiores a 30 S%o as algas ndo se desenvolverdo adequadamente.

A temperatura da agua devera oscilar entre os 25 e os 30 °C. Um bom local
devera ficar entre o limite da maré baixa e o limite exterior do recife.

Visto que as algas obtém os nutrientes a partir da dgua ¢ importante que o local
possua alguma corrente. Aguas com movimentos moderados, constituem o local ideal,
pois possibilitam a estabilizacdo da temperatura e da salinidade. Devera ser evitada a
accdo intensa da ondulagdo, pois esta poderia promover a fragmentagdo das algas,
resultando numa perda de biomassa.

O fundo do local ¢ também importante; um fundo branco, firme, com uma
quantidade reduzida de algas nativas, constitui o local ideal. A presen¢a de muitas algas
e plantas marinhas constitui uma fonte de competicao pelos nutrientes. A presenca de
lama ou de lodo no fundo ¢ indicador de dguas pouco movimentadas, pelo que sdo de
evitar.

Muita luz solar ¢ uma condicdo necessaria ao bom crescimento das algas. As
carragendfitas cultivadas em aguas superficiais (30 a 50 cm de profundidade) crescem
melhor do que aquelas cultivadas em 4guas mais profundas (abaixo de 1 metro de
profundidade).

Os métodos e ilustracdes detalhadas da cultura de macroalgas marinhas podem
ser consultados em www.surialink.com e nos trabalhos de Trono (Trono, 1999) e de
Critchley e Ohno (1998a). Guias praticos e trabalhos de revisdo, com ilustragdes uteis,
para a cultura de Eucheuma e Kappaphycus podem ser encontrados em Foscarini e
Prakash (1990) ou em Ask e Azanza (Ask e Azanza, 2002).

1.10.4 - Extracc¢ao industrial das carragenanas

As carragenofitas, depois de colhidas sdo lavadas, de forma a remover a areia e
pequenas pedras e depois sdo secas para a preservar a qualidade das carragenanas e a
reduzir o peso das algas. Em regides tropicais, a secagem ¢ feita, normalmente, ao sol
mas, em climas mais frios sdo usados secadores de ar rotativos, aquecidos a base de
fuel. Apds a secagem as algas sdo transportadas para as fabricas ou armazéns. As
fabricas localizadas junto as zonas de colheita usam algas frescas, o que permite uma
reducao substancial dos custos.

No processo industrial de obten¢do das carragenanas ¢ usado o método de
extracg¢ao alcalina, descrito na sec¢ao “Materiais ¢ Métodos”, alinea 2.8.1.

Para produzir um tipo particular de carragenana, com composi¢do uniforme, sao
utilizados diferentes lotes de algas. A qualidade do produto final ¢ assegurada pela
andlise pormenorizada das carragenanas (Bixler, 1996).

1.10.5 - Mercado mundial das carragenanas

As carragenanas constituem o terceiro hidrocoldide mais importante na area
alimentar, logo a seguir a gelatina (de origem animal) e a0 amido. A produg¢do mundial
total de carragendfitas ¢ de cerca de 168 mil toneladas de peso seco (Tabela 1.7), da
qual se extraem aproximadamente 26 mil toneladas de carragenanas, com um valor
estimado de 310 milhdes de euros (dados referentes a 2001). O mercado das
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carragenanas tem apresentado, durante os Ultimos anos, um crescimento anual de 3 %
(van de Velde e de Ruiter, 2002; McHugh, 2003).

Na actualidade, seis companhias manufacturam cerca de 80 % de toda a
produgdo de carragenanas. E usual separar estas empresas em: companhias tradicionais
produtoras de biopolimeros e companhias fornecedoras de ingredientes (aditivos
alimentares) que produzem as suas proprias carragenanas. As principais companhias
produtoras de biopolimeros sdo (van de Velde e de Ruiter, 2002; McHugh, 2003):

- Corporagao FMC (www.fmcbiopolymer.com), EUA;

- CP Kelco, formada em 2000 pela fusdo da “Copehagen Pectin/Food”, da
divisdo de gomas da “Hercules In Corporeted” ¢ do grupo “Kelco Biopolymers” da
corporagdo Monsanto-Pharmacia (www.cpkelco.com), EUA;

- Ceamsa (www.ceamsa.com), Espanha.

As principais companhias com actividade a nivel mundial que, para além das
carragenanas, também produzem uma gama completa de ingredientes (emulsionantes,
aromatizantes, etc.), sdo:

- Degussa (www.degussa.com ou www.texturantsystems.com), Alemanha;

- Danisco (www.danisco.com), Dinamarca,;

- Quest International (www.questintl.com), Holanda.

Devido a erosdo dos precos das carragenanas durante os ultimos 10 anos, a
utilizagdo de misturas de carragenana teve um incremento gragas, sobretudo, as
companhias tradicionais produtoras de biopolimeros.

1.10.6 - A industria de ficocoléides em Portugal

Apesar da abundancia de algas na costa portuguesa, o uso destas na alimentagao
nao tem grande tradigdo em Portugal, excepto para algumas comunidades costeiras nos
Acores. Nestas comunidades a Porphyra leucostica ¢ usada em omoletas e a Osmundea
pinnatifida ¢ usada como especiaria (Palminha, 1971).

As algas marinhas utilizam-se como fertilizantes desde o Século XIV,
particularmente nos campos agricolas proximos do mar. A colheita comercial de
macroalgas para fertilizantes foi regulamentada, pela primeira vez, pelo rei D. Dinis, em
1309 (Veiga de Oliveira et al., 1975; Vieira e Santos, 1995). Hoje, o uso de algas como
fertilizantes esta praticamente restrito a zona Norte, em particular nos campos horticolas
da Zona de Povoa de Varzim e Viana do Castelo (Pereira et al., 1998; Sousa-Pinto,
1998). As duas principais misturas de algas usadas tradicionalmente como fertilizante
sdo o “moligo” e o “sargaco”. O molico ¢ uma mistura de algas e plantas marinhas
colhidas na Ria de Aveiro. Esta mistura contém sobretudo Ulva, Enteromorpha (algas
agora pertencentes ao género Ulva), Gracilaria e Lola, e as plantas marinhas
pertencentes aos géneros Zostera, Ruppia e Potamogeton. O sargago ¢ a mistura de
Saccorhiza, Laminaria, Fucus, Codium, Palmaria, Gelidium e Chondrus (Sousa-Pinto,
1998).

As algas com maior procura, devido ao seu conteudo em agar, sdo o Gelidium
corneum, colhido na zona Centro e Sul da costa portuguesa, e a Pterocladiella
capillacea, que ¢ colhida nos Agores (Palminha, 1971; Sousa-Pinto, 1998). Quando o
agar oriundo da Asia, em particular do Japdo, se tornou escasso, devido a IT Guerra
Mundial, teve inicio a industria de ficocoldides portuguesa. Esta industria chegou a ter
expressdao ao nivel da produgdo mundial de agar, devido & abundancia e qualidade das
algas portuguesas (Vieira e Santos, 1995; Sousa-Pinto, 1998). A primeira fabrica de
agar em Portugal foi construida em 1947, tendo o seu nimero aumentado até 6 fabricas,
em 1971. Por essa altura, Portugal tornou-se num dos maiores produtores mundiais de
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agar (Santelices, 1988), produzindo cerca de 1.620 toneladas por ano (Palminha, 1971).
No entanto, o declinio ou desaparecimento de algumas populagdes de agarofitas, a
incapacidade de diversificar, de apostar na qualidade e a conjuntura internacional
desfavoravel, levaram ao desaparecimento desta industria, restando hoje apenas uma
empresa, a Iberagar (Vieira e Santos, 1995).

Estabelecida em 1964 em Portugal, originalmente denominada Unialgas, a
Iberagar estava inicialmente vocacionada para a produgdo de agar para a industria
alimentar e farmacéutica, exportando grande parte da sua produgdo para o Japao, EUA e
Gra-Bretanha (http://inicon.net/iberagar.htm). A partir de 1980 a Iberagar tornou-se na
unica empresa portuguesa a produzir carragenana, fornecendo uma significativa parcela
do mercado, principalmente para a industria alimentar (sobremesas e produtos a base de
carne) e também para areas em expansao como a biologia molecular e a microbiologia
(Iberagar).

Embora alguns produtos de cosmética, feitos em Portugal, contenham algas na
sua composi¢do, parece que a industria portuguesa de cosmética ndo usa nenhuma
macroalga portuguesa (Sousa-Pinto, 1998). Os institutos de talassoterapia que usam
algas marinhas nos seus tratamentos, importam-nas sobretudo de Fran¢a. Em Portugal e
apesar do reconhecimento do potencial e da importancia do sector das algas marinhas,
as actividades, em dominios ligados a ficologia, sdo ainda de reduzida dimensdo e
inferiores ao desejavel e necessario. No entanto, varios estudos feitos por ficologistas e
por organizacdes governamentais ligadas a industria, tém identificado inimeras espécies
que podem constituir um importante recurso natural em Portugal (Pateira, 1993; Pereira,
1996a).

1.11 - Utilizagoes das carragenanas

Revisdes sobre as diferentes utilizagdes da carragenanas podem ser encontradas
em varios textos sobre carragenanas (Guiseley et al., 1980; Therkelsen, 1993; Imeson,
2000; Rudolph, 2000). Os principais campos de aplicacdo de carragenanas sao em
seguida resumidamente enumerados (ver “Anexo I1”):

1 — Area alimentar (industria dos produtos lacteos e cafetaria, alimentos de base
aquosa, produtos a base de carne e comida para animais) (ver Tabela 1.8);

2 — Aplicagdes em areas nao alimentares (aplicacdes técnicas, aplicagdes
médicas, aplicacdes farmacéuticas, aplicagdes na industria de ambientadores domésticos
e na industria de hegiene pessoal).

1.11.1 - Seguranca alimentar das carragenanas

Os produtos a base de algas marinhas, e as carragenanas em particular, tém sido
usadas, desde ha varios séculos, como ingredientes alimentares. As carragenanas para
uso alimentar, com um peso molecular médio acima dos 100 kDa (FAO, 1992;
FAO/WHO, 2001; SCF, 2003), foram consideradas como aditivos completamente
seguros e nao toxicos e, por conseguinte, podem ser usados em produtos alimentares em
quantidades ilimitadas. As carragenanas para uso alimentar ndo sdo absorvidas a nivel
intestinal, ndo havendo evidéncias concretas que estas promovam processos
ulcerogénicos nos seres humanos (Guiseley et al., 1980; Weiner, 1991).
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Tabela 1.7 — Aplicacdes das carragenanas na area alimentar [segundo van de Velde e de Ruiter (2002)].

Uso Carragenana Funcao
Sobremesas gelificadas de Kappa + iota Gelificar
base aquosa Kappa + iota + FA

Gelatinas pouco caloricas Kappa + iota Gelificar

Flans de preparagdo a
quente

Kappa, kappa + iota

Gelificar e melhorar a
sensagdo na boca

Pudins de preparagdo a
frio

Kappa, iota, lambda

Engrossar, gelificar

Leites achocolatados

Kappa, Lambda

Manter em suspensao o
cacau

Leite condensado

Iota, lambda

Emulsionar

Cremes lacteos

Kappa, iota

Estabilizar a emulsao

Gelados lacteos

Kappa + GG, FA, X

Estabilizar a emulsao e
evitar a formacgao de
cristais de gelo

Batidos lacteos

Lambda

Estabilizar a emulsao

Leite de Soja

Kappa + iota

Manter em suspensao os
componentes ¢ melhorar a
sensacao na boca

Queijos Kappa Dar textura
Carnes enlatadas e Kappa Reter os liquidos no
processadas interior da carne e dar
textura
Molhos para saladas Iota Estabilizar a suspensdo
Molhos e condimentos Kappa Dar corpo
Recheios de tortas e bolos Kappa Dar corpo e textura
Geleias das tartes Kappa Gelificar
Cerveja e vinho Kappa Promove a floculagao e a
sedimentacao das
particulas solidas em
suspensao
Gomas lota Dar textura

FA, Farinha de Alfarroba; GG, Goma de Guar; X, Xantana
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2 — Material e Métodos

2.1 — Material algal estudado

Todas as algas estudadas pertencem a ordem Gigartinales, grupo taxondémico
amplamente representado no litoral portugués. Para além das espécies carragendfitas
com interesse industrial, foram estudadas todas as outras espécies nativas mais
representativas. Para uma correcta avaliagdo das potencialidades das carragenofitas
portuguesas, como fonte industrial de carragenanas, foram analisadas também algumas
algas carragenofitas provenientes de diferentes regides do mundo, dos mesmos géneros
ou de geéneros diferentes (ver Tabela 2.2). Estas carragenofitas foram amavelmente
cedidas pelo Dr. Alan T. Critchley, da “Degussa, Texturant Systems” (www.degussa-
foodingredients.com), responsavel pelo laboratorio de avaliagdo de novos recursos
algais, da unidade industrial de extrac¢ao de ficocoloides sediada em Baupte (Franga) e
pelo Dr. Brian Rudolp, da “CP Kelco Aps” (www.cpkelco.com), sediada em Lille
Skensved (Dinamarca).

2.1.1 — Carragenofitas portuguesas estudadas

Neste trabalho foram estudadas oito espécies distintas, pertencentes a sete
géneros ¢ a quatro familias (Tabela 2.1). A lista completa de todas as colheitas
efectuadas encontra-se no Anexo I.

Tabela 2.1 — Carragenofitas portuguesas estudadas

Carragendfita

Gigartinaceae
Chondrus crispus
Gigartina pistillata
Chondracanthus teedei var. lusitanicus
Chondracanthus acicularis

Petrocelidaceae
Mastocarpus stellatus

Phyllophoraceae
Ahnfeltiopsis devoniensis
Gymnogongrus crenulatus

Cystocloniaceae
Calliblepharis jubata

2.1.2 — Carragendfitas usadas a nivel industrial
Para comparacdo com as carragenofitas portuguesas foram escolhidas 11

espécies usadas a nivel industrial, pertencentes a 8 géneros e a 3 familias. A lista das
espécies e respectivas origens geograficas consta da Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 — Carragenofitas usadas a nivel industrial

Carragendofita Pais de origem
Gigartinaceae
Chondrus crispus Canada
Chondracanthus chamissoi Chile
Gigartina skottsbergii Argentina e Chile
Sarcothalia crispata Chile
Petrocelidaceae
Mastocarpus papillatus Chile
Solieriaceae
Kappaphycus alvarezii Filipinas
K. alvarezii Indonésia
K. alvarezii Tanzénia
K. alvarezii Panama
K. striatum Madagéscar
Eucheuma denticulatum Filipinas
E. denticulatum Tanzania
E. denticulatum Madagéscar
E. isiforme Colombia
Betaphycus gelatinum Filipinas

Para além das algas atras referidas, alvo de um estudo comparativo com as
carragendfitas portuguesas, foram feitas ainda algumas analises nas seguintes espécies:
Hypnea musciformis (Cabo Verde); Eucheuma platycladum; Gigartina skottsbergii,
Mazaella laminarioides; Catenella impudica; Aghardiella sp.; C. teedei (Franca);
Sarconema scinaioides (India, Paquisto).

2.2 — Estagoes de colheita

Para a realizagdo dos estudos ecologicos (populagdes de carragenodfitas) e da
variacao sazonal do contetdo em carragenanas, foi seleccionada a Baia de Buarcos. As
razoes que levaram a escolha desta estagdo estdo relacionadas, por um lado, com a sua
proximidade geografica a Coimbra e, por outro lado, com a presenca de uma grande
diversidade e quantidade de macroalgas (biomassa), que a torna, com efeito, um
excelente local para este tipo de estudos (Rodrigues, 1957; Pereira, 1996b; Pereira et al.,
2000, 2001; Gaspar, 2002). A confirmar esta caracteristica, de bom modelo para estudos
ficologicos, esta o grande niimero de trabalhos j& publicados sobre a flora algal da Baia
de Buarcos (Rodrigues, 1957, 1958; Ardré, 1970; Pereira e Mesquita, 2003; Pérez-
Ruzafa et al., 2003), o elevado numero de espécies ai existentes (das 150 espécies
registadas na base de dados do “Portal das Macroalgas Portuguesas”, 87 estdo presentes
em Buarcos) e a presenca constante, durante todo o ano, de exemplares de todas as
espécies carragendfitas seleccionadas (Pereira e Mesquita, 2003).
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2.2.1 — Localizacao geografica

Para o estudo da distribuicdo geografica das principais carragendfitas
portuguesas (zona Centro e Norte de Portugal) e da variagcdo geografica do conteudo em
carragenanas, foram feitas colheitas, durante o Verao de 2002, nas seguintes estagdes de
colheita (de Sul para Norte) (Figura 2.1): Baleal (Peniche), S. Martinho do Porto, S.
Pedro de Moel, Baia de Buarcos, Aguda, Miramar, Valadares, Lavadores (Salgueiros,
Gaia), A-Ver-o-Mar (P. do Varzim), Agucadoura, Apulia, Praia do Norte (V. do
Castelo), Afife, Vila Praia de Ancora e Moledo.

2.2.2 — Perfil topografico (Baia de Buarcos)

Para estabelecer o perfil topografico do local de estudo, em Buarcos, foi usado o
método das “escalas moveis” (Pereira et al., 2000; Gaspar, 2002). Para determinar as
variacdes do declive foram usadas duas escalas verticais de 1.5 m, graduadas em
centimetros, colocadas em posi¢cdo vertical (sobre um transepto, perpendicular a linha
de costa, previamente estabelecido com o auxilio de uma corda), a uma distancia
sucessiva de um metro, e um tubo de plastico transparente, cheio de agua, para medir o
desnivel entre as duas escalas (Figura 2.2 - C). Com base no perfil estabelecido e dos
valores dos niveis de maré de “viva-dgua” e de “morte-dgua”, fornecidos pelo Instituto
Hidrografico (www.hidrografico.pt), foi determinado o posicionamento dos diferentes
patamares, e respectivos horizontes, no local de estudo.

2.2.3 - Dados fisico-quimicos dos locais de colheita

Aquando das colheitas, foram feitas medigdes da temperatura do ar e da agua, do
pH (pH Meter HD8705 da Delta Ohm) e da salinidade (SCI Meter model 33 da YSI) da
agua in situ.

2.3 — Metodologias de amostragem

As metodologias usadas na amostragem das carragenodfitas tém por base os
seguintes protocolos: “Protocol for Monitoring of Seaweeds” (Chopin, 1997); “Selected
Methods for Study of Marine Plants” (Dawes, 1998); e “Description and Analysis of
Vegetation” (Goldsmith e Harrison, 1976).

2.3.1 — Estudo ecolégico das populagdes de carragendfitas na Baia
de Buarcos

2.3.1.a — Método dos quadrados: amostragem de biomassa da C. teedei var.
lusitanicus

O estudo ecologico de uma populagdo de C. feedei var. lusitanicus foi feito
numa area limitada de 100x100 m, situada no horizonte inferior do patamar médiolitoral
(Figura 3.2), na Baia de Buarcos (Figura 2.3 - A), concelho da Figueira da Foz. A area
limitada ¢ constituida por um substrato rochoso, com pequenas bacias arenosas, de
inclinacdo pouco acentuada, exposto a rebentagdo das ondas, na zona das marés (Figura
2.3 -B).
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Figura 2.1 — Localizagdo das diferentes estagdes de colheita.
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Foram realizadas amostragens de Junho de 2000 a Outubro de 2001, utilizando o
método dos quadrados (Goldsmith e Harrison, 1976; Braga, 1990; Chopin, 1997,
Pereira et al., 2000). Para a determinagdo do tamanho mais adequado dos quadrados,
testaram-se trés tamanhos diferentes (30x30 cm, 20x20 cm, 10x10 cm), lancados trés
vezes cada, aleatoriamente, sobre os locais onde a C. teedei se encontrava mais
densamente distribuida (Figura 2.3 - D). Em seguida foram contados todos os
individuos presentes em cada quadrado e calculado o correspondente niimero por
unidade de area (m?). Néo tendo havido variagdo quanto ao nimero de individuos, por
unidade de area, em cada um dos trés diferentes tamanhos, foi escolhido o quadrado de
10x10 cm (0,01 m?).

A determinacdo do niimero de quadrados a usar na amostragem baseou-se em
Goldsmith e Harrisson (1976) e Dawes (1998), segundo os quais o nimero minimo de
quadrados corresponde ao ponto em que a média acumulada da biomassa, em fungao do
niamero de quadrados, passa a ter oscilagdes menores. Segundo 0os mesmos autores, as
colheitas feitas de forma semi-aleatoria possibilitam um melhor tratamento estatistico
das amostras. A amostragem semi-aleatoria adequa-se bem a populagao estudada pois a
grande maioria dos talos de C. teedei ocorre no horizonte inferior, do patamar
médiolitoral, sobre substrato rochoso, predominantemente no interior das pequenas
bacias arenosas, com distribui¢cao uniforme onde os quadrados foram lancados.

Para a determinacdo do numero adequado de quadrados a usar, colheram-se
todos os individuos presentes em dez quadrados de 10x10 cm, colocando-os, em
seguida, em diferentes sacos de plastico. No laboratorio, as amostras de C. teedei foram
lavadas em agua do mar filtrada e limpas da fauna e flora associada. Procedeu-se depois
a secagem dos exemplares de cada amostra numa estufa a 60 °C, até estas atingirem
peso constante (48 h), apos o que se passou a determinagao da biomassa (peso seco,
expresso em g m™) (Pereira, 1996b). Obtido o peso seco de cada uma das dez amostras,
efectuou-se um sorteio a fim de se encontrarem trés combinagdes diferentes da média
acumulada de biomassa. A partir da analise do grafico da Figura 2.2, chegou-se a
conclusao de que o nmimero minimo de quadrados a usar na amostragem desta
populagdo deveria ser oito.

£ 800

2

c 700

[2]

@

£ 600

Ke)

2 500

(0]

©

-‘-(: 400 ¢ combinag&o 1
g 300 combinacao 2
g 200 7 combinagao 3
S 100 -

‘@O

=

T T T T T T T T 1

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Numero de Quadrados

Figura 2.2 — Determinag@o do nlimero minimo de quadrados a usar na amostragem
de C. teedei var. lusitanicus
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2.3.1.b — Método dos quadrados: amostragem de biomassa das carragendfitas
mais significativas.

Para a amostragem de biomassa das carragen6fitas com maior expressao (maior
cobertura) usou-se a mesma metodologia descrita na alinea 2.3.1.a. O quadrado
seleccionado foi o de 10x10 cm (0,01 m?) e o namero minimo de quadrados a usar em
cada amostragem foi de quatro. Esta amostragem foi feita em dois periodos distintos: no
Outono (Outubro de 2000) e no Verao (Agosto de 2001).

2.3.1.c — Calculo da cobertura (%) das carragendfitas no Outono/Inverno e na
Primavera/Veréo

Para o calculo da percentagem de cobertura de cada carragenofita foi usado o
método de “amostragem em continuo sobre um transepto” (Cosson e Thouin, 1981;
Lobban e Harrison, 1994; Chopin, 1997; Pereira et al., 2001).

Ao longo do perfil estabelecido (ver alinea 2.2.2) foram realizados, de forma
continua, um elevado nimero de amostragens nao destrutivas (levantamentos
elementares) recorrendo para tal a um quadrado de 100x100 cm (1 m?) (Figura 2.3 - E).
O quadrado foi colocado sucessivamente, ao longo do perfil, em intervalos regulares de
cerca de 2 m, em trés faixas paralelas (sobre a linha do transepto, do seu lado esquerdo e
do seu lado direito), de forma a abranger as zonas mais abrigadas (viradas a Norte), as
zonas mais expostas (viradas a Sul) e as zonas de exposicdo intermédia, incluindo as
bacias arenosas. Em cada quadrado foi avaliada a cobertura percentual de cada
carragendfita, com recurso a escala de Braun-Blanquet (Goldsmith e Harrison, 1976). A
cobertura média global (%) de cada carragenofita foi calculada a partir da média da
cobertura de cada levantamento elementar. Este método permite determinar a cobertura
relativa de cada uma das carragenofitas estudadas, de uma forma mais precisa do que o
método da ‘“4rea minima” (Cosson e Thouin, 1981; Pereira et al., 2000). Estas
amostragens foram feitas nos mesmos periodos referidos na alinea 2.3.1.b.

2.3.2 — Variagdo sazonal do comprimento, percentagem de cada
geracao (estrutura da populacao) e do conteudo em ficocolbides

Para a determinagdo da variagdo sazonal do comprimento, da percentagem de
cada geracdo e do contedtdo em ficocoldides, foram colhidos aleatoriamente,
mensalmente, 100 frondes de cada carragenofita, com dimensdes superiores a 3 cm
(Zinoun e Cosson, 1996). No laboratorio as algas foram separadas, quando possivel, em
trés lotes, com auxilio de uma lupa binocular: gametéfitos femininos (talos possuidores
de cistocarpos), tetrasporofitos (talos possuidores de tetrasporocistos) e talos nao
frutificados (sem estruturas reprodutoras visiveis, mas incluindo gametofitos masculinos
— a verificag@o da geracgdo foi feita com auxilio da andlise espectroscopica). No caso das
espécies com ciclo bioldgico trigenéticos heteromorficos (Mastocarpus stellatus e
Ahnfeltiopsis devoniensis), com a geracdo tetrasporofita incrustante, s6 foram colhidos
os talos correspondentes a geragdo gametofita. No caso do Gymnogongrus crenulatus,
os talos colhidos correspondem a geragdo gametdfita com tetrasporoblastos parasitas
(ver descricdo desta espécie na sec¢do 1.3.5.a). As algas foram em seguida medidas com
o auxilio de uma régua graduada em milimetros, lavadas em agua destilada, pesadas
(peso fresco) e posteriormente secas numa estufa a 60 °C para a determina¢do do peso
seco (ver alinea 2.3.1.a). Apos extraccdo e secagem dos ficocoldides (ver seccdo 2.7)
calculou-se o contetido em carragenanas (percentagem do peso seco).
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2.3.3 — Analise estatistica

Os dados referentes ao estudo ecoldgico (comprimento, biomassa, percentagem
de cada geragcdo, peso seco e conteudo em carragenana), das diferentes algas
carragenoéfitas, foram submetidos a tratamento estatistico (Zar, 1996). Os resultados do
estudo ecologico foram apresentados sob a forma de média = erro padrao (com n =
namero de amostras usadas no estudo). Os dados referentes as variagdes sazonais €
geograficas do peso seco, conteido em carragenana, comprimento ¢ biomassa foram
comparados com recurso a andlise de correlagdo pelo coeficiente de Pearson (r). Para a
analise das significAncias das médias das varidveis, usou-se a analise de varidncia
ANOVA unifactorial; para a andlise das significincias dos coeficientes de correlagdo
calculados, usou-se o Teste ¢ de Student. SO as significancias com p <0.05 foram
apresentadas. Relativamente aos niveis de significancia, foram considerados trés valores
de p: significativo, p <0.05; muito significativo, p <0.01; altamente significativo, p
<0.001.

24 - Transporte e preparacao do material algal para
herborizagao e cultura laboratorial.

Exemplares de carragendfitas seleccionadas foram cuidadosamente colhidos
inteiros (com o auxilio de uma faca) e transportados humidos, dentro de sacos, no
interior de uma mala térmica.

As carragendfitas provenientes do meio natural encontram-se muito epifitadas;
para além de uma grande quantidade de algas (macro e microalgas) epifitas, estas algas
sdo o refugio de inlmeros pequenos animais.

Para que as algas possam ser herborizadas ou cultivadas no laboratorio ¢
necessario libertar toda a fauna e flora a elas aderidas. Este trabalho deve, quando
possivel, ser iniciado no proprio local de colheita. Para tal deve usar-se uma escova ou
entdo um pincel rijo, de forma a libertar as macroalgas das epifitas de maiores
dimensdes.

No laboratério realiza-se uma segunda lavagem, com o auxilio de pincéis, em
agua do mar filtrada. Este trabalho exige muito tempo até que as algas fiquem, o mais
possivel, livres de contaminantes (Figura 2.5 - A).

Antes de se colocarem as algas em cultura de adaptacao e/ou manutengdo, ¢
necessario realizar uma terceira sessao de limpeza, sendo entdo tratadas, durante cinco
minutos, por ultra-sons, na presenca de diatomito. O diatomito (pé resultante das
frustulas siliciosas de diatomaceas fosseis) € um material abrasivo que, ao ser colocado
em movimento pela vibragdo, remove os microorganismos presentes na superficie do
talo (Givernaud-Mouradi, 1992).

Finalmente as algas sdo lavadas diversas vezes em dgua do mar filtrada e
colocadas nos recipientes para cultura de manutengao.

2.5 — Cultura laboratorial

Todas as culturas foram realizadas em sistemas termostatizados (cdmara de
cultura), nas seguintes condigdes:

a) Temperatura do ar com variagdes que nunca ultrapassam os dois graus
(16 £2°C).
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b) Luz fornecida através de lampadas fluorescentes “day light”, com
intensidade luminosa média de 300 pmole m™ s (a intensidade luminosa foi medida
com o auxilio de um fotometro “EEL Lightmaster Photometer™).

c) Arejamento obtido através de um compressor de 200 L, nas culturas de
manutengdo e de um compressor Takatsuki 20GJL, nas culturas feitas em cilindros de
“plexiglass™).

2.5.1 — Cultura laboratorial de adaptagdo/manutencéao

As algas provenientes de Buarcos foram mantidas em laboratorio, durante um
periodo minimo de 21 dias, para posterior estudo (ultrastrutura e analise dos
ficocoldides) ou para cultura em cilindros de “plexiglass”, em condi¢des controladas de
temperatura (16 + 2 °C), fotoperiodo (16: 8 h), intensidade luminosa (300 pmole m™ s”
", fluxo de ar (160 1 h™"), em 4gua do mar filtrada e enriquecida com solugio de
Provasoli - PES (Provasoli, 1968) a razio de 10 ml I'' (Braga, 1990). Este periodo de
adaptacao permite obter material algal com caracteristicas fisico-quimicas idénticas.

Os recipientes usados na cultura de manutencao foram de dois tipos:

a) Baldes de vidro (“florence flasks™) de 2 e 3 litros (Figura 2.4 - B).
b) Aquario rectangular de 200 1 (Figura 2.4 - C) provido de um sistema de
filtragem de agua “Fluvial 303" (permite tratar até 840 1 h™' de 4gua, através de filtros de

areia de coral e carvao activado) e de esterilizagdo através de radiacdo ultravioleta
(Figura 2.4 - D).

O meio de cultura foi renovado (4gua do mar enriquecida com solucdo PES)
cada 3 dias, excepto nos recipientes possuidores de sistema de filtragem de agua. No
aquario adicionou-se quinzenalmente nova solugio PES (10 ml I'"), para enriquecimento
do meio.

Para uma boa manutencao das algas, os sistemas foram providos de bombas de
ar comprimido, necessarias a agitacdo do meio e fornecimento de didoxido de carbono
(COy), essencial a fotossintese.

2.5.2 — Cultura em cilindros de “plexiglass”

A cultura para obtencdo optimizada de biomassa foi feita em cilindros de
“plexiglass” de 30 1 de capacidade (Figura 2.4 - E). Este sistema de cultura esta provido
de uma bomba de filtragem “Fluvial 303” (com filtro de areia de coral e carbono
activo), sistema de esterilizagdo por UV e fornecimento de ar comprimido (1000 1 h™).
O fornecimento de ar comprimido e a filtragem eram controlados por um temporizador,
em que alternavam a filtragem e a agitagdo do meio de cultura. O fornecimento de ar
comprimido era efectuado no periodo luminoso, enquanto a filtragem e esterilizagdo do
meio de cultura era feita durante o periodo escuro.

Visto tratar-se de um sistema sem renovagdo periddica do meio de cultura, a
agua do mar filtrada foi enriquecida, de 5 em 5 dias, com solu¢do de nutrientes de PES
(10 ml I'"). A eliminagio das diatomaceas presentes no meio de cultura foi feita pela
adigio de 1.5 mg 1" de didxido de germéanio (Lewin, 1966); para o combate as
cian6fitas (cianobactérias) usou-se kanamycina (1 pg 17).

A cultura unialgal, quer para avaliacdo da producdo de biomassa e carragenanas,
quer para estudos ultrastruturais, em Mastocarpus stellatus e Gigartina pistillata,
iniciou-se com material previamente cultivado em aquario de adaptagdo (ver alinea 2.1).
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A densidade inicial da cultura ndo deve ultrapassar as 2 g de alga por cada litro de meio
de cultura. Para a determinagdo do peso fresco, as algas foram periodicamente retiradas
do cilindro de cultura, enxugadas em papel de filtro e pesadas numa balanga analitica
Kern 510. A velocidade de crescimento (incremento de biomassa) foi calculada com
base na seguinte formula:

V: 100/(t;-to) x Log (Pt;/Pto)
V: velocidade de crescimento em % por dia

(ti-to): intervalo de tempo entre duas pesagens (em dias)
Pt;e Pty: peso das algas no instante t; € ty
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Figura 2.4 — Colheita e cultura laboratorial de carragenofitas: colheita das algas inteiras com
auxilio de uma faca (A); cultura em baldes de vidro (B); equipamento de esterilizagcdo por UV (C);
cultura de manutencao em aquario (D); cilindro de “plexiglass” para produgdo de biomassa (E).
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2.6 - Herborizacdao de exemplares para inclusao na “Nova
Coleccao de Macroalgas do Departamento de Botanica da
Universidade de Coimbra”

As carragenofitas estudadas foram colhidas em diversos locais da costa
portuguesa (ver alinea 2.2.1) e posteriormente organizadas em colec¢do de herbario e
em agua do mar formolizada (formalina a 4 %). O procedimento utilizado para a
herborizacdo dos exemplares seguiu, em termos gerais, a metodologia descrita por
Barros Neves ¢ Mesquita Rodrigues (Neves e Rodrigues, 1957). As algas foram entdo
colocadas sobre papel de “Bristol” e secas numa estufa a 60 °C, sobre compressao numa
prensa e protegidas com pano-cru e papel de jornal. As diferentes espécies foram
identificadas sempre a partir de exemplares frescos e colhidos inteiros.

2.7 — Preparacao de amostras de alga seca moida para FTIR-
ATR e FT-Raman

As amostras de cada carragen6fita foram lavadas em 4gua destilada de forma a
eliminar o sal e os outros contaminantes da superficie dos talos (Figura 2.5 — A). Estas
algas, depois de separadas em 3 grupos (gametofitos femininos, talos nao frutificados e
tetrasporéfitos), com o auxilio de uma lupa binocular, sao secas numa estufa a 60 °C até
atingirem peso constante. As algas secas sdo depois moidas num moinho de café, de
forma a tornar a amostra uniforme. Para a analise, por FTIR-ATR, as amostras de alga
moida nao necessitam de nenhum tratamento adicional, podendo ser analisadas
directamente (Pereira ef al., 2003; Pereira e Mesquita, 2004).

A analise por FT-Raman implica que as amostras se encontrem despigmentadas.
A despigmentacdo pode ser feita por secagem ao sol (processo usado pelos
colectores/produtores de carragendfitas comerciais) ou por tratamento laboratorial
(Figura 2.5 — B), durante 30 a 60 s, com uma solu¢do de hipoclorito de célcio a 4 %.

2.8 — Extracc¢ao dos ficocoldides

2.8.1 — Extracgao industrial das carragenanas

No processamento da carragenana refinada (extracgao industrial), o ficocoloide ¢
extraido em condigOes alcalinas. Nestas condigdes formam-se pontes de 3,6-anidro,
condi¢do necessdria a obtencdo de carragenana kappa e iota de boa qualidade
(carragenanas gelificantes). A extrac¢do € feita durante vérias horas a uma temperatura
proxima do ponto de ebulicdo da solucgdo alcalina (> 110 °C). Neste processo sdo usadas
diferentes solucdes alcalinas de forma a obter o tipo de sal de carragenana pretendido.

O extracto das algas ¢ depois filtrado varias vezes: assim um filtro cruzado
remove a celulose e um filtro de malha fina é usado para obter uma solugdo
transparente. A solucao diluida é depois concentrada, no vacuo, em evaporadores até se
obter uma concentragdo final na ordem dos 3 %. A carragenana ¢ precipitada pela
adicdo de isopropanol. O material fibroso gelificado resultante ¢ comprimido de forma a
remover-se o excesso de solvente. A mistura de alcool e dgua €, em seguida, destilada e
o alcool reaproveitado, de forma a reduzir os custos do processo. Na extraccdo da
carragenana kappa ¢ possivel usar um protocolo de precipitacdo alternativo chamado
“tecnologia de compressao de gel”. Este protocolo de extrac¢do baseia-se no facto desta
carragenana gelificar na presenca de ides de potdssio. A solucdo de carragenana ¢
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extrudida numa solugdo concentrada de KCI, na qual o ficocoldide precipita. O material
gelificado, apds compressao, ¢ submetido a um ciclo de congelamento/descongelamento
para remocao da agua (Bixler, 1996).

A massa fibrosa daqui resultante ¢ entdo seca e finalmente moida. Para se obter
um produto com uma qualidade constante sdo misturadas diversas carragenanas, as
quais se juntam sais e agucares (McHugh, 2003).

No fabrico da carragenana semi-refinada, as algas sdo tratadas com uma solug¢ao
de hidroxido de potassio e submetidas a elevadas temperaturas (70 a 80 °C). Esta
temperatura ¢ suficiente para catalizar a formacao de pontes de 3,6-anidro em ambas
carragenanas (kappa e iota), ndo sendo, no entanto, suficiente para promover a sua
extraccdo. O material de baixo peso molecular é removido, quase na sua totalidade, pelo
tratamento alcalino. Estas algas modificadas sdo depois cortadas e branqueadas, de
forma a eliminar a pigmentagdo. Apos a lavagem, o material € seco e moido. Antes da
mistura dos diversos lotes e da sua estandardizagdo, o material algal ¢ por vezes
esterilizado para melhorar a qualidade microbiologica do produto final (Bixler, 1996;
McHugh, 2003).

2.8.2 — Extracgao laboratorial das carragenanas nativas

Antes da extraccao dos ficocoloides (tanto na extrac¢ao total como alcalina), o
material algal seco ¢ re-hidratado e, em seguida, tratado com uma mistura de metanol
100 % e acetona 100 % (Figura 2.5 — C), para eliminar a fraccdo organo-soluvel
(Zinoun e Cosson, 1996).

Para a extraccdo dos ficocoloides nativos (sem transformacdo alcalina dos
precursores das carragenanas), as amostras moidas re-hidratadas foram colocadas num
copo de vidro juntamente com agua destilada (50 ml g™), pH 7, em banho-maria a 80 °C
(Figura 2.5 — E), durante 3 a 4 h (Pereira e Mesquita, 2004).

A solugao foi depois filtrada a quente, sob succ¢do, através de pano e de fibra de
vidro. O extracto obtido em soluc¢ao foi, em seguida, evaporado no vacuo até um tergo
do volume inicial (Figura 2.5 — F). Apds a adicdo do dobro do volume em etanol (96 %)
a carragenana precipita, formando um coagulo esbranquicado (Figura 2.5 — Q).
Finalmente este coagulo foi seco numa estufa a 60 °C, por um periodo de 48 h (Pereira
et al., 2003). A pesagem, para calculo da percentagem de carragenana, foi feita numa
balanga analitica Kern 510.

2.8.3 — Extraccdo laboratorial alcalina (método semelhante ao
usado na extracg¢ao industrial)

Para a extrac¢do alcalina, as amostras moidas de alga foram colocadas numa
solugao (150 ml g'l) de NaOH (1 M), em banho-maria a 85 °C, durante 3 horas (Pereira
et al., 2003). A solugdo de carragenanas foi depois neutralizada (pH 6-8) com HCI (0.3
M).

A precipitagdo e secagem das carragenanas foram feitas seguindo o
procedimento descrito na alinea 2.8.2.
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Figura 2.5 — Preparacdo das amostras para analise espectroscopica e extracgdo das carragenanas:
lavagem das amostras (A); secagem numa estufa a 60 °C (B); remogdo da componente
organosolivel (C); despigmentacdo das amostras para FT-Raman (D); extrac¢do dos ficocoldides
em banho-maria (E); evaporagio da solucdo de carragenana (F); carragenana sob a forma de
coagulo esbranquicado (G).
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2.9 — Analise das carragenanas por espectroscopia vibracional

Para estabelecer os picos chave, em espectroscopia de infravermelho e de laser
Raman, usados na identificacdo das 9 frac¢des principais de carragenana, foram
analisadas as carragenanas comerciais e carragenanas extraidas de carragenodfitas usadas
na industria: carragenana kappa (Sigma, type III, C-1263); carragenana lambda (Sigma,
type 1V, C-3889); carragenana lambda pura (WCFS, CH091); carragenana iota (Sigma,
Type V, C-4014); carragenana mu e nu (extraidas do género Chondracanthus);
carragenana beta e gamma (extraidas de Betaphycus gelatinum); carragenana theta e ksi
(extraidas do género Chondrachantus).

2.9.1-FTIR-ATR

Os espectros FTIR foram obtidos num espectrometro IFS 55, usando um sistema
“Golden Gate single reflection diamond ATR”, sem necessidade de preparagdao prévia
da amostra. Os espectros sdao o resultado da média de duas contagens, com 128 “scans”
cada e uma resolucio de 2 cm™ (Pereira et al., 2003; Pereira ¢ Mesquita, 2004).

2.9.2 — FT-Raman

Os espectros de Raman foram obtidos num espectrometro Bruker RFS-1000,
usando um laser nd-YAG com excitagdo ao comprimento de onda de 1064 nm. Cada
espectro resultou de duas medicdes repetidas de 150 “scans” cada e uma resolugao de 2
cm’ (Pereira et al., 2003).

2.10 — Analise das carragenanas por espectroscopia de RMN

Visto que as carragenanas naturais sao misturas de diferentes polissacarideos, a
sua composi¢ao difere de amostra para amostra. Sendo assim, a analise qualitativa e
quantitativa das diferentes amostras de carragenanas reveste-se de grande importancia
para a completa caracterizacao dos ficocoloides extraidos mas também para assegurar,
na industria alimentar, a qualidade dos ingredientes. Desde o trabalho pioneiro de Usov
e colaboradores (Yarotsky et al., 1977; Usov, 1984), a espectroscopia de RMN tem
vindo a ser progressivamente usada como técnica preferencial na determinagdo e
quantificacdo da composi¢ao de amostras laboratoriais e industriais de carragenana.

2.10.1 - Revisao dos valores relativos aos deslocamentos quimicos
em RMN de acordo com as recomendacdes da IUPAC

Na andlise das carragenanas foram usados como standard internos diversos
compostos — DSS, DMSO, MeOH, acetona e o sal de sddio &cido (TSP) — como
alternativa ao DSS (Harris ef al., 2001). Os espectros foram obtidos a trés temperaturas
diferentes (24, 45 e 65 °C) em D,0 contendo 20 mM de fosfato, posteriormente ajustado
a diferentes valores de pH (5.5, 7.2, 9.7 e 11.8). Os deslocamentos quimicos dos
diferentes standards internos encontram-se listados na Tabela 2.3. De acordo com as
recomendagdes da IUPAC, o DSS deve ser marcado na escala dos espectros de RMN

como o valor de deslocamento 0 ppm, a qualquer temperatura e valor de pH (Harris et
al.,2001).
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2.10.2 — Tratamento das carragenanas para RMN

Para reduzir a viscosidade das amostras para RMN, as carragenanas foram
previamente sonicadas de acordo com o seguinte procedimento (van de Velde et al.,
2004):

a) Dissolugo (5 mg ml ) em tampéo fosfato (20 mM Na,HPO,) a 80 °C,
durante 30 minutos, seguida de arrefecimento a temperatura ambiente.

b) Sonica¢do de 30 min. (3x) em gelo (sonicador XL 2020, 12 mm tip,
poténcia 475 W, frequéncia 20 kHz).

c) Centrifugagdo, a temperatura elevada, para remover o material insolavel.

d) Diélise, das solu¢des sonicadas, em tampao fosfato (20 mM Na,HPOy; 2
I; 3x), em 4gua (2 I; 1x).

e) Liofilizagao das amostras.

2.10.3 — '"H-RMN

Os espectros de "H-RMN foram obtidos num espectrometro Bruker AMX600,
operando a 500.13 MHz e a uma temperatura de 65 °C. As carragenanas a analisar
foram preparadas do seguinte modo (van de Velde et al., 2002a; van de Velde ef al.,

2004):

a) Dissolucdo (5 mg ml™) em D,O contendo um sal standard (ver tabela
2.3), 20 mM de Na,HPO,, 80 °C.
b) Sonicagao de 1 hora (3x) num banho sonicador (Branson 2510).

c) Analise por 'H-RMN, 64 “scans”, atraso de interpulso de 5 s.

Para determinar os deslocamentos quimicos (0) das principais carragenanas (e
alguns substituintes e contaminantes) foram adicionados sais standard internos (ver
tabela 2.3). A atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos respectivos protdes
anoméricos foi feita com base nos dados sumariados por van de Velde et al. (2004).

Tabela 2.3 — Deslocamentos quimicos, para cada um dos compostos standard internos, em espectroscopia de RNM
(em sistemas aquosos).

Abreviatura Deslocamentos
do quimicos (ppm)* Nome quimico do composto
composto Bc 'H

DSS 0.000 0.000 Sal de sodio 2,2-dimetil-2-silapentano-
3,3,4,4,5,5-ds-5-sulfonato

TSP -0.18 -0.017  Sal de sddio &cido 3-(trimetilsilil)propionico-
2,2,3,3-d4

MeOH 51.43 3.337 metanol

DMSO 41.53 2.696  dimetilsulfoxido

Acetona® 32.69 2.208 acetona

a) Determinado em D,0 contendo NaH,PO, e Na,HPO, (20 mM fosfato; pH 7.2) a 65 °C. Os deslocamentos
quimicos constantes foram medidos entre os 24 e os 65 °C e entre pH 5.5 e pH 11.8, com excepgdo do
DMSO que possui uma ligeira dependéncia em relagdo a temperatura e a acetona que ndo pode ser aplicada
a pH elevados.

b) Detectou-se uma ligeira dependéncia a temperatura, havendo altera¢des do deslocamento quimico de
41.29 ppm a 24 °C para 41.53 ppm a 65 °C.

¢) So valido parapH 5.5¢ 7.2
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2.10.4 — *C-RMN

Os espectros de *C-RMN das carragenanas kappa e iota (e respectivos hibridos)
foram obtidos num espectrometro Varian Unity 500 (operando a 125.69 MHz), ou num
espectrometro Bruker AMX600 (operando a 125.76 MHz). As carragenanas a analisar
foram preparadas do seguinte modo (Pereira ef al., 2003; van de Velde et al., 2004):

a) Dissoluggo (15/20 mg ml™) em D,0 contendo um sal standard (ver tabela
2.3), 20 mM de Na,HPOy4, 65 — 80 °C.
b) Sonicagao de 1 h (3x) num banho sonicador (Branson 2510).

C) Analise por “C-RMN, 10.000 acumulagdes, pulso de 15 ps, tempo de
aquisicao de 3 s e relaxamento de 5 s.

Os deslocamentos quimicos (ppm) foram medidos em relagdo a diversos sais
internos de referéncia (ver tabela 2.3). A atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos
respectivos carbonos foi feita com base nos dados sumariados por van de Velde et al.
(2002a, 2004) e Pereira et al. (2003).

2.11 — Determinacao do peso molecular por SEC-MALLS

A cromatografia de exclusdo pelo tamanho (SEC, “Size Exclusion
Chromatography”) foi executada em colunas Phenomenex em série com a coluna TSK
guard Phenomenex, usando o gel TSK 6000PW e o TSK 3000PW, com um fluxo
constante de 1 ml min' (van de Velde er al., in press). A deteccio foi feita,
simultaneamente, com um detector de indice refractivo (RI, “Refractive Index”, ERC-
7510 RI), com um detector de rotagao Optica (OR-1590 detector chiral da Jasco) e um
detector laser multi-angulo (MALLS, Dawn DSP-F da Wyatt). As colunas foram
aquecidas num sistema “waters chromatography”. A operar juntamente com as colunas
foi usada uma bomba HPLC programavel (LC-10AT da Shimadzu) com uma unidade
“degassing” (X-Act da Jour Research). Para a injec¢do das amostras foi usado um auto-
injector (Dilutor 401 da Gilson) acoplado a um banho-maria (F3 da Haake).

2.12 - Analise da composigao cationica por ICP-AES

A composi¢do cationica das carragenanas em estado bruto (resultantes da
extrac¢ao alcalina industrial e/ou laboratorial) e das amostras purificadas foi
determinada por intermédio da andlise ICP-AES. Para purificar as amostras, estas foram
dialisadas numa solu¢do de NaCl, de forma a obter carragenanas na forma de sodio.
Devido a metodologia usada na extrac¢do das carragenanas das algas portuguesas
(micro-extrac¢do - ver alinea 2.8.2 e 2.8.3), a quantidade final das carragenanas obtidas
nao permitiu a sua purificagdo final por didlise em NaCl

As carragenanas (25 mg) foram incineradas e subsequentemente dissolvidas em
acido sulfurico (1 ml). Apos a diluicdo em agua bi-destiladada (9 ml), as amostras
foram analisadas com um aparelho “ICP-AES simultane axial CCD” da Varian. A
calibragao foi feita com uma solugdo multi-elemento contendo Ca, K, Ma, Na e S (van
de Velde et al., in press).
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2.13 - Estudos citolégicos

Para estudos histologicos e citologicos de carragenofitas seleccionadas,
utilizaram-se exemplares colhidos na baia de Buarcos, previamente sujeitos ao
tratamento de limpeza e processo de transporte descrito em 2.4.

2.13.1 — Microscopia 6ptica (MO)

As observacdes do material em MO foram efectuadas em laminas preparadas das
duas maneiras seguintes:

a) Obtengdo de cortes (50 um), de material fresco (selvagem) e/ou
cultivado, num micr6tomo de avanco mecanico (Richert).

- Fixacgdo/coloragdo e montagem em lactofenol azul ou lactofenol incolor
(Braga, 1985)

b) Obtengao de cortes semi-finos (1 pm) a partir dos blocos de resina (Spurr
ou LRW), num ultra-micrétomo Ultratome III (LKB) equipado com facas de vidro.

- Colheita e colagem dos cortes em laminas de vidro albuminizadas (estufa
60 °C, 24 h).

- Coloracao com azul de toluidina (0.05 % em tampao acetato 0.1 M, pH
4.4).

- As preparagdes foram, em seguida, tornadas definitivas (montagem em
euparal ou balsamo do Canada).

Todas as observagdes e registos fotograficos em microscopia Optica foram
realizados num aparelho Nikon Optiphot, equipado com maquina fotografica Nikon FX-
35WA.

2.13.2 — Microscopia Electronica (ME)

Para estudos morfologicos, a nivel ultrastrutural, as amostras dos talos (por¢des
vegetativas e/reprodutoras) foram preparadas de acordo com o seguinte protocolo:

a) Fixacdo numa mistura de glutaradeido (2.5 %) e paraformaldeido (2 %)

(“Karnovsky”), em tampao fosfato (“Sorensen’s”) 0.1 M, pH 6.8, durante uma noite no
frigorifico (0 — 4 °C).

b) Pos-fixagdo em tetroxido de 6smio (1 %), no mesmo tampdo e nas
mesmas condicoes, durante 2 horas.

c) Desidratacao em alcool etilico (concentragdes crescentes) a temperatura
ambiente.

d) Impregnagdo e inclusdo em resina, de acordo com Spurr (1969). Como

alternativa, nomeadamente em estudos citoquimicos, foi também executada a inclusao
na resina LRW, tendo-se entdo o cuidado de evitar o contacto com o ar durante a
polimerizacdo (cépsulas cheias providas de tampa, numa estufa a 60 °C, durante 24 h).

e) Obtengao de cortes ultrafinos num ultramicrétomo Ultratome Nova
(LKB), executados com faca de diamante.

f) Colheita e montagem em grelhas de cobre (200, 300 ou 400 “mesh”).

g) Contrastacdo com acetato de uranilo e/ou citrato de chumbo (Reynolds,
1963). Nota: o material para andlise em EDX (ver alinea 2.13.3.b) ndo foi submetido a
esta contrastacao.
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h) As observagdes ultrastruturais foram feitas no microscépio electronico de
transmissao Jeol-Jem 100SX.

2.13.3 — Citoquimica

Para o esclarecimento da natureza quimica e organizagdo estrutural de
componentes celulares, nomeadamente, mas ndo exclusivamente, da parede, foram
utilizados métodos diversificados (com base quimica e fisica), tanto para microscopia

Optica como electronica.

2.13.3.a — Microscopia optica

a) Coloracao com azul de toluidina (0.05 % em tampao acetato 0.1 M, pH
4.4), para a identificacdo e localizagdo de polissacarideos sulfatados (segundo Gretz et
al. 1997).

b) Coloracdo com branco de calcoflior (Fluorescent Brightener 28 da

Sigma). O material algal (cortes com 50 um) foi emerso numa solucao a 0.04 % de
branco de calcofluor em 4gua destilada, durante 3 minutos e em seguida montados, em
lamina de vidro, em 4gua destilada; o branco de calcoflior € um biocorante nao letal
(Edwards, 1999), selectivo do B-Glicano (Gretz ef al., 1997) e emite fluorescéncia (400-
40 nm) quando excitado por luz UV, com pico de excitagao a 345-365 nm (Microscopio
de fluorescéncia Nikon Diaphot, provido de filtro UV 2A).

c) Observagao ao microscopio optico de polarizagdo. Visto que a celulose,
presente nas paredes celulares, se encontra organizada numa estrutura cristalina (Gretz
et al, 1997) apresentando, consequentemente, birrefringéncia, os cortes foram
observados num microscopio de polarizacdo (Nikon Optiphot, provido de filtros de
polarizag¢ao cruzados).

d) Reaccao PAS (4cido periodico e reagente de Schiff) (MacManus, 1948),
para a detec¢ao dos polissacarideos (amido florideo).

e) Coloragao com Negro de Suddo B, para a detecgdao de lipidos (Bronner,
1975).

2.13.3.b — Microscopia electronica

a) Teste de Thiéry (Thiéry, 1967), para a identificagao e localizacao do
amido florideo.

b) Microanalise EDX. Espécimes de G. pistillata foram preparados, para
micro-andlise por energia dispersiva de raios-X (EDX), a partir dos mesmos blocos
usados nos estudos ultrastruturais (ver alinea 2.13.2). Uma das principais vantagens da
analise EDX reside na possibilidade de correlacionar a composi¢ao elementar (neste
caso, a presenca de enxofre) com a respectiva estrutura citoldégica observada ao
microscopio electronico (Russ, 1974; Mccandless et al., 1977). A espessura
recomendada para a andlise EDX varia de 150 a 250 nm (Russ e Panessa, 1972). As
seccoes feitas nos blocos (ver alinea 2.13.2) foram colocadas sobre grelhas de cobre, de
400 buracos, providas de membrana “Formvar” e, posteriormente, cobertas por uma fina
camada de carbono (Vacuum Coating Unit, modelo E12E2 da Edwards), com vista a
aumentar a resisténcia do material a analisar (Mccandless et al., 1977). A analise EDX
(“Energy-Dispersive X-Ray Analysis”) foi executada num microscopio electronico
Hitachi H900 associado a um espectrometro de raios-X e respectivo detector. As
amostras (zona cortical do talo de G. pistillata GF) foram analisadas pelo espectrémetro
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com tempos de aquisicdo que variaram de 60 a 90 s; os resultados foram apresentados
sob a forma % (percentagem atomica, relativamente ao total de elementos detectados
pelo espectrometro de raios-X).

78



3 — RESULTADOS




Resultados

3 — Resultados

3.1 — Caracterizagcao das estacoes de colheita e da flora algal
associada

3.1.1 — Baleal (Peniche)

A norte de Peniche, na rica regido do Oeste de Portugal, situa-se uma pequena
ilha separada do Continente por uma praia de fina areia branca: o Baleal. O Baleal
herdou esta denominag¢do da fungdo que estes rochedos desempenharam no passado
com efeito, esta pequena ilha era o local de corte e talhe das baleias que, na sua rota
migratdria dos mares do Norte, eram alvo da cobica dos pescadores da vila da Atouguia
da Baleia.

As colheitas e observagdes foram feitas no patamar médiolitoral, nos horizontes
inferior, médio e superior. O substrato desta estagdo ¢ do tipo misto, com extensos
areais e zonas rochosas (rocha calcéria). A inclinagdo dos locais de colheita varia do
muito inclinado ao pouco inclinado, quase plano. Por sua vez, a exposicao as marés
varia do muito exposto ao exposto. A flora algal presente na data e local da amostragem
era constituida pelas seguintes espécies (excepto carragenofitas estudadas):
Rhodophyceae — Asparagopsis armata (e respectivo tetraspordfito, Falkenbergia
rofulanosa); Bornetia secundiflora;, Caulacanthus ustulatus, Ceramium diaphanum,
Corallina officinalis;, Dumontia contorta; Gelidium corneum,; Griffithsia corallinoides,
Halurus equisetifolius; Jania rubens; Nitophyllum punctatum; Osmundea pinnatifida;
Plocamium  cartilagineum;  Sphaerococcus coronopifolius;, ~ Phacophyceae  —
Colpomenia peregrina;  Dictyota dichotoma;  Fucus spiralis;,  Padina pavonica;
Punctaria sp.; Saccorhiza polyschides; Stypocaulon scoparium,; Taonia atomaria;
Chlorophyceae — Codium setchellii; Codium tomentosum, Ulva rigida.

3.1.2 — S. Martinho do Porto

S. Martinho do Porto é uma vila do concelho de Alcobaca, situada em frente a
uma baia que comunica com o mar por uma “boca” relativamente estreita. Do porto
desta vila saem todos os anos, pela altura do Verao, inimeros barcos na faina do
Gelidium (faina dos “limos”). O local de colheita seleccionado encontra-se a Norte da
baia, numa zona muito escarpada. O substrato rochoso, muito exposto a ondulagao,
situa-se no patamar médiolitoral. A Flora presente nesta zona, na data e local de
amostragem, era constituida pelas seguintes espécies: Rhodophyceae —
Asparagopsis armata; Chondria dasyphylla;, Corallina elongata; Gelidium corneum;
Gelidium pusillum; Lithophyllum sp.; Lomentaria articulata; Osmundea pinnatifida,
Plocamium cartilagineum; Porphyra umbilicalis; Phaeophyceae — Bifurcaria bifurcata;
Cladostephus spongiosus;  Cystoseira tamariscifolia,  Fucus spiralis;  Saccorhiza
polyschides; Sargassum vulgare; Stypocaulon scoparium,; Chlorophyceae — Codium
tomentosum; Ulva lactuca; Ulva rigida.

3.1.3 - S. Pedro de Moel

S. Pedro de Moel ¢ lugar e praia da freguesia de N. Sra. do Rosario, concelho de
Marinha Grande. E uma das praias pitorescas da costa portuguesa, com excelente
situa¢do, numa aberta do Pinhal de Leiria, um pouco ao sul da foz da ribeira de Moel. A
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praia pequena, limitada a norte por rochas abruptas e a sul por uma pequena ribeira
facilmente vadedvel, ndo tem boas condi¢des para a pratica de desportos nauticos, pois
o mar ¢ geralmente agitado e aparenta as mais alterosas ondas da costa portuguesa. O
local de amostragem situa-se no patamar médiolitoral, horizonte inferior. O substrato ¢
de natureza mista, com rochas de grande porte e algumas bacias arenosas. A inclina¢ao
varia do quase plano ao escarpado, apresentando-se este local extremamente exposto a
forga das ondas.

A flora observada, aquando da amostragem, era composta pelas seguintes
espécies: Rhodophyceae — Gracilaria foliifera; Gracilaria gracilis;, Porphyra sp.;
Chlorophyceae — Ulva compressa, Ulva intestinalis; Ulva lactuca.

3.1.4 — Baia de Buarcos

O local de colheita na Baia de Buarcos, em frente ao restaurante “Costa”, fica
situado a 40° 16” Norte, 8° 90” Oeste, a Norte da foz do rio Mondego (Figueira da Foz)
e a Sul do Cabo Mondego. As colheitas e observacdes foram feitas no patamar
médiolitoral, horizonte inferior, de substrato predominantemente rochoso mas com
algumas bacias arenosas, pouco inclinado e exposto a ondulagao. Para mais pormenores
sobre a topografia do local ver alinea 3.2.1. A flora algal presente na data e local da
amostragem era constituida pelas seguintes espécies (excepto carragendfitas estudadas):

Rhodophyceae — Apoglossum ruscifolium; Bornetia secundiflora;, Calliblepharis
ciliata; Callithamnion granulatum,; Callithamnion tetragonum, Callithamnion tetricum,
Ceramium diaphanum; Ceramium rubrum;  Chondria coerulescens;,  Chondria

dasyphylla; Compsothamnion thuyoides; Corallina officinalis; Cryptopleura ramosa;,
Gastroclonium ovatum, Gelidium pusillum,; Gelidium spinosum,; Gracilaria foliifera;
Gracilaria gracilis;  Grateloupia doryphora;,  Grateloupia filicina, Gymnogongrus
griffithsiae;  Halurus equisetifolius;  Hypoglossum hypoglossoides;  Jania rubens;
Osmundea obtusa;  Lithophyllum incrustans;  Lomentaria articulata;  Lomentaria
clavellosa;  Osmundea hybrida;  Osmundea pinnatifida;  Pleonosporium borreri;
Plocamium cartilagineum; Polysiphonia elongata; Polysiphonia nigra; Polysiphonia
nigrescens,  Porphyra linearis;  Porphyra umbilicalis;,  Pterocladiella capillacea;,
Pterosiphonia complanata; Pterosiphonia pennata; Pterothamnion plumula; Phaeo-
phyceae —  Scinaia furcellata;  Bifurcaria bifurcata;,  Cladostephus spongiosus,
Cystoseira baccata;, Cystoseira tamariscifolia; Desmarestia ligulata, Dictyopteris
polypodioides; Dictyota dichotoma,; Laminaria ochroleuca; Saccorhiza polyschides,
Sargassum muticum,; Stypocaulon scoparium; Taonia atomaria; Chlorophyceae -
Bryopsis plumosa;, Cladostephus spongiosus, Codium decorticatum, Codium
tomentosum, Ulva clathrata; Ulva compressa; Ulva intestinalis, Ulva lactuca.

3.1.5 — Aguda

A praia da Aguda ¢ conhecida pela sua pesca artesanal, baseada em métodos
transmitidos de geragdo em geracdo. Nesta praia, na Freguesia de Arcozelo, a Camara
Municipal de Vila Nova de Gaia realizou um projecto para o Norte do pais, a Estagao
Litoral da Aguda "ELA" (www.fundacao-ela.pt/index.shtml). O local de colheita,
situado em frete da Estagdo Litoral possui um substrato rochoso, de inclinacdo pouco
acentuada e muito exposto a ondulagdo.

A flora algal presente na data de amostragem era constituida pelas seguintes
espécies: Rhodophyceae — Ahnfeltia plicata;, Chondria coerulescens;, Corallina
elongata;  Corallina officinalis;  Cryptopleura ramosa;  Gastroclonium reflexum;
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Gelidium pusillum,; Gracilaria foliifera; Gracilaria gracilis; Grateloupia doryphora;
Halurus equisetifolius;  Lithophyllum incrustans; Lomentaria articulata; Osmundea
obtusa;, Osmundea pinnatifida; Porphyra leucosticta; Porphyra linearis;, Porphyra
umbilicalis; Pterosiphonia complanata; Scinaia furcellata; Solieria chordalis;, Phaeo-

phyceae — Bifurcaria bifurcata; Cystoseira baccata; Dictyopteris polypodioides;
Dictyota dichotoma;  Laminaria ochroleuca;  Saccorhiza polyschides;  Sargassum
muticum;  Stypocaulon scoparium; Chlorophyceae — Codium tomentosum,; Ulva

compressa, Ulva intestinalis, Ulva lactuca, Ulva rigida.

3.1.6 - Miramar

Na praia de Miramar fica situado o santudrio do Senhor da Pedra, que desafia ha
séculos a furia das ondas (ver Figura 2.1). O local de colheita, junto ao referido
santuario, encontra-se sobre substrato rochoso, pouco inclinado e muito exposto a
ondulagao.

Nesta estagdo foi feita a amostragem de carragendfitas mas nao foi feito registo
da flora algal associada.

3.1.7 — Lavadores (Salgueiros)

A praia de Salgueiros assim como a de Valadares (ver alinea 3.1.8) sdo
frequentemente usadas para a pratica de surf e onde, em diversos anos consecutivos,
houve campeonatos Europeus e Mundiais de Surf. A praia ¢ constituida por um areal
extenso com um pareddo que faz acalmar as aguas e permite aos veraneantes tomar
tanto banhos de mar como de sol. Em frente ao areal ¢ possivel observar uma zona
rochosa, constituida por rochas soltas de dimensdes varidveis e, também, alguns
afloramentos rochosos significativos. Este local apresenta-se protegido da ondulagdo e ¢
praticamente plano.

A flora algal presente na data e local da amostragem era constituida pelas
seguintes espécies: Rhodophyceae — Ahnfeltia plicata; Apoglossum ruscifolium;
Callithamnion tetragonum,; Chondria coerulescens; Chondria dasyphylla; Corallina
officinalis, Cryptopleura ramosa;, Dumontia contorta; Gracilaria foliifera; Gracilaria
gracilis;  Grateloupia doryphora;  Hypoglossum hypoglossoides,  Jania rubens;
Lithophyllum incrustans, Lomentaria articulata; Osmundea pinnatifida;, Porphyra
linearis;  Porphyra umbilicalis;,  Pterosiphonia complanata; = Phacophyceae  —
Desmarestia ligulata; Dictyota dichotoma,; Fucus spiralis; Laminaria hyperborea;
Saccorhiza polyschides; Sargassum muticum; Chlorophyceae — Codium sp.; Ulva
compressa, Ulva intestinalis.

3.1.8 — Valadares

Praia extremamente rochosa, Valadares estende-se até proximo da Foz do Rio
Douro. O local de colheita, na zona de rochas graniticas de dimensdes significativas,
encontra-se muito exposto a firia do mar.

Nesta estagdo foi feita a amostragem de carragenofitas mas nao foi feito registo
da flora algal associada.
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3.1.9 — A-Ver-o-Mar

A-Ver-o-Mar fica a 2,5 km do centro da Povoa do Varzim, sendo actualmente
um prolongamento da cidade, devido ao alargamento urbanistico desta para a zona
norte. As suas principais actividades econémicas sdo a agricultura, pesca e a apanha do
sargaco (ver Figura 3.1 - H). As colheitas e observacdes foram feitas no patamar
médiolitoral, com um substrato predominantemente rochoso, pouco inclinado e muito
exposto a ondulagdo. A flora algal presente na data e local da amostragem era
constituida pelas seguintes espécies (excepto carragenéfitas estudadas): Rhodophyceae
— Ahnfeltia plicata;, Asparagopsis armata; Callophyllis laciniata; Ceramium sp.;
Chondpria coerulescens; Corallina officinalis; Dilsea carnosa; Gastroclonium ovatum;
Gelidium corneum;  Gelidium pusillum;  Gelidium spinosum;  Gracilaria foliifera;
Gracilaria gracilis;  Grateloupia doryphora;  Osmundea pinnatifida, Plocamium
cartilagineum,;  Porphyra umbilicalis;  Phaeophyceae —  Bifurcaria bifurcata;
Cladostephus spongiosus, Cystoseira baccata, Cystoseira tamariscifolia; Dictyopteris
polypodioides; Dictyota dichotoma,; Laminaria ochroleuca; Saccorhiza polyschides,
Sargassum muticum,; Stypocaulon scoparium,; Taonia atomaria, Chorophyceae -
Cladophora laetevirens, Codium decorticatum; Codium sp.; Ulva clathrata;, Ulva
lactuca; Ulva rigida.

3.1.10 — Agugadoura

Agucadoura ¢ a mais nova freguesia do concelho e fica situada na faixa litoral, a
6 Km da Povoa de Varzim. As principais actividades econdémicas sao a agricultura,
horticultura, pesca e apanha do sargaco. Préspera e densamente povoada desde a
segunda metade do séc. XIX, deve este sucesso a transformacao das dunas que nada
produziam em campos produtivos e verdejantes, que se conhecem como campos
masseira (http://atelier.hannover2000.mct.pt/~pr281/patrim.htm). Com o sargaco, que
recolhem nas proprias praias, adubam os terrenos, onde se produzem grandes colheitas
de diversas espécies horticolas. A zona de colheita encontra-se no patamar médiolitoral
e ¢ constituida por um substrato rochoso, pouco inclinado e exposto.

A flora observada na data da amostragem das carragenofitas era constituida
pelas seguintes espécies: Rhodophyceae — Ahnfeltia plicata; Callophyllis laciniata;
Chondpria coerulescens; Corallina officinalis; Dilsea carnosa; Gastroclonium ovatum;
Gelidium corneum; Gelidium pusillum; Gelidium spinosum; Gracilaria foliifera;
Gracilaria gracilis; Osmundea pinnatifida, Plocamium cartilagineum, Phaeophyceae —
Bifurcaria bifurcata;  Cladostephus spongiosus,  Cystoseira baccata;  Dictyopteris
polypodioides;,  Dictyota dichotoma;,  Laminaria ochroleuca; Sargassum muticum;
Stypocaulo scoparium; Chlorophyceae — Cladophora laetevirens; Ulva clathrata; Ulva
lactuca.
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3.1.11 — Apulia

Apulia pertence ao concelho de Esposende. As colheitas e observagdes foram
feitas no patamar médiolitoral e tipo de substrato desta estacao ¢ do tipo rochoso, pouco
inclinado e muito exposto.

A flora algal presente na data e local da amostragem era constituida pelas
seguintes  espécies  (excepto  carragendfitas  estudadas): Rhodophyceae —
Ahnfeltia plicata; Ceramium rubrum; Corallina officinalis; Dilsea carnosa,; Gelidium
corneum, Gracilaria gracilis;, Grateloupia filicina; Nitophyllum punctatum,; Porphyra
linearis;,  Porphyra umbilicalis; Phaeophyceae —  Bifurcaria bifurcata;  Fucus
ceranoides;, Fucus spiralis; Laminaria ochroleuca; Sargassum muticum, Chloro-
phyceae — Codium sp.; Ulva clathrata; Ulva compressa, Ulva intestinalis; Ulva lactuca.

3.1.12 — Praia do Norte (V. do Castelo)

A praia do Norte (localizada a norte da foz do rio Lima), juntamente com a do
Cabedelo (localizado a sul da foz do mesmo rio) (Figura 3.1 — A), constituem os locais
mais procurados pelos habitantes de Viana do Castelo, durante o periodo do Verao. A
existéncia de uma piscina de agua do mar, que enche na maré-alta, € um dos principais
atractivos desta praia, que possui um areal pequeno e uma extensa area rochosa rica em
flora algal (Figura 3.1 — G).

O local de colheita, situado no patamar médiolitoral, ¢ de natureza rochosa,
pouco inclinado, quase plano e exposto a ondulacdo. A flora observada, aquando da
amostragem, foi a seguinte: Rhodophyceae — Porphyra umbilicalis; Porphyra linearis;
Osmundea pinnatifida; Corallina officinalis;, Lithophyllum incrustans, Plocamium
cartilagineum,; Cryptopleura ramosa; Jania rubens; Scinaia furcellata;, Grateloupia
doryphora; Chondria coerulescens;, Palmaria palmata Phaeophyceae — Ascophylum
nodosum,;  Desmarestia ligulata,  Dictyota  dichotoma,;  Saccorhiza polyschides,
Sargassum muticum; Fucus sp., Pelvetia caniculata; Taonia atomaria; Chlorophyceae
— Codium sp.; Ulva compressa; Ulva intestinalis; Ulva lactuca.

3.1.13 — Afife

Afife ¢ uma freguesia localizada a beira mar, a cerca de dez quildémetros a norte
da sede de concelho, Viana do Castelo. Na zona costeira existe a praia de Afife,
resguardada e dividida por fortes penedias que formam restingas que as abrigam dos
ventos fortes do Norte. Um dos produtos recolhidos na costa e de que se auferiam bons
rendimentos eram as algas, "a apanha do sargaco" que era um uso disciplinado
colectivamente através de um protocolo rigoroso para defesa de todos. O trabalho era
feito pelas mulheres, que transportavam o sargaco para as dunas a fim de o secarem;
depois de secas, as algas eram colocadas em grandes montes ("palheiros") para vender
aos lavradores (http://www.freguesiasdeportugal.com/distritoviana/09/afife/ historia.htm).

O local de colheita, situado no patamar médiolitoral, ¢ de natureza rochosa,
pouco inclinado e exposto a ondulagdo (Figura 3.1 — F). A flora observada, aquando da
amostragem, foi a seguinte: Rhodophyceae — Porphyra umbilicalis; Porphyra linearis;
Osmundea pinnatifida; Corallina officinalis;, Lithophyllum incrustans;, Plocamium
cartilagineum; Cryptopleura ramosa; Jania rubens; Scinaia furcellata; Grateloupia
doryphora; Chondria coerulescens; Phaeophyceae — Desmarestia ligulata; Dictyota
dichotoma; Saccorhiza polyschides, Sargassum muticum; Fucus sp., Taonia atomaria;
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Chlorophyceae — Codium sp.; Ulva compressa; Ulva intestinalis;, Ulva lactuca; Ulva
rigida.

3.1.14 — Vila Praia de Ancora

Antiga, como o provam os constantes achados pré-histéricos e proto-historicos,
Ancora deve o seu nome ao rio que nasce no sitio das Bezerreiras na Serra d'Arga. Praia
cosmopolita e centro piscatério de algum interesse comercial e industrial, situa-se a 9
Km da fronteira espanhola, por Caminha, 30 de Valenca ¢ 13 de Viana do Castelo
(http://arquivo.rtam.pt/concelhos/ancora.html). O local de colheita situa-se na zona
habitualmente frequentada pelos apanhadores de “musgo”, designacao corrente dada a
mistura de Chondrus crispus € Mastocarpus stellatus, colhida para exportacao (Figura
3.1 - E). O substrato, predominantemente rochoso ¢ muito acidentado, possui pouca
inclinag¢do e encontra-se exposto a ondulagao marinha.

A flora observada aquando da amostragem das carragenofitas foi a seguinte:
Rhodophyceae — Corallina officinalis;, Cryptopleura ramosa;, Dumontia contorta;
Osmundea pinnatifida, Palmaria palmata; Plocamium cartilagineum, Phaeophyceae —
Saccorhiza polyschides; Laminaria saccharina; Fucus spiralis; Chlorophyceae —
Codium sp.; Ulva lactuca; Ulva rigida.

3.1.15 — Moledo

De Moledo diz-se que ¢ o local “onde o Inverno vai passar o Verao”: manhas de
nevoeiro, dias ventosos, temperaturas pouco convidativas e forte ondulacao. O local de
colheita, situado no patamar médiolitoral, ¢ de natureza rochosa, pouco inclinado e
exposto a ondulacao (Figura 3.1 — D). A flora observada aquando da amostragem das
carragendfitas foi a seguinte: Rhodophyceae — Corallina officinalis; Cryptopleura
ramosa, Dumontia contorta;, Osmundea pinnatifida; Palmaria palmata; Plocamium
cartilagineum; Phaeophyceae — Saccorhiza polyschides; Laminaria ochroleuca;
Laminaria saccharina, Fucus spiralis; Cystoseira sp.,; Pelvetia caniculata;, Ascophylum
nodosum, Bifurcaria bifurcata; Sargassum muticum,; Chlorophyceae — Ulva compressa,
Ulva intestinalis,; Ulva rigida.
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Figura 3.1 — Estacdes de colheita localizadas entre a foz do rio Minho e a foz do rio Ave:
A — imagem satélite da zona entre Viana do Castelo a Caminha; B — imagem satélite da
zona de Esposende; C — imagem satélite da zona de Pévoa de Varzim; D — Moledo; E —

apanha de “musgo” em Vila Praia de Ancora; F — Afife; G — Praia do Norte; H — “medas”

em A-Ver-o-Mar.
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3.2 — Estudo ecolégico das carragenofitas da Baia de Buarcos
3.2.1 — Perfil topografico do local de estudo

O perfil topografico do local de estudo encontra-se esquematizado na figura 3.2.
Pela analise da referida figura conclui-se que o substrato rochoso, local de implantagio
das carragenofitas estudadas, apresenta um declive pouco acentuado.

O referido perfil foi decomposto em dois patamares: o patamar supralitoral e o
patamar médiolitoral. O patamar médiolitoral foi depois subdividido em 3 horizontes,
em funcdo dos niveis das marés.

Devido a pouca inclinagdo do substrato rochoso, o local de amostragem das
carragendfitas encontra-se situado num unico horizonte: horizonte inferior do patamar
médiolitoral (Figura 3.2).

Patamar Supralitoral

Horizonte Superior

(wo) einyy

Horizonte Médio
Areal

Patamar Médiolitoral

Distancia (m)

Figura 3.2 — Perfil topografico do local de estudo: o substrato rochoso, onde foram efectuadas
as amostragens, situa-se no horizonte inferior do patamar médiolitoral.

3.2.2 — Dados fisico-quimicos

A temperatura do ar e da 4gua, salinidade e pH, no local de amostragem, foram
medidos de Junho de 2001 a Agosto de 2001 (Figura 3.3 — A, B). A temperatura da
agua variou de 11.9 °C (Janeiro de 2001) a 22 °C (Junho de 2001). A temperatura do ar
oscilou entre os 10.2 ° (Janeiro de 2001) e os 23 °C (Agosto de 2000 e Junho de 2001).
A salinidade variou entre 26 S%o (Janeiro de 2001) e 34 S%o (Junho, Julho e Setembro
de 2000). O pH maximo foi de 8.5 (Junho de 2000) e o minimo de 7.6 (Agosto 2000).
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Figura 3.3 — Temperatura do ar e da agua (A), salinidade e pH da agua (B) na Baia de Buarcos.
Variacdo do comprimento (média + erro padrdo, n = 100) e biomassa (média + erro padrdo, n =

8) de C. teedei var. lusitanicus (C).
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3.2.3 — Estudo de uma populagcdo de Chondracanthus teedei var.
lusitanicus

3.2.3.a — Variagao sazonal do comprimento e da biomassa

As medi¢des do comprimento (Figura 3.3 — C) foram feitas de Junho de 2000 a
Agosto de 2001. O maximo comprimento médio foi de 7.7 = 0.4 cm (n = 100) em
Agosto de 2001 e o minimo de 2.9 £ 0.2 cm (n = 100) em Fevereiro de 2001.

Os dados referentes a biomassa média (expressos em peso seco por unidade
area) encontram-se representados na figura 3.3 — C. Estes valores variaram entre os 110
+1.9 gm™ (n=8) de Agosto de 2000 ¢ os 594 + 10.5 g m™ (n = 8) de Junho de 2000.

A biomassa € o comprimento apresentaram baixos valores no Outono e no
Inverno; um pequeno incremento ocorreu no inicio da Primavera (Abril de 2001) e os
valores mais elevados destes parametros foram registados no inicio do Verdo
(Junho/Julho 2001).

A variagcdo anual do comprimento (Figura 3.3 — C) estd correlacionada (r =
0.7421) com a variagdo anual da biomassa (p <0.01).

3.2.3.b — Variagao sazonal da percentagem de cada geracao

A percentagem dos individuos de cada geragdo esta representada na figura 3.4.
Os talos nao-frutificados foram dominantes em todas as amostras, tendo a sua
percentagem variado de 43 % (Setembro de 2001) a 82.5 % (Julho de 2001). Os
gametofitos femininos estiveram presentes em todas as amostras, variando a sua
percentagem de 3 % (Novembro de 2000) a 29 % (Setembro de 2001). Os
tetraspor6fitos também estiveram presentes em todas as amostras, com uma
percentagem maxima de 32.5 % em Outubro de 2001 e minima de 4 % em Julho 2001.

Comparando os talos frutificados, nomeadamente com os talos possuidores de
cistocarpos (gametofitos femininos) (média = 9.6 + 1.7 %, n = 17), os tetrasporofitos
(talos com tetrasporocistos) sdo, geralmente, mais abundantes (média =21 £ 1.7 %, n =
17). A percentagem média de talos ndo-frutificados foide 69.4 £2.2 % (n=17).

Os dados respeitantes a variagdo sazonal da percentagem de individuos de cada
geragdo apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.001).
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Figura 3.4 — Estrutura de uma populagdo de C. teedei var. lusitanicus da Baia de Buarcos.
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3.2.3.c — Variagao sazonal do peso seco e conteudo em carragenana

A variagdo mensal do peso seco (% do peso fresco) e do conteido em
carragenana (% peso seco) dos gametofitos femininos, tetrasporofitos e talos nao-
frutificados encontra-se representada na Figura 3.5 — A e B, respectivamente. O
conteudo maximo em carragenana foi encontrado numa amostra de talos tetrasporicos,
com 58 % do peso seco, em Julho de 2001. Uma amostra de talos ndo-frutificados de
Fevereiro de 2000 apresentou o contetido minimo, com 23 % do peso seco.

O peso seco (Figura 3.5 — C), expresso em percentagem do peso fresco, variou
entre 12.1 £ 1.5 % (n = 3) em Novembro de 2001 ¢ 17.5 £ 0.8 % (n = 3) em Dezembro
de 2000; a sua média anual foi de 14.2 = 0.5 % (n = 15). Os dados respeitantes a
variacdo sazonal do peso seco, de cada geragdo, apresentam significancia estatistica
(ANOVA, p <0.001).

O contetido médio em carragenana, expresso em percentagem de peso seco, teve
o seu valor minimo (26.4 + 2.5 %, n = 3) em Dezembro de 2001 e o valor maximo (43.6
+ 12.5 %, n = 3) em Julho de 2001. Os dados respeitantes a variacdo sazonal do
contetdo em carragenana, de cada geracdo, apresentam significincia estatistica
(ANOVA, p <0.05).

A média anual do conteudo em carragenana foi de 34.9 = 1.0 % (n = 15), com
uma média de 37.9 £ 1.5 % (n = 15) nos gametoéfitos femininos, 35.4 + 2.1 % (n = 15)
nos tetrasporofitos e 31.4 + 1.1 % (n = 15) nos talos ndo-frutificados.

A variagdo anual do conteido em carragenana (Figura 3.5 — C) estd
negativamente correlacionada (r = -0.5589) com a variagdo anual do peso seco (p
<0.05). A percentagem de carragenana foi baixa no Outono e Inverno; um pequeno
incremento ocorreu no inicio da Primavera (Abril de 2001); a maior percentagem de
carragenana foi registada nas amostras recolhidas no Verao (Julho de 2001).

3.2.4 — Estudo de uma populacédo de Chondrus crispus

3.2.4.a — Variagao sazonal do comprimento

As medi¢des do comprimento (Figura 3.6) foram feitas de Dezembro de 2000 a
Dezembro de 2001. O maximo comprimento médio foi de 13.8 £ 1.2 cm (n = 100) em
Agosto de 2001 e o minimo de 8.2 £ 0.5 cm (n = 100) em Dezembro de 2000. Os dados
respeitantes a variagdo sazonal comprimento, apresentam significAncia estatistica
(ANOVA, p <0.001).

3.2.4.b — Variagao sazonal da percentagem de cada geracao

A percentagem dos individuos de cada geragdo estd representada na figura 3.7.
Os talos nao-frutificados foram dominantes em grande parte das amostras, tendo a sua
percentagem variado de 15,4 % (Julho de 2001) a 66.7 % (Dezembro de 2000). Os
gametofitos femininos estiveram presentes em todas as amostras, variando a sua
percentagem de 12.5 % (Margo de 2001) a 44.5 % (Abril de 2001). Os tetrasporéfitos
também estiveram presentes em todas as amostras, com uma percentagem maxima de
50 % em Margo de 2001 e minima de 11.1 % em Junho 2001.

Comparando com os gametofitos femininos (talos possuidores de cistocarpos)
(média = 29.4 + 2.9 %, n = 14), os tetrasporofitos (talos com tetrasporocistos) sdo,
geralmente, menos abundantes (média = 24.5 + 3.4 %, n = 14).
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Figura 3.5 — Varia¢do mensal do contetido em carragenana (B) e variagdo mensal do peso seco
(A) nas diferentes geracdes de C. teedei var. lusitanicus. Variagdo média do conteido em
carragenana e peso seco (média =+ erro padrao, n = 3) de C. teedei var. lusitanicus (C).
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A percentagem média de talos ndo-frutificados foi de 46.1 + 3.9 % (n = 14). Os
dados respeitantes a variacdo sazonal da percentagem de individuos de cada geracgdo
apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.001).
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Figura 3.6 - Variacdo do comprimento (média + erro padrdo, n = 100) de C. crispus.
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Figura 3.7 — Estrutura de uma populagédo de C. crispus da Baia de Buarcos.
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3.2.4.c — Variagao sazonal do peso seco e conteudo em carragenana

A variagdo mensal do peso seco (% do peso fresco) e do conteido em
carragenana (% peso seco) dos gametofitos femininos, tetrasporofitos e talos ndo-
frutificados encontra-se representada na Figura 3.8 -A e B, respectivamente. O contetido
maximo em carragenana foi encontrado numa amostra de talos tetrasporicos, com 53.2
% do peso seco, em Julho de 2001. Uma amostra de gametdfitos femininos de
Novembro de 2001 apresentou o conteudo minimo, com 10 % do peso seco.

O peso seco médio (Figura 3.8 - C), expresso em percentagem do peso fresco,
variou entre 20.3 £ 1.1 % (n = 3) em Agosto de 2001 e 24.6 + 1.0 % (n = 3) em Maio de
2001. Os dados respeitantes a variagdo sazonal do peso seco, de cada geragdo,
apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.05).

O contetido médio em carragenana, expresso em percentagem de peso seco, teve
o seu valor minimo (19.6 + 4.4 %, n = 3) em Janeiro de 2001 e o valor maximo (38.0 +
2.4 %, n=3) em Setembro de 2001. A média anual do contetido em carragenana foi de
28.7 £ 1.6 % (n = 16), com uma média de 25.0 £ 2.2 % (n = 16) nos gametofitos
femininos, 34.6 = 2.8 % (n = 16) nos tetrasporofitos e 26.4 = 1.8 % (n = 16) nos talos
nao-frutificados. Os dados respeitantes a variacdo sazonal do conteido em carragenana,
de cada geragdo, apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.01).

A percentagem de carragenana foi baixa no Outono e Inverno; um pequeno
incremento ocorreu no inicio da Primavera (Abril de 2001); o maior conteudo em
carragenana foi registado nas amostras recolhidas no Verdao (Julho de 2001).

3.2.5 — Estudo de uma populacéo de Gigartina pistillata

3.2.5.a — Variacao sazonal do comprimento

As medi¢des do comprimento (Figura 3.9) foram feitas de Dezembro de 2000 a
Dezembro de 2001. O maximo comprimento médio foi de 9.7 = 1.0 cm (n = 100) em
Outubro de 2001 e o minimo de 4.5 = 0.9 cm (n = 100) em Maio de 2001. Os dados
respeitantes a variagdo sazonal comprimento, apresentam significancia estatistica
(ANOVA, p <0.001).

3.2.5.b — Variagao sazonal da percentagem de cada geracao

A percentagem dos individuos de cada geragdo esta representada na figura 3.10.
Os talos tetraspordfitos foram dominantes em grande parte das amostras, tendo a sua
percentagem variado de 10 % (Maio de 2001) a 81.8 % (Novembro de 2001). Os
gameto6fitos femininos estiveram presentes em todas as amostras, variando a sua
percentagem de 6.8 % (Novembro de 2001) a 90 % (Maio de 2001). Os talos ndo-
frutificados ndo estiveram presentes nas amostras recolhidas durante o periodo de
estudo atrds referido. Os talos heterospodricos (talos possuidores, em simultaneo, de
cistocarpos e tetrasporocistos) estiveram presentes em 8 das 13 amostras, com uma
percentagem maxima de 30,8 % em Dezembro de 2001 e minima de 1.9 % em Julho
2001.

Comparando com os talos possuidores de cistocarpos (gametofitos femininos)
(média = 32.9 + 5.6 %, n = 13), os tetrasporofitos (talos com tetrasporocistos) sdo,
geralmente, mais abundantes (média = 60.8 = 5.5 %, n = 13). A percentagem média de
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Figura 3.8 — Variagdo mensal do peso seco (A) e variacdo mensal do contetido em
carragenana (B) nas diferentes geragdes de C. crispus. Variagdo média do contetido em
carragenana e peso seco (média + erro padrdo, n = 3) de C. crispus (C).
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talos heterosporicos foi de 46.1 = 3.9 % (n = 14). Os dados respeitantes a variacao
sazonal da percentagem de individuos de cada geragdo apresentam significancia
estatistica (ANOVA, p <0.001).
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Figura 3.9 - Variacdo do comprimento (média + erro padrdo, n = 100) de G. pistillata.
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Figura 3.10 — Estrutura de uma populagdo de G. pistillata da Baia de Buarcos.
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3.2.5.c — Variagao sazonal do peso seco e conteudo em carragenana

A variagdo mensal do peso seco e do contetido em carragenana dos gametofitos
femininos, tetraspordfitos e heterospdricos encontra-se representada na Figura 3.11 — A
e B, respectivamente. O conteido maximo em carragenana foi encontrado numa
amostra de gametoéfitos femininos, com 59.7 % do peso seco, em Junho de 2001. Uma
amostra de talos heterosporicos, de Novembro de 2000, apresentou o conteudo minimo,
com 22.7 % do peso seco.

O peso seco médio (Figura 3.11 — C), expresso em percentagem do peso fresco,
variou entre 18.7 £ 0.4 % (n = 3) em Julho de 2001 ¢ 22.4 + 0.6 % (n = 3) em Maio de
2001.

O contetido médio em carragenana, expresso em percentagem de peso seco, teve
o seu valor minimo (26.9 + 2.6 %, n = 3) em Fevereiro de 2001 e o valor maximo (50.4
+ 0.5 %, n = 3) em Marg¢o de 2001. A média anual do conteudo em carragenana foi de
38.7 £ 2.6 % (n = 14), com uma meédia de 36.7 = 2.7 % (n = 14) nos gametofitos
femininos, 39.7 = 2.8 % (n = 14) nos tetrasporofitos € 39.7 £ 2.4 % (n = 14) nos talos
heterosporicos.

A percentagem de carragenana foi baixa no Outono e Inverno; um grande
incremento ocorreu no inicio da Primavera (Margo de 2001); o maior conteido em
carragenana foi registado nas amostras recolhidas na Primavera e no Verao.

Os dados respeitantes a variacdo sazonal do peso seco e conteudo em
carragenana médio apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.001).

3.2.6 — Estudo de uma populagao de Chondracanthus acicularis

3.2.6.a — Variacao sazonal do comprimento

Devido a natureza dos talos desta espécie (delgados e muito emaranhados) nao
foi possivel proceder a medicao do seu comprimento.

3.2.6.b — Variagao sazonal da percentagem de cada geragao

Devido as razdes apontadas na alinea anterior também ndo foi feita a
determinagdo mensal da percentagem de individuos de cada geragao.

3.2.6.c — Variagao sazonal do peso seco e conteudo em carragenana

A variagdo mensal do peso seco e do contetido em carragenana dos gametofitos
femininos, tetraspordfitos e talos ndo-frutificados encontra-se representada na Figura
3.12 — A e B, respectivamente. O contetdo maximo em carragenana foi encontrado
numa amostra de talos ndo-frutificados, com 61.1 % do peso seco, em Julho de 2001.
Uma amostra de gamet6fitos femininos, de Novembro de 2000, apresentou o contetido
minimo, com 21.7 % do peso seco.

O peso seco médio (Figura 3.12 — C), expresso em percentagem do peso fresco,
variou entre 18.3 £ 0.2 % (n = 3) em Junho de 2001 e 33.0 £ 2.7 % (n = 3) em
Novembro de 2000. A média anual de peso seco foide 24.8 £2.7 (n=13).

O contetdo médio em carragenana, expresso em percentagem de peso seco, teve
o seu valor minimo (29.4 £ 4.3 %, n = 3) em Novembro de 2000 e o valor mdximo (55.5
+ 4.6 %, n = 3) em Julho de 2001. A média anual do conteido em carragenana foi de
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Figura 3.11 — Variacdo mensal do peso seco (A) e variagdo mensal do conteido em
carragenana (B) nas diferentes geracdes de G. pistillata. Variagdo média do contetido em
carragenana e peso seco (média =+ erro padrdo, n = 3) de G. pistillata (C).
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40.1 = 2.7 % (n = 13), com uma média de 37.9 = 2.7 % (n = 12) nos gametofitos
femininos, 29.0 % (n = 1) nos tetrasporofitos e 42.4 £ 2.9 % (n = 13) nos talos ndo-
frutificados.

A variacdo anual do conteudo em carragenana (Figura 3.12 — C) esta
negativamente correlacionada (r = -0.4964) com a variagdo anual do peso seco (p
<0.05).

A percentagem de carragenana foi baixa no Outono e Inverno; um pequeno
incremento ocorreu no inicio da Primavera (Mar¢o de 2001); a maior percentagem de
carragenana foi registada nas amostras recolhidas no Verao (Julho de 2001).

Os dados respeitantes a variagdo sazonal do peso seco e conteido em
carragenana médio apresentam significancia estatistica (ANOV A, p <0.001).

3.2.7 — Estudo de uma populagado de Mastocarpus stellatus

3.2.7.a — Variagao sazonal do comprimento

As medigdes do comprimento (Figura 3.13) foram feitas de Janeiro de 2001 a
Janeiro de 2002. A média anual desta espécie, no respeitante ao comprimento, foi de 6.3
+ 0.5 cm (n = 13); 0 madximo comprimento médio foi de 9.5 + 1.2 cm (n = 100) em
Setembro de 2001 e o minimo de 4.1 + 0.8 cm (n = 100) em Janeiro de 2001. A
amostragem respeitante a variagdo sazonal do comprimento apresenta significancia
estatistica (ANOVA, p <0.001).

3.2.7.b — Variagao sazonal da percentagem de cada geracgao

A percentagem dos individuos de cada geragdo esta representada na figura 3.14.
Os talos nao-frutificados estiveram presentes em todas as amostras, tendo a sua
percentagem variado de 3.0 % (Setembro de 2001) a 97.3 % (Fevereiro de 2001). Os
gametofitos femininos também estiveram presentes em todas as amostras, variando a
sua percentagem de 2.7 % (Fevereiro de 2001 e Fevereiro de 2002) a 97.0 % (Setembro
de 2001). Nao foi feita a amostragem dos talos tetrasporicos devido as suas reduzidas
dimensdes e natureza incrustante.

A média anual dos talos nao-frutificados (50,4 = 7.9 %, n = 15) foi ligeiramente
superior a dos gametofitos femininos (49.6 = 7.9 %, n=15)

Os dados respeitantes a variagdo sazonal da percentagem de individuos de cada
geragdo apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.001).

3.2.7.c — Variagao sazonal do peso seco e conteudo em carragenana

A variacdo mensal do peso seco (% do peso fresco) e do conteido em
carragenana (% peso seco) dos gamet6fitos femininos e talos ndo-frutificados encontra-
se representada na Figura 3.15 — A e B, respectivamente. O contetdo maximo em
carragenana foi encontrado numa amostra de gameto6fitos femininos, com 41.4 % do
peso seco, em Setembro de 2001. Uma amostra de talos ndo-frutificados de Marco de
2001 apresentou o contetdo minimo, com 10.3 % do peso seco.

O peso seco médio (Figura 3.15 - C), expresso em percentagem do peso fresco,
variou entre 23.3 = 0.3 % (n = 2) em Agosto de 2001 e 30.5 = 0.5 % (n = 2) em
Fevereiro de 2001. A média anual de peso seco foi de 28.6 £ 0.6 (n = 14).
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Figura 3.12 — Varia¢do mensal do peso seco (A) e variagdo mensal do conteudo em
carragenana (B) nas diferentes geragoes de C. acicularis. Variagdo média do contetido em

carragenana e peso seco (média + erro padrao, n = 3) de C. acicularis (C).
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O conteudo médio em carragenana, expresso em percentagem de peso seco, teve
o seu valor minimo (10.4 + 4.4 %, n = 2) em Marg¢o de 2001 ¢ o valor maximo (40.7 +
2.4 %, n=2) em Setembro de 2001. A média anual do contetido em carragenana foi de
20.7 £ 2.0 % (n = 14), com uma média de 20.9 = 2.1 % (n = 14) nos gametofitos
femininos e 20.5 + 2.0 % (n = 14) nos talos ndo-frutificados.

A variagdo anual do conteudo em carragenana (Figura 3.15 - C) esta
negativamente correlacionada (r = -0.5861) com a variagdo anual do peso seco (p
<0.05).

A percentagem de carragenana foi baixa no Inverno e Primavera; um pequeno
incremento ocorreu no inicio do Verdo (Junho de 2001); o maior conteido em
carragenana foi registado nas amostras recolhidas no Verao (Setembro de 2001).

Os dados respeitantes a variacdo sazonal do peso seco e conteido em
carragenana médio apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.001).
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Figura 3.13 - Variagdo do comprimento (média + erro padrdo, n = 100) de M. stellatus.
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Figura 3.14 — Estrutura de uma populagéo de M. stellatus da Baia de Buarcos.
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3.2.8 — Estudo de uma populagao de Ahnfeltiopsis devoniensis

3.2.8.a — Variagao sazonal do comprimento

As medigdes do comprimento (Figura 3.16) foram feitas de Maio de 2001 a
Maio de 2002. A média anual desta espécie, no respeitante ao comprimento, foi de 4.5 £
0.2 cm (n = 13); 0 maximo comprimento médio foi de 6.0 £ 0.7 cm (n = 20 - 50) em
Outubro de 2001 e o minimo de 3.0 £ 0.6 cm (n = 20 - 50) em Marco de 2001. A
amostragem respeitante a variagdo sazonal do comprimento apresenta significancia
estatistica (ANOVA, p <0.001).

3.2.8.b — Variagao sazonal da percentagem de cada geracéo

Devido a existéncia de um numero muito reduzido de talos (ver alinea 3.2.11.c)
e para que a amostragem (relativamente ao peso seco e conteudo em carragenana)
possuisse significancia estatistica, os talos foram todos incluidos num tnico conjunto
denominado “gameto6fitos” (ver caracteristicas desta alga na alinea 1.3.5.b).
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Figura 3.16 - Variacdo do comprimento (média + erro padrdo, n = 20-50) de A. devoniensis.
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3.2.8.c — Variagao sazonal do peso seco e conteudo em carragenana

Foram feitas amostragens de Maio de 2001 a Maio de 2002. A variagdo mensal
do peso seco (% do peso fresco) e do conteudo em carragenana (% peso seco) encontra-
se representada na Figura 3.17.

O peso seco médio, expresso em percentagem do peso fresco, variou entre 17.1
% em Abril de 2002 ¢ 32.3 % em Fevereiro de 2002. A média anual de peso seco foi de
22.8+1.2 (n=13).

O conteudo méaximo em carragenana foi encontrado na amostra de Julho de
2001, com 13.6 % do peso seco. As amostras de Fevereiro e Marco de 2002
apresentaram o conteudo minimo, com 7.4 % do peso seco. A média anual do contetdo
em carragenana foi de 10.4 = 0.5 % (n = 13). A percentagem de carragenana foi baixa
durante todo o periodo de estudo; um pequeno incremento ocorreu no Verao (Junho de
2001).

Os dados respeitantes a variacdo sazonal do peso seco e conteido em
carragenana médio apresentam uma variancia com significado estatistico (ANOVA, p
<0.001).

35 .
-+ Conteldo em carragenana

30 | —*- Peso seco

25 |
20 -
15 |

10 -

O T T T T T T

Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai
2001 2002

Figura 3.17 —Variacao do conteudo em carragenana e peso seco de A. devoniensis.
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3.2.9 — Estudo de uma populagdo de Gymnogongrus crenulatus

3.2.9.a — Variagao sazonal do comprimento

As medigdes do comprimento (Figura 3.18) foram feitas de Novembro de 2000 a
Novembro de 2001. A média anual desta espécie, no respeitante ao comprimento, foi de
6.3 £ 0.3 cm (n = 13); 0 maximo comprimento médio foide 7.5 £ 1.2 cm (n = 20 - 50)
em Abril de 2001 e o minimo de 4.2 = 0.2 cm (n = 20 - 50) em Janeiro de 2001. A
amostragem respeitante a variagdo sazonal do comprimento apresenta significancia
estatistica (ANOVA, p <0.001).

3.2.9.b — Variagao sazonal da percentagem de cada geracéo

Todos os talos pertencem a geracdo tetrasporoblastica (ver caracteristicas desta
alga na alinea 1.3.5.a).
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Figura 3.18 - Variacdo do comprimento (média = erro padrdo, n = 20-50) de G. crenulatus.
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3.2.9.c — Variagao sazonal do peso seco e conteudo em carragenana

Foram feitas amostragens de Novembro de 2000 a Novembro de 2001. A
variagdo mensal do peso seco (% do peso fresco) e do contetido em carragenana (%
peso seco) encontra-se representada na Figura 3.19.

O peso seco médio, expresso em percentagem do peso fresco, variou entre 11.0
% em Novembro de 2001 e 26.4 % em Junho de 2001. A média anual de peso seco foi
de 18.4 £ 1.3 (n=13).

O conteido maximo em carragenana foi encontrado na amostra de Junho de
2001, com 23.3 % do peso seco. A amostra de Novembro de 2001 apresenta o contetido
minimo, com 5.5 % do peso seco. A média anual do conteudo em carragenana foi de
12.6 £ 1.4 % (n = 13). A percentagem de carragenana foi baixa durante o Outono; um
pequeno incremento ocorreu no Inverno; as amostras da Primavera e, em particular as
de Verdo, apresentam um maior conteiido em carragenana (Junho de 2001).

A variagdo anual do contetido em carragenana (Figura 3.19) esta correlacionada
(r=0.7797) com a variacao anual do peso seco (p <0.01).

Os dados respeitantes a variacdo sazonal do peso seco e conteido em
carragenana médio apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.01).
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Figura 3.19 —Varia¢do do conteudo em carragenana e peso seco de G. crenulatus.
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3.2.10 — Estudo de uma populacdo de Calliblepharis jubata

3.2.10.a — Variagao sazonal do comprimento

As medigdes do comprimento (Figura 3.20) foram feitas de Dezembro de 2000 a
Dezembro de 2001. O maximo comprimento médio foi de 16.9 = 1.8 cm (n = 50 - 100)
em Agosto de 2001 e o minimo de 6.4 £ 0.9 cm (n = 50 - 100) em Outubro de 2001. Os
dados respeitantes a variacdo sazonal comprimento, apresentam significancia estatistica
(ANOVA, p <0.001).

3.2.10.b — Variagao sazonal da percentagem de cada geragao

A percentagem dos individuos de cada geragdo esta representada na figura 3.21.
Os talos nao-frutificados foram dominantes em todas as amostras, excepto na amostra
de Agosto de 2001, tendo a sua percentagem variado de 28,6 % (Agosto de 2001) a
100.0 % (Dezembro de 2000 e Outubro de 2001). Os gameto6fitos femininos estiveram
presentes em 11 de 13 amostras, variando a sua percentagem de 2.4 % (Margo de 2001)
a71.4 % (Agosto de 2001). Os tetrasporofitos estiveram presentes em 4 de 13 amostras,
com uma percentagem maxima de 17.3 % em Maio de 2001 e minima de 5.3 % em
Janeiro de 2002.

Comparando os talos frutificados, nomeadamente com os talos possuidores de
cistocarpos (gametofitos femininos) (média = 20.3 £ 5.3 %, n = 13), os tetrasporoéfitos
(talos com tetrasporocistos) sdo sempre menos abundantes (média = 11.3 = 1.5 %, n =
13). A percentagem média de talos nao-frutificados foi de 20.8 = 5.6 % (n = 13).

Os dados respeitantes a variagdo sazonal da percentagem de individuos de cada
geragdo apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.001).

3.2.10.c — Variagao sazonal do peso seco e conteudo em carragenana

A variacdo mensal do peso seco (% do peso fresco) e do contetido em
carragenana (% peso seco) dos gametofitos femininos, tetrasporofitos e talos ndo-
frutificados encontra-se representada na Figura 3.22 — A e B, respectivamente.

O peso seco médio (Figura 3.22 — C), expresso em percentagem do peso fresco,
variou entre 5.3 % (n = 1) em Outubro de 2001 e 26.0 % (n= 1) em Novembro de 2000.

O conteudo maximo em carragenana foi encontrado numa amostra de
gametofitos femininos, com 40.4 % do peso seco, em Maio de 2001. Uma amostra de
gametofitos femininos de Janeiro de 2001 apresentou o conteido minimo, com 4 % do
peso seco.

O conteudo médio em carragenana, expresso em percentagem de peso seco, teve
o seu valor minimo (4.1 %, n = 1) em Dezembro de 2001 e o valor maximo (28.8 £ 6.7
%, n=3) em Maio de 2001. A média anual do conteildo em carragenana foi de 13.7 +
2.4 % (n = 14), com uma média de 17.3 = 3.2 % (n = 14) nos gametodfitos femininos,
25.0 £ 1.3 % (n = 3) nos tetrasporofitos e 11.2 + 1.7 % (n = 14) nos talos nao-
frutificados.

A percentagem de carragenana foi baixa no Outono e Inverno; o maior contetido
em carragenana foi registado nas amostras recolhidas na Primavera (Maio de 2001).
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Figura 3.20 - Varia¢do do comprimento (média + erro padrdo, n = 50 -100) de C. jubata.
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Figura 3.21 —Estrutura de uma populacdo de C. jubata.
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Figura 3.22 — Variacdo mensal do peso seco (A) e do conteudo em carragenana (B) nas
diferentes geracodes de C. jubata. Variagao média do contetido em carragenana e peso

seco (média =+ erro padrdo, n = 3) de C. jubata (C).
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3.2.11 — Estudo comparativo das carragenofitas presentes em
Buarcos

3.2.11.a - Comprimento

O comprimento médio de cada carragenofita estudada encontra-se representado
na Figura 3.23.

O C. jubata ¢é a carragenofita de maior porte, com 129 £ .1 cm (n=13) e a
carragenofita de menores dimensdes ¢ o 4. devoniensis, com 4.5 £ 0.2 cm (n = 13).
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G. crenulatus C. crispus A. devoniensis C. jubata G. pistillata M. stellatus C. teedei var.
lusitanicus

Figura 3.23 — Comprimento médio das carragenofitas presentes na Baia de Buarcos
(média + erro padrao, n = 13).

3.2.11.b — Peso seco e conteudo em carragenana

O peso seco e contetdo em carragenana médios, de cada carragenoéfita estudada,
encontram-se representados na Figura 3.24.

O Peso seco global médio, expresso em percentagem de peso fresco, teve o seu
valor minimo (10.8 + 0.5 %, n = 13) nas amostras de C. jubata e o valor maximo (28.6
+ 0.6 %, n = 13) nas amostras de M. stellatus.

O contetido global médio em carragenana, expresso em percentagem de peso
seco, teve o seu valor minimo (10.6 + 0.6 %, n = 13) nas amostras de 4. devoniensis € o
valor maximo (40.1 £2.7 %, n = 13) nas amostras de C. acicularis.
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Figura 3.24 — Peso seco (% peso fresco) e contetido em carragenana (% peso seco)
médios das carragendfitas presentes na Baia de Buarcos (média + erro padrao, n = 13).

3.2.11.c — Cobertura no Outono/Inverno e Primavera/Verao

A cobertura das carragenofitas estudadas, expressa em percentagem, encontra-se
representada na Figura 3.25.

A espécie com maior cobertura ¢ o C. crispus, com 3.75 = 0.5 % (n = 46) no
periodo Outono/Inverno e 3.5 £ 0.5 % (n = 46) no periodo Primavera/Verdo. A
carragen6fita com menor cobertura € o A. devoniensis, com 0.1 = 0.01 % (n = 46) em
ambos os periodos.

O C. crispus, C. acicularis, G. pistillata, C. jubata e G. crenulatus apresentaram
uma maior cobertura no periodo Outono/Inverno do que no periodo Primavera/Verao;
pelo contrario, o C. teedei var. lusitanicus € o M. stellatus apresentaram uma maior
cobertura no periodo Primavera/Verao do que no periodo Outono/Inverno.

No conjunto de todas as macroalgas presentes na area de estudo, 4 das
carragenoéfitas estudadas apresentam, tanto no periodo de Outono/Inverno como no
periodo de Primavera/Verao e entre as 12 mais representativas, das maiores coberturas
(ver Figura 3.26 — A e B).

3.2.11.d — Dominancia quantitativa no Outono/Inverno e Primavera/Verao

A dominancia quantitativa (cobertura x biomassa) das 12 espécies mais
representativas da area estudada encontra-se listada na Tabela 3.1 (Outono/Inverno) e na
Tabela 3.2 (Primavera/Verao).

Tal como aconteceu com a cobertura (alinea 3.2.11.c), entre as 12 algas
quantitativamente dominantes, 4 sdo carragenofitas.
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C. acicularis
A 3.45%
C. crispus
M. stellatus 3.75 % O. pinnatifida
0.88 % 7.38%
C. teedei C. officinalis
1.41%  Codium sps. 767%  U.lactuca
3.57 % 21.04 %
L. incrustans
21 R0 9%
P. complanata
10.59 %
B M. stellatus C. acicularis
2.02 % 251 %
Codium sps.
C. teedei 3.03 o/p .
251 % : ° C. crispus
35% U. intestinalis S. polyschides
7.99 % 16.23 %
P. complanata
14.23 %
L. incrustans U. lactuca

Figura 3.26 — Representagao iconografica da cobertura e distribui¢do das espécies mais
representativas, nos periodos de Outono/Inverno (A) e de Primavera/Verdo (B).
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Tabela 3.1 — Dominéncia quantitativa das 12 espécies mais representativas no periodo Outono/Inverno

Espécie Cobertura Biomagsa Dominincia
(%) (gm™) quantitativa

Lithophyllum incrustans (R) 21.89 * -

Ulva lactuca (C) 21.04 113 2378

Pterosiphonia complanata (R) 10.59 290 3071

Corallina officinalis (R) 7.67 553 4242

Osmundea pinnatifida (R) 7.38 453 3343

Polysiphonia sps. (R) 5.57 103 574

C. crispus (R) 3.75 318 1193

Codium sps. (C) 3.57 163 582

C. acicularis (R) 3.45 99 342

Gelidium pusillum (R) 2.36 194 458

C. teedei var. lusitanicus (R) 1.41 186 262

M. stellatus (R) 0.88 380 334

* Dada a natureza incrustante e calcéria desta alga ndo foi possivel determinar a sua biomassa; C — Chlorophyceae; R
— Rhodophyceae.

Tabela 3.2 — Dominancia quantitativa das 13 espécies mais representativas no periodo Primavera/Verao

Espécie Cobertura Biomazssa Dominancia
(%) (gm™) quantitativa

Ulva lactuca (C) 18.91 130 2458

Saccorhiza polyschides (P) 16.23 1663 26991

Pterosiphonia complanata (R) 14.23 358 5094

Polysiphonia sps. (R) 13.89 560 7778

Lithophyllum incrustans (R) 10.26 * -

Ulva intestinalis (C) 7.99 163 1302

Callithamnion tetricum (R) 3.74 293 1096

C. crispus (R) 3.5 570 1995

Codium sps. (C) 3.03 473 1433

C. acicularis (R) 2.51 22 55

C. teedei var. lusitanicus (R) 2.51 208 522

M. stellatus (R) 2.02 520 1050

Corallina officinalis (R) 1.3 508 660

* Dada a natureza incrustante e calcaria desta alga ndo foi possivel determinar a sua biomassa; C — Chlorophyceae; P
— Phaeophyceae; R — Rhodophyceae.

3.3 — Estudo das variagdes geograficas das carragendfitas
3.3.1 — Dados fisico-quimicos

As datas das amostragens e os dados fisico-quimicos das diferentes estagdes de
colheita encontram-se listados na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 — Dados fisico-quimicos das estagdes de colheita

Resultados

Salinidade Temperatura Temperatura
Local Data pH (S%o) da agua (°C) do ar (°C)
Baleal 23/08/2002 8.2 32.5 18.6 29.4
S. M. Porto 24/08/2002 8.3 32.5 18.6 28.0
S. P. Moel 26/08/2002 8.3 32.0 16.3 27.8
Buarcos 11/08/2002 8.2 30.5 17.5 25.5
Aguda 12/06/2002 8.2 32.0 16.3 20.1
Miramar 12/07/2002 8.1 32.1 16.4 19.0
Lavadores 29/06/2002 8.2 30.5 16.1 19.0
Valadares 13/07/2002 8.1 30.4 16.1 19.0
A-Ver-o-Mar  26/07/2002 8.3 32.5 15.7 20.2
Agucadoura 26/07/2002 8.3 32.5 15.7 20.3
Apulia 26/07/2002 8.2 32.0 15.7 20.5
P. Norte 13/08/2002 8.0 31.0 15.1 21.0
Afife 11/09/2002 8.3 32.5 15.0 20.3
V. P. Ancora 13/08/2002 8.0 32.0 15.6 21.3
Moledo 11/09/2002 8.1 31.0 15.1 20.4

3.3.2 — Distribuicdo das carragendfitas pelas diferentes estagdes de

colheita

A lista das carragenofitas presentes em cada uma das estacoes de colheita
encontra-se descrita na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Distribui¢ao das carragenofitas pelas diferentes estacdes de colheita

Carragendfita C. G. C. C M. A. G. C
Local crispus  pistillata  teedei  acicularis  stellatus  devoniensis — crenulatus  jubata
Baleal ° ° ° ° ® ()
S. M. Porto ® () ° ° ° ® ()
S. P. Moel ° ° ° °
Buarcos ° ° ®(2) ° ° ° ° °
Aguda ° ° e(2) e() ° ® () ° °
Miramar ° ° ° ° ° °

1,2)
Lavadores ° ° () ° ® ()
Valadares ° ° ®(2) ° ° ° °
A-Ver-o-Mar ° ° ® (2 hd hd he
Agucadoura ° ° ® (2 ° [ ° °
Apulia ° ° ® () ° ° °
P. Norte ° ° ® (2 ° ° ° °
Afife ° ° ° ° °
V. P. Ancora [ [ ® (2) [ [ ° ® ()
Moledo ° L N0 ° ° °

1 — Presente mas insuficiente para fazer amostragem; 2 — var. lusitanicus.
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3.3.3 — C. crispus

3.3.3.a — Variagao geografica do comprimento

A média global desta carragenofita, no respeitante ao comprimento (Figura
3.27), foide 12.1 £ 0.3 cm (n = 13); 0 maximo comprimento médio foi de 14.8 + 0.7 cm
(n = 100) na amostra de Miramar e o minimo de 10.5 £ 0.2 cm (n = 100) na amostra de
S. P. Moel. A amostragem respeitante a variacdo geografica do comprimento apresenta
significancia estatistica (ANOV A unifactorial, p <0.001).

3.3.3.b — Variagao geografica da percentagem de cada geragao

A percentagem dos individuos de cada geragdo esta representada na figura 3.28.
Os talos tetraspdricos estavam presentes em todas as estagdes de colheita com
populagdes de C. crispus, sendo dominantes nas amostras a norte de Lavadores (excepto
em Afife e V. P.Ancora); a sua percentagem variou de 20.0 % (Miramar) a 53.1 % (A-
Ver-o-Mar). Os gamet6fitos femininos estiveram presentes em todas as amostras,
excepto em A-Ver-o-Mar e Afife, tendo variando a sua percentagem de 5.6 %
(Valadares) a 43.9 % (S. P. Moel); os gameto6fitos femininos foram dominantes nas
amostras de S. P. Moel e Buarcos. Os talos ndo-frutificados estiveram presentes nas
amostras de todas as estacdes, com uma percentagem maxima de 50.0 % em Afife e
minima de 11.1 % na amostra da Praia do Norte; os talos nao-frutificados foram
dominantes nas amostras de Aguda, Miramar e V. P. Ancora.

A percentagem média de talos ndo-frutificados foi de 35.2 +3.2 % (n=13), ade
talos tetrasporicos foi de 39.7 £ 3.1 (n = 13) e a de gametofitos femininos foi de 24.8 +
4.2 % (n=13).

Os dados respeitantes a variagdo geografica da percentagem de individuos de
cada geracdo apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.05).

3.3.3.c — Variagao geografica do peso seco e conteudo em carragenana

A variacdo mensal do peso seco (% do peso fresco) e do conteido em
carragenana (% peso seco) dos gametofitos femininos, tetrasporodfitos e talos nao-
frutificados encontra-se representada na Figura 3.29 — A e B, respectivamente.

O peso seco médio (Figura 3.29 — C), expresso em percentagem do peso fresco,
variou entre 20.7 £ 1.1 % (n = 3) na amostra de Aguda e 28.5 £ 0.1 % (n = 3) em Afife.
Os dados respeitantes a variagdo geografica do peso seco apresentam significdncia
estatistica (ANOVA, p <0.05).

O conteido maximo em carragenana foi encontrado numa amostra de talos
tetrasporicos, com 41.9 % do peso seco, de Valadares. Uma amostra de gametofitos
femininos de S. P. Moel apresentou o conteudo minimo, com 7.4 % do peso seco.

O contetdo médio em carragenana, expresso em percentagem de peso seco, teve
o seu valor minimo (13.3 % + 3.2, n = 3) na amostra de S. P. Moel e o valor maximo
(29.0 £ 6.2 %, n = 3) na amostra de A-Ver-o-Mar. A média global do contetido em
carragenana foi de 20.4 = 1.4 % (n = 13), com uma média de 13.4 + 1.4 % (n = 11) nos
gametofitos femininos, 24.5 + 2.6 % (n = 13) nos tetrasporofitos € 21.3 £2.4 % (n=13)
nos talos nao-frutificados. A percentagem de carragenana foi baixa nas amostras de V.
P. Ancora e Praia do Norte; o maior conteddo em carragenana foi registado nas
amostras recolhidas em A-Ver-o-Mar e Agugadoura.
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Os dados respeitantes a variacdo geografica do conteudo em carragenana
apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.01).
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Figura 3.27 — Variagao do comprimento de C. crispus nas diferentes estacdes de

colheita (média =+ erro padrdo, n = 100).
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Figura 3.28 — Estrutura da populacdo de C. crispus nas diferentes estagdes de
colheita.
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Figura 3.29 — Variagdo geografica do peso seco (A) e do contetido em
carragenana (B) nas diferentes geragdes de C. crispus. Variagdo do conteido em
carragenana e peso seco (média = erro padrdo, n = 3) de C. crispus (C).
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3.3.4 — G. pistillata

3.3.4.a — Variagao geografica do comprimento

A média global desta carragenofita, no respeitante ao comprimento (Figura
3.30), foide 8.8 £ 0.5 cm (n = 11); 0 maximo comprimento médio foi de 12.2 + 0.4 cm
(n = 100) na amostra de A-Ver-o-Mar e o minimo de 6.9+ 0.5 cm (n = 100) na amostra
de Valadares. A amostragem respeitante a variacdo geografica do comprimento
apresenta significancia estatistica (ANOVA, p <0.001).

3.3.4.b — Variagao geografica da percentagem de cada geragéo

A percentagem de individuos de cada geracdo estd representada na figura 3.31.
Os talos tetraspdricos estavam presentes em todas as estagdes de colheita com
populagdes de G. pistillata, excepto na amostra de S. M. Porto, sendo dominantes nas
amostras de Buarcos, Aguda, A-Ver-o-Mar, Agucadoura, Praia do Norte ¢ V. P.
Ancora; a sua percentagem variou de 5.6 % (Valadares) a 70.6 % (V. P. Ancora). Os
gameto6fitos femininos estiveram presentes em todas as amostras excepto na de A-Ver-
o-Mar e na de V. P. Ancora, tendo variando a sua percentagem de 4.2 % (Agugadoura) a
100.0 % (S. M. Porto). Os talos nao-frutificados estiveram presentes em todas as
amostras excepto na de S. M. Porto e na de Aguda, com uma percentagem maxima de
53.3 % em Valadares e minima de 15.2 % em A-Ver-o-Mar.

A percentagem média de talos ndo-frutificados foi de 28.9+ 6.2 % (n=11), ade
talos tetrasporicos foi de 41.4 = 8.9 (n = 11), a de gametoéfitos femininos foi de 29.0 +
8.9 % (n=11) e a de talos heterospoéricos foide 0.7+ 0.4 % (n=11).

Os dados respeitantes a variagdo sazonal da percentagem de individuos de cada
geragdo apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.01).

3.3.4.c — Variagao geografica do peso seco e conteudo em carragenana

A variacdo mensal do peso seco (% do peso fresco) e do conteido em
carragenana (% peso seco) dos gametofitos femininos, tetrasporofitos, heterosporicos e
talos nao-frutificados encontra-se representada na Figura 3.32 — A e B, respectivamente.

O peso seco médio (Figura 3.32 — C), expresso em percentagem do peso fresco,
variou entre 20.4 £ 0.1 % (n=2) em Aguda e 30.8 = 1.3 % (n = 3) em Agucadoura.

O conteudo maximo em carragenana foi encontrado numa amostra de talos nao-
frutificados, com 65.4 % do peso seco, da Praia do Norte. Uma amostra de talos nao-
frutificados de Valadares apresentou o contetido minimo, com 21.3 % do peso seco.

O conteudo médio em carragenana, expresso em percentagem de peso seco, teve
o seu valor minimo (22.3 %, + 7.5, n = 3) na amostra de Afife e o valor méximo (45.4 +
3.4 %, n = 3) na amostra de Aguda. A média global do contetido em carragenana foi de
382 + 2.7 % (n = 11), com uma média de 42.2 + 3.7 % (n = 9) nos gametofitos
femininos, 33.4 + 3.6 % (n = 10) nos tetrasporofitos, 41.5 = 6.3 % (n = 9) nos talos nao-
frutificados e 25.4 = 1.3 % (n = 3) nos talos heterosporicos.

Os dados respeitantes a variagdo geografica do peso seco e conteido em
carragenana médio apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.001).
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Figura 3.30 — Variagdo do comprimento de G. pistillata nas diferentes estagdes de colheita
(média + erro padrdo, n = 100).
120 -
B Talos Heterosporicos B Gametdfitos Femininos O Talos Nao-Frutificados & Tetraspordfitos
100 +
80 -
(]
ug
(4]
]
3 60 -
=]
o
*
40 -
20 +
0 | s I
N > > > £ > ) 5 > @ ° o
R GV S I
N DR G R ¥
%) 2 ¥ S

Figura 3.31 — Estrutura da populagdo de G. pistillata nas diferentes estacdes de colheita.
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3.3.5 - C. teedei
3.3.5.a — Variagao geografica do comprimento

A média global desta carragendfita, no respeitante ao comprimento (Figura
3.33), foide 10.4 £ 0.6 cm (n = 11); 0 maximo comprimento médio foide 14.1 £ 1.9 cm
(n = 100) na amostra de A-Ver-o-Mar e o minimo de 8.0 £ 0.4 cm (n = 100) na amostra
de Aguda. A amostragem respeitante a variagdo geografica do comprimento apresenta
significancia estatistica (ANOVA, p <0.001).

3.3.5.b — Variagao geografica da percentagem de cada geragao

A percentagem de individuos de cada geracdo esta representada na figura 3.34.
Os talos tetraspdricos estavam presentes em todas as estacdes de colheita com
populacdes de C. teedei, sendo dominantes nas amostras de Aguda, Lavadores,
Valadares, A-Ver-o-Mar, Agucadoura, Apulia, Praia do Norte e V. P. Ancora; a sua
percentagem variou de 8.9 % (Buarcos) a 100.0 % (V. P. Ancora). Os gametofitos
femininos estiveram presentes em todas as amostras excepto na de V. P. Ancora, tendo
variando a sua percentagem de 7.5 % (P. do Norte) a 43.6 % (Buarcos). Os talos ndo-
frutificados estiveram presentes, tal como os gamet6dfitos femininos, em todas as
amostras excepto na de V. P. Ancora, com uma percentagem méxima de 47.5 % em
Buarcos e minima de 9.8 % em Lavadores.

A percentagem média de talos ndo-frutificados foi de 24.2 +4.3 % (n=11), ade
talos tetrasporicos foi de 48.7 £ 6.9 (n=11) e a de gametofitos femininos foi de 27.1 +
42 % (n=11).

Os dados respeitantes a variagdo sazonal da percentagem de individuos de cada
geragdo apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.01).

3.3.5.c — Variagao geografica do peso seco e conteudo em carragenana

A variacdo mensal do peso seco (% do peso fresco) e do conteido em
carragenana (% peso seco) dos gametofitos femininos, tetrasporodfitos e talos nao-
frutificados encontra-se representada na Figura 3.35 — A e B, respectivamente.

O peso seco médio (Figura 3.35 — C), expresso em percentagem do peso fresco,
variou entre 10.5 £ 0.8 % (n = 3) em Lavadores e 22.0 + 0.9 % (n = 3) em Apulia.

O conteudo maximo em carragenana foi encontrado numa amostra de talos
tetrasporicos, com 68.0 % do peso seco, de Aguda. Uma amostra de talos ndo-
frutificados de Valadares e gametofitos femininos de Lavadores, apresentaram o
conteido minimo, com 10.0 % do peso seco.

O conteudo médio em carragenana, expresso em percentagem de peso seco, teve
o seu valor minimo (14.2 % + 1.7, n = 3) na amostra de Apulia e o valor maximo (68.0
+ 7.5 %, n = 3) na amostra de Aguda. A média global do contetido em carragenana foi
de 29.7 £ 4.3 % (n = 11), com uma média de 24.8 + 4.4 % (n = 10) nos gametofitos
femininos, 35.4 + 5.1 % (n = 11) nos tetrasporofitos e 24.0 = 4.6 % (n = 10) nos talos
nao-frutificados. A percentagem de carragenana foi baixa nas amostras de Apulia e
Praia do Norte; o maior contetido em carragenana foi registado nas amostras recolhidas
em V. P. Ancora e Aguda.

A variacdo do contetido em carragenana (Figura 3.35 — C) estd negativamente
correlacionada (r = -0.4175) com a variacao do peso seco (p <0.2).
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Os dados respeitantes a variagdo geografica do peso seco e conteudo em
carragenana médios apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.01).
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Figura 3.33 — Variag¢ao do comprimento de C. teedei nas diferentes estagdes de colheita
(média + erro padrdo, n = 100).

120 -
B Gametofitos Femininos O Talos Nao-Frutificados O Tetraspordfitos
100 - M
80 -
o
ug
O
8
3 60 ] M
° —
e _ —
S
40 |
20 | I
0 T T T ] T T T T T T — T T T T — T - 1
> o > ) 3 % o 3 > < @ 4@ > )
@Q}& & ¥ &S «’o&% SN S I & & &
AP S G- SR SN 4 vooN
=) Y YQ

Figura 3.34 — Estrutura da populagdo de C. feedei nas diferentes estagdes de colheita.
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3.3.6 — C. acicularis

3.3.6.a — Variagao sazonal do comprimento

Devido a natureza dos talos desta espécie, como foi referido em 3.2.6, nao foi
possivel proceder a medi¢ao do seu comprimento.

3.3.6.b — Variagao sazonal da percentagem de cada geragao

Devido as razdes apontadas na alinea anterior também nio foi feita a
determinacao mensal da percentagem de individuos de cada geragao.

3.3.6.c — Variagao sazonal do peso seco e conteudo em carragenana

Para que a amostragem, relativamente ao peso seco e conteudo em carragenana,
possuisse significancia estatistica, os talos foram todos incluidos num Unico grupo. A
variacdo mensal do peso seco e do conteudo em carragenana encontra-se representada
na Figura 3.36.

O peso seco médio (Figura 3.36), expresso em percentagem do peso fresco,
variou entre 17.2 %, na amostra do Baleal ¢ 30.0 %, na amostra da Praia do Norte. A
média global de peso seco foide 21.4 + 1.4 (n=5).

O conteudo maximo em carragenana foi encontrado na amostra do Baleal, com
57.0 % do peso seco. Uma amostra de Agugadoura apresentou o conteudo minimo, com
25.8 % do peso seco. A média global do conteudo em carragenana foi de 42.3 + 5.1 %
(n=5).

A variacdo global do conteido em carragenana esta negativamente
correlacionada (r = -0.8314) com a variagdo do peso seco (p <0.01).

Os dados respeitantes a variacdo geografica do peso seco e conteudo em
carragenana médio apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.01).
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Figura 3.36 — Variagdo geografica do peso seco e do conteido em carragenana no C. acicularis.
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3.3.7 — M. stellatus

3.3.7.a — Variagao geografica do comprimento

A média global desta carragenofita, no respeitante ao comprimento (Figura
3.37), foide 8.5 £ 0.5 cm (n = 13); 0 maximo comprimento médio foi de 12.6 = 0.9 cm
(n = 100) na amostra da Praia do Norte e o minimo de 6.1 = 0.8 cm (n = 100) na
amostra de S. M. Porto. A amostragem respeitante a variacdo geografica do
comprimento apresenta significancia estatistica (ANOVA, p <0.001).

3.3.7.b — Variagao geografica da percentagem de cada geragéo

A percentagem dos individuos de cada geragdo esta representada na figura 3.38.
Os gametoéfitos femininos estavam presentes em todas as estagdes de colheita com
populacdes de C. crispus, excepto na amostra de Agugadoura, sendo dominantes em
todas as amostras excepto em Valadares; a sua percentagem variou de 62.7 %
(Lavadores) a 100.0 % (Buarcos e Aguda). Os talos ndo-frutificados estiveram presentes
em todas as amostras, excepto em Buarcos e Aguda, tendo variando a sua percentagem
de 21.6 % (Afife) a 100.0 % (Agugadoura).

A percentagem média de talos nao-frutificados foi de 34.9+ 73 % (n=13)ea
de gametofitos femininos foide 65.1 = 7.3 % (n = 13).

Os dados respeitantes a variagdo geografica da percentagem de individuos de
cada geracdo apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.01).

3.3.7.c — Variagao geografica do peso seco e conteudo em carragenana

A variacdo mensal do peso seco (% do peso fresco) e do contetido em
carragenana (% peso seco) dos gametofitos femininos, tetrasporofitos e talos ndo-
frutificados encontra-se representada na Figura 3.39 — A e B, respectivamente.

O peso seco médio (Figura 3.39 — C), expresso em percentagem do peso fresco,
variou entre 23.0 + 1.0 % (n = 2) nas amostras de S. M. Porto (e Aguda) e 36.7+ 0.2 %
(n=2) em Moledo.

O conteudo maximo em carragenana foi encontrado numa amostra de talos nao-
frutificados, com 16.9 % do peso seco, da Praia do Norte. Uma amostra de talos nao-
frutificados de Agucadoura, apresentou o conteudo minimo, com 4.0 % do peso seco.

O contetido médio em carragenana, expresso em percentagem de peso seco, teve
o seu valor minimo (4.0 %, n = 1) na amostra de Agugadoura e o valor maximo (15.0 +
0.2 %, n = 2) na amostra de Moledo. A média global do conteudo em carragenana foi de
9.2+£0.8 % (n=23), com uma média de 9.2 + 1.2 % (n = 12) nos gametdfitos femininos
€ 9.3+ 1.3 % (n=11) nos talos ndo-frutificados.

A variagdo global do conteido em carragenana (Figura 3.39 — C) esta
correlacionada (r = 0.5499) com a variagdo do peso seco (p <0.05).

Os dados respeitantes a variagdo geografica do peso seco e conteido em
carragenana médio apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.001).

124



Comprimento (cm)

% Populagao

Resultados

16

14
12
T
10 - 1 1
T
T T
8 - L
™ T
L T
5 | 1
4 4
2 4
0 T T T T T T T T T T T T
N o > o < ) ) $ > @ ) 4@ > o
{&@‘b Qo{\ @oe (b&oo qob @6@ bo@ 85@ Ny 6°\§ Q&\ & YQ\\ s 0\0’6
Q & Q N AN 3 @ . & ¥
=) NG\ O
°© ¥
Figura 3.37 — Variacdo do comprimento de M. stellatus nas diferentes estagoes de colheita
(média =+ erro padrdo, n = 100).
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Figura 3.38 — Estrutura da populacao de M. stellatus nas diferentes estagdes de colheita.
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3.3.8 — A. devoniensis
3.3.8.a — Variagao geografica do comprimento

A média global desta espécie, no respeitante ao comprimento (Figura 3.40), foi
de 4.5+ 0.3 cm (n=7); o maximo comprimento médio foide 5.1 = 0.2 cm (n =20 - 50)
em Buarcos e o minimo de 3.2 £ 0.1 cm (n = 20 - 50) no Baleal. A amostragem
respeitante a variagdo sazonal do comprimento apresenta significincia estatistica
(ANOVA, p <0.001).

3.3.8.b — Variagao geografica da percentagem de cada geragao

Devido a existéncia de um niumero muito reduzido de talos (ver alinea 3.2.11.c)
e para que a amostragem (relativamente ao peso seco e contelido em carragenana)
possuisse significancia estatistica, os talos foram todos incluidos num unico grupo
denominado “gameto6fitos” (ver caracteristicas desta alga na alinea 1.3.5.b).

3.3.8.c — Variagao geografica do peso seco e conteudo em carragenana

A variagdo geografica do peso seco € do conteido em carragenana encontra-se
representada na Figura 3.41.

O peso seco médio, expresso em percentagem do peso fresco, variou entre 17.0
%, na amostra de S. P. Moel e 19.4 %, na amostra de Miramar. A média global de peso
seco foide 18.4+ 0.3 (n=7).

O contetdo maximo em carragenana foi encontrado na amostra de Miramar,
com 18.0 % do peso seco. Uma amostra de Afife apresentou o conteildo minimo, com
1.0 % do peso seco. A média global do conteudo em carragenana foide 7.4 +2.2 % (n=
7).

A variagao global do contetido em carragenana esta correlacionada (r = 0.7107)
com a variagao do peso seco (p <0.01).

Os dados respeitantes a variacdo geografica do peso seco e conteudo em
carragenana médio apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.001).

3.3.9 — G. crenulatus
3.3.9.a — Variagao geografica do comprimento

A média global desta espécie, no respeitante ao comprimento (Figura 3.42), foi
de 5.5+ 0.2 cm (n = 14); o0 maximo comprimento médio foi de 6.5 £ 0.3 cm (n = 20 -
50) em Buarcos e 0 minimo de 4.3 £ 0.4 cm (n = 20 - 50) no Baleal. A amostragem
respeitante a variagdo sazonal do comprimento apresenta significincia estatistica
(ANOVA, p <0.001).

3.3.9.b — Variagao geografica da percentagem de cada geracao

Todos os talos pertencem a geracdo tetrasporoblastica (ver caracteristicas desta
alga na alinea 1.3.5.a).
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Figura 3.40 — Variacdo do comprimento de A. devoniensis nas diferentes estagdes de colheita
(média + erro padrao, n = 20 - 50).
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Figura 3.41 — Variagdo geografica do peso seco e do contetido em carragenana no A. devoniensis.
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3.3.9.c — Variagao geografica do peso seco e conteudo em carragenana

A variacdo geografica do peso seco e do conteudo em carragenana encontra-se
representada na Figura 3.43.

O peso seco médio, expresso em percentagem do peso fresco, variou entre 14.9
%, na amostra de Aguda e 24.6 %, na amostra de Moledo. A média global de peso seco
foide 19.4 + 0.8 % (n= 14).

O conteudo maximo em carragenana foi encontrado na amostra de Afife, com
26.1 % do peso seco. As amostras de S. P. Moel e Moledo apresentaram o conteudo
minimo, com 3.0 % do peso seco. A média anual do conteudo em carragenana foi de
11.2£22 % (n=14).

Os dados respeitantes a variacdo sazonal do peso seco e conteido em
carragenana médio apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.01).

7 4
g o
61 1 I L T
- = €
Es .
s | L L 4
c
£4]
2
83
2 4
1 4
0 T T T T T T T T T T T
> & & & & & & > & ® @ @ @ b°
& o RS RS RS & & W S 3 v&\ & N}
Q;’b S Ky ?‘Q 0 ’bb ‘bb o O Q <> N O
N @ IR v
¥

Figura 3.42 — Variagdo do comprimento de G. crenulatus nas diferentes
estagOes de colheita (média + erro padrdo, n =20 - 50).
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Figura 3.43 — Estrutura da populacdo de G.crenulatus nas diferentes estagdes de colheita.
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3.3.10 — C. jubata

3.3.10.a — Variagao geografica do comprimento

A média global desta carragenofita, no respeitante ao comprimento (Figura
3.44), foide 16.5 + 1.1 cm (n = 8); 0 maximo comprimento médio foi de 21.4 + 1.0 cm
(n =20-50) na amostra de Aguda e o minimo de 14.8 = 0.7 cm (n = 20-50) na amostra
de Miramar. A amostragem respeitante a variacdo geografica do comprimento apresenta
significancia estatistica (ANOVA, p <0.001).

3.3.10.b — Variagao geografica da percentagem de cada geragao

A percentagem de individuos de cada geracdo esta representada na figura 3.45.
Os talos nao-frutificados estiveram presentes em todas as amostras, feitas nas estacoes
de colheita com populacdes de C. jubata, sendo dominantes em todas elas, excepto na
amostra da Praia do Norte; a sua percentagem variou de 25.0 % (P. Norte) a 100.0 %
(Agucadoura). Os gameto6fitos femininos estiveram presentes em todas as amostras,
excepto na amostra de Agucadoura, tendo variando a sua percentagem de 15.22 % (A-
Ver-o-Mar) a 75.0 % (P. Norte); os gametdfitos femininos foram dominantes na
amostra da P. Norte. Os tetraspordfitos estiveram presentes nas amostras de Aguda,
Miramar e Valadares, com uma percentagem maxima de 13.3 % em Valadares e
minima de 4.2 % na amostra da Miramar.

A percentagem média de talos ndo-frutificados foi de 71.1 + 7.8 % (n = 8), a de
talos tetrasporicos foi de 4.3 = 2.2 (n = 8) e a de gametodfitos femininos foi de 25.2 + 7.8
% (n=8).

Os dados respeitantes a variagdo sazonal da percentagem de individuos de cada
geragdo apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.001).

3.3.10.c — Variagao geografica do peso seco e conteudo em carragenana

A variacdo mensal do peso seco (% do peso fresco) e do contetido em
carragenana (% peso seco) dos gametofitos femininos, tetrasporofitos e talos nao-
frutificados encontra-se representada na Figura 3.46 — A e B, respectivamente.

O peso seco médio (Figura 3.46 — C), expresso em percentagem do peso fresco,
variou entre 9.1 £ 0.7 % (n = 3) na amostra de Aguda e 14.3 = 0.1 % (n = 2) em
Buarcos.

O contetido maximo em carragenana foi encontrado numa amostra de talos nao-
frutificados, com 34.5 % do peso seco, de Miramar. Uma amostra de tetrasporofitos de
Aguda apresentou o contetido minimo, com 9.5 % do peso seco.

O conteudo médio em carragenana, expresso em percentagem de peso seco, teve
o seu valor minimo (20.3 % + 6.3, n = 2) na amostra de A-Ver-o-Mar e o valor maximo
(289 £ 34 %, n = 2) na amostra de Buarcos. A média global do contetdo em
carragenana foi de 23.2 = 1.0 % (n = 8), com uma média de 23.1 = 1.9 % (n = 7) nos
gamet6fitos femininos, 28.3 £ 2.1 % (n = 8) nos talos ndo-frutificados € 9.6 = 0.3 % (n
= 3) nos tetrasporofitos. A percentagem de carragenana foi relativamente constante de
estacdo para estagdo, com valores sempre proximos da média global (ver Figura 3.46 -
O).
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Os dados respeitantes a variagdo geografica do peso seco e conteudo em
carragenana médio apresentam significancia estatistica (ANOVA, p <0.001).

25 -
20
€ S l
S 15 1 — T
[<]
5
E B
g 10 1
[«
o
541
0 \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
) @ & K & & & & @ W @ @ @ &
<0 Q®° & @ @.\go@ \\0&7‘ g & «d@ c?bc? & Q.eo ? ‘?900 &
fo'é =3 © N ?sf

Figura 3.44 — Variacao do comprimento de C. jubata nas diferentes estacdes de colheita
(média + erro padrdo, n = 50 - 100).
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Figura 3.45 — Estrutura da populagdo de C. jubata nas diferentes estagdes de colheita.
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Figura 3.46 — Variacao geografica do peso seco (A), do contetido em carragenana (B)
nas diferentes geragdes de C. jubata. Variagdo do peso seco e contetido em carragenana
(média + erro padrdo, n=2 - 3) (C).
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3.3.11 — Estudo comparativo das carragendfitas de distintas origens
geograficas

3.3.11.a - Comprimento

O comprimento médio de cada carragenofita estudada encontra-se representado
na Figura 3.47.

O C. jubata ¢é a carragendfita de maior porte, com 16.5+ 1.1 cm (n=8) e a
carragenofita de menores dimensdes ¢ o 4. devoniensis, com 4.5 £ 0.3 cm (n = 7).
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G. crenulatus  C. crispus A. devoniensis C. jubata G. pistillata M. stellatus C. teedei

Figura 3.47 - Comprimento médio de cada carragendfita (média + erro padrao).

3.3.11.b — Peso seco e conteudo em carragenana

O peso seco e conteudo em carragenana médios, de cada carragenofita estudada,
encontram-se representados na Figura 3.48.

O Peso seco global médio, expresso em percentagem de peso fresco, teve o seu
valor minimo (12.5 £ 6.3 %, n = 2) nas amostras de C. jubata e o valor maximo (28.1 £
3.4 %, n = 2) nas amostras de M. stellatus.

O contetido global médio em carragenana, expresso em percentagem de peso
seco, teve o seu valor minimo (7.4 £ 2.2 %, n = 7) nas amostras de A. devoniensis € o
valor maximo (42.3 £ 5.1 %, n = 5) nas amostras de C. acicularis.
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3.3.12 — Estudo comparativo global das carragendfitas
3.3.12.a — Peso seco

Os dados comparativos entre a amostragem sazonal (realizada na Baia de
Buarcos) e a amostragem geografica, relativos ao peso seco, encontram-se
representados na Figura 3.49. O M. stellatus apresenta, em qualquer das amostragens, o
maior peso seco (28.1 £ 1.1 %, n = 13, na amostragem geografica e 28.6 £ 0.6 %, n =
14, na amostragem sazonal). O C. jubata apresenta o menor peso seco (12.5 £ 0.6 %, n
= 8, na amostragem geografica e 10.8 + 0.5 %, n = 14, na amostragem sazonal).

Os dados relativos ao peso seco, nos dois tipos de amostragem, apresentam um
elevado coeficiente de correlagdo (r = 0.8366, p <0.01).

3.3.12.b — Conteudo em carragenana

Os dados comparativos entre a amostragem sazonal (realizada na Baia de
Buarcos) e a amostragem geografica, relativos ao conteudo em carragenana, encontram-
se representados na Figura 3.50. O C. acicularis apresenta, em qualquer das
amostragens, o maior conteido em carragenana (42.3 = 5.1 %, n = 5, na amostragem
geografica e 40.1 + 2.7 %, n = 13, na amostragem sazonal). O 4. devoniensis apresenta
o menor peso seco (7.4 = 2.2 %, n = 7, na amostragem geografica e 10.4 £ 0.5 %, n =
13, na amostragem sazonal).

Os dados relativos ao contetido em carragenana, nos dois tipos de amostragem,
apresentam um elevado coeficiente de correlacao (r = 0.8716, p <0.01).
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Figura 3.48 — Peso seco (% peso fresco) e contetido em carragenana (% peso seco) de
cada carragenofita

134



Resultados

35
O Peso Seco (Portugal) B Peso Seco (Buarcos)
30 -
25
o
?
o 20 -
'8
o
3
o 15
ES
10 -
5 ]
0 T T T T - 1
C. acicularis G. crenulatus C. crispus A. C. jubata G. pistillata M. stellatus C. teedei
devoniensis
Figura 3.49 — Estudo comparativo das carragenoéfitas relativamente ao peso seco
(média =+ erro padrao).
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Figura 3.50 — Estudo comparativo das carragenoéfitas relativamente ao conteido em
carragenana (média + erro padrio).
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3.4 — Cultura laboratorial
3.4.1 — Evolugao da biomassa
3.4.1.a — M. stellatus

O material algal foi cultivado em aquario de 100 litros por um periodo de
adaptacdo de 1 més. Seguidamente, 40.4 g (peso escorrido) de M. stellatus foram
colocados no interior do cilindro de “plexiglass”, em 22 litros de dgua do mar filtrada,
pH 8.0, 31 S%o, 16 = 1 °C. O meio de cultura foi enriquecido com PES cada 5 dias. A
cultura de M. stellatus, em cilindro de “plexiglass”, teve uma duragdo total de 57 dias.

A evolucdo do biomassa (peso fresco) e da velocidade de crescimento
(percentagem por dia) encontra-se representada na Figura 3.51. A média global de
crescimento foi de 0.3 = 0.1 % dia™, com uma média de 0.4 + 0.2 % dia” no primeiro
més e 0.2 + 0.02 % dia™, no segundo més.
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Figura 3.51 - Evolugdo do peso fresco (peso escorrido) e da velocidade de crescimento
(percentagem por dia) do M. stellatus cultivado em cilindro de “plexiglass”.

3.4.1.b — G. pistillata

O material algal foi cultivado em aquério de 100 litros por um periodo de
adaptagdo de 1 més. Seguidamente, 40.9 g (peso escorrido) de M. stellatus foram
colocados no interior do cilindro de “plexiglass”, em 22 litros de 4gua do mar filtrada,
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pH 8.0, 31 S%o, 16 £ 1 °C. O meio de cultura foi enriquecido com PES cada 5 dias. A
cultura de G. pistillata, em cilindro de “plexiglass”, teve uma duragdo total de 55 dias.

A evolugdo do biomassa (peso fresco) e da velocidade de crescimento
(percentagem por dia) encontra-se representada na Figura 3.52. A média global de
crescimento foi de 0.2 £ 0.1 % dia™, com uma média de 0.2 + 0.1 % dia” no primeiro
més e 0.1 +0.01 % dia™, no segundo més.
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+ 49
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0.2 + - 39
0.1+ + 37
0 35
0 6 12 18 25 32 39 47 55
Dias

Figura 3.52 - Evolucao do peso fresco (peso escorrido) e da velocidade de crescimento
(percentagem por dia) da G. pistillata cultivada em cilindro de “plexiglass”.

3.4.2 — Estudo comparativo da relagao peso seco/peso fresco e conteudo
em carragenanas entre o material cultivado e o material selvagem

3.4.2.a — M. stellatus

O peso seco (% do peso fresco) e o contetido em carragenana (% peso seco) do
M. stellatus (gametofitos) — material selvagem, material cultivado em aquério (cultura
de manuten¢@o) e em cilindro de “plexiglass” — encontram-se representados na Figura
3.53.

Relativamente ao material selvagem, houve um incremento do conteudo de
carragenana no material cultivado em aquério (52 dias de cultura) e um decréscimo no
material cultivado em cilindro de “plexiglass” (57 dias de cultura).

No que respeita ao peso seco, houve um incremento deste pardmetro no material
cultivado no cilindro de “plexiglass™ relativamente ao material selvagem. Os dados
referentes ao peso seco estdo negativamente correlacionados com os dados referentes ao
contetido em carragenana (r = -0.8199, p <0.01).
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Figura 3.53 — Peso seco (% peso fresco) e conteido em carragenana (% peso seco) do M.
stellatus selvagem, cultivada em aquario e em cilindro de “plexiglass”.

3.4.2.b —G. pistillata

O peso seco (% do peso fresco) e o conteudo em carragenana (% peso seco) da
G. pistillata (gametofitos femininos) — material selvagem, material cultivado em
aquario (cultura de manutengdo) e em cilindro de “plexiglass” — encontram-se
representados na Figura 3.54.

Relativamente ao material selvagem, houve um decréscimo do conteudo de
carragenana no material cultivado; o decréscimo de conteudo em carragenana foi mais
acentuado no material cultivado em cilindro de “plexiglas”.

No que respeita ao peso seco, houve um ligeiro incremento deste parametro no
material cultivado em aquario (52 dias de cultura) e um incremento mais notdrio no
cilindro de “plexiglass™” (55 dias de cultura), relativamente ao material selvagem. Os
dados referentes ao peso seco estdo negativamente correlacionados com os dados
referentes ao contetido em carragenana (r = -0.9616, p <0.01).
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Figura 3.54 — Peso seco (% peso fresco) e conteudo em carragenana (% peso seco) do
G. pistillata selvagem, cultivada em aquario e em cilindro de “plexiglass”.
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3.5 — Andlise das carragenanas por espectroscopia vibracional
3.5.1 - Analise por FTIR-ATR de amostras padréo de carragenana

A Tabela 3.5-A agrupa os picos de absor¢cdo dos 8 principais tipos de
carragenana.

A banda larga a 1240 cm™, observada em todos os espectros, esta relacionada
com o modo de vibragdo de tensdo dos grupos S=O. Por essa razdo, a sua intensidade
relativa esta relacionada com o contetido, na amostra, dos grupos éster S=0.

Em contraste com esta banda, sempre presente nas amostras de polissacarideos
sulfatados, existem diversas bandas vibracionais que sdo caracteristicas das
carragenanas. A banda de absor¢do a 930 cm™, por exemplo, esta relacionada com as
vibragdes das pontes 3,6-anidrogalactose, estando presente nos espectros das
carragenanas kappa, iota e theta. Além desta, a banda a 845 cm™, associada as vibragdes
do Cu)-0O-SOs, fragmento da galactose sulfatada, € caracteristica dos espectros da
carragenana kappa, mu, iota e nu. Por outro lado, a banda a 805 cm'l, relacionada com
as vibragdes em torno de C(»)-O-SOs3, fragmento da 3,4-anidrogalactose sulfatada, s é
observada nos espectros da carragenana iota e theta. Assim, a intensidade relativa dos
picos 805 cm™ e 845 cm™ (racio 805/845 cm™) permitem determinar o racio iota/kappa
nas carragenanas hibridas.

O FTIR-ATR da carragenana kappa (Figura 3.55 - B) apresenta um pico a 845
cm’, relacionado com a presenca de D-galactose-4-sulfato (G4S) e um pico
proeminente a aproximadamente 930 cm’, que indica a presenca de 3,6-anidro-D-
galactose (DA).

A Figura 3.56 — B apresenta o espectro da carragenana iota. O espectro desta
carragenana possui, tal como o da carragenana kappa, os picos a 845 cm™ e a 930 cm™.
Uma nova caracteristica espectral surge aproximadamente a 805 cm’, indicando a
presenca do éster sulfato na posicdo 2 dos residuos de anidro-D-galactose (DA2S),
tipico deste tipo de carragenana.

A Figura 3.57 — B apresenta o espectro da carragenana hibrida kappa/iota
(extraida dos talos ndo frutificados de C. teedei var. lusitanicus). Este espectro apresenta
uma forte absorvincia a 1240 cm™ (éster sulfato) e trés outras bandas a 805 cm’
(DA2S), a 845 cm™ (G4S) e 930 cm™ (DA). O grau de hibridizaco pode ser avaliado a
partir do racio entre a intensidade de absor¢do da banda 805 cm™ e da banda 845 cm™.

Visto tratar-se de um espectro de uma carragenana obtida por extrac¢ao total
(extracgdo aquosa — ver alinea 2.8.1) sdo visiveis alguns picos adicionais a 820 cm™
(G/D6S), 825 cm™ (G/D2S) e 867 cm™ (G/D6S), correspondentes a presenga dos
precursores da carragenana kappa (carragenana mu) e da carragenana iota (carragenana
nu).

O espectro FTIR-ATR da carragenana hibrida beta/kappa (extraida do
Betaphycus gelatinum, Figura 3.58 - B) apresenta uma banda tipica a 890-900 cm™,
relacionada com a presenca de [-D-galactose ndo sulfatada (G/D), presente na
carragenana beta e uma banda a 845 cm’ (G4S), relacionada com a presenga de
carragenana kappa.

O espectro FTIR-ATR da carragenana lambda (Figura 3.59 — B) apresenta uma
banda larga entre os 820 e os 830 cm™, indicando a presenca de um elevado contetdo
em éster sulfato.

A Figura 3.60 — C apresenta o espectro da carragenana hibrida ksi/theta (extraida
dos tetrasporofitos de C. teedei var. lusitanicus). Este espectro apresenta uma banda
estreita entre os 820 cm™ e os 830 cm’™.
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Tabela 3.5-A — Identificag@o dos diferentes tipos de carragenana por FTIR-ATR. As carragenanas encontram-se
identificadas por letras do alfabeto grego e pelo codigo de letras proposto por Knutsen et al. (1994).

Tipo de Carragenana

N? de Onda Ponte(s)/Grupo  Cédigo Kappa Mu Iota Nu Beta Theta Lambda Ksi

-
em) © delerss "0 w0 m ® ® )@

1240-1260 S=0 dos ésteres ++ ++ + - ++ +++ ++
sulfato

1070 C-0O da 3,6- DA + - + - + 0 R -
anidrogalactose

970-975 Galactose G/D + 0 + 0 + + - -

930 C-O da 3,6- DA + - + - + + _ _
anidrogalactose

905 C-0-SO;em C, DA2S - - + - - + R -
da 3,6-
anidrogalactose

890-900 B-D-galactose G/D - - - - + - - R
ndo sulfatada

867 C-O-SO3;em Cs  G/D6S - + - + - - + R
da galactose

845 C-0-SO;em C;  G4S + + + + - - - -
da galactose

825-830 C-0-SO;em C,  G/D2S - - - + - + + a
da galactose

815-820 C-0-SO;em Cs  G/D6S - + - + - - + R
da galactose

805 C-0-SO;em C,  DA2S - - + - - + R -
da 3,6-

anidrogalactose

-, ausente; +, médio; ++, proeminente; +++, muito proeminente; o, pico em forma de ombro; a, pico agudo.

3.5.2 - Analise por FT-Raman de amostras padrao de carragenana

A Tabela 3.5-B agrupa os picos de absor¢ao das 8 principais fracgdes de
carragenana.

Tal como acontece nos espectros de FTIR-ATR, a presenca de uma banda larga
a 1240-1260 cm™, observada em todos os espectros (excepto no de carragenana beta),
esta relacionada com o conteudo total, na amostra, de ésteres sulfato.

O FT-Raman da carragenana kappa (Figura 3.55 - A) apresenta um pico
proeminente a 845-850 cm’', relacionado com a presenca de D-galactose-4-sulfato
(G4S) e um pico a 925-935 cm™, que indica a presenca de 3,6-anidro-D-galactose (DA).

A Figura 3.56 — A apresenta o espectro da carragenana iota. O espectro desta
carragenana possui, apara além dos picos a 845-850 cm” e 925-935 cm’, também
presentes na carragenana kappa, um pico a 804-808 cm™, que indica a presenca do éster
sulfato na posi¢@o 2 dos residuos de anidro-D-galactose (DA2S).

A Figura 3.57 — B apresenta o espectro da carragenana hibrida kappa/iota
(extraida do C. feedei var. lusitanicus, talos ndo frutificados). Este espectro apresenta
uma forte absorvancia a 1250 cm™ (éster sulfato) e trés outras bandas: 805 cm™
(DA2S), 847 cm™ (G4S) ¢ 930 cm-1 (DA).

Visto tratar-se de um espectro de uma carragenana nativa, obtido pelo método de
extracgdo total, sdo visiveis alguns picos adicionais a 820 cm™ (G/D6S), 825 cm’
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(G/D2S) e 867 cm’ (G/D6S), correspondentes a presenca dos precursores da
carragenana kappa (carragenana mu) e da carragenana iota (carragenana nu). Os picos
825 cm™ e 867 cm™' sdo mais visiveis no espectros de FT-Raman do que nos de FTIR-
ATR (ver Figura 3.57 — A e C).

O espectro FT-Raman da carragenana beta (extraida do Betaphycus gelatinum)
encontra-se representado na Figura 3.58 — A. Este espectro apresenta uma banda tipica a
890-900 cm™, relacionada com a presenca de p-D-galactose ndo sulfatada (G/D).

O espectro FT-Raman da carragenana lambda (Figura 3.59 — A) apresenta duas
bandas na regido espectral 815-830 cm™: uma a 815-825 cm™ (G/D6S) ¢ outra a 825-
830 cm™ (G/D2S).

A Figura 3.60 — A apresenta o espectro da carragenana hibrida ksi/theta (extraida
dos tetrasporofitos de C. teedei var. lusitanicus). Este espectro apresenta 3 bandas na
regido espectral 815-850 cm™: 825-830 cm™ (G/D2S), referente a carragenana theta;
815-825 cm™ (G/D6S) e 845-850 cm™ (G4S), referente a carragenana ksi.

Tabela 3.5-B — Identificacdo dos diferentes tipos de carragenana por FT-Raman. As carragenanas encontram-se
identificadas por letras do alfabeto grego e pelo codigo de letras proposto por Knutsen et al. (1994).

N° de Ond Codigo Tipo de Carragenana
(;n.l;l a Ponte(s)/Grupo(s) de Kappa Mu Jota Nu Beta Theta Lambda Ksi
letras () (W v B ® N ©
1240-1260 S=0 dos ésteres ++ ++ ++ - ++ ++ ++
sulfato
1075-1085 C-0O da 3,6- DA -+ - + - + + - R
anidrogalactose
970-975 Galactose G/D + + 0 0 + + - -
925-935 C-0O da 3,6- DA + - + - + + - -
anidrogalactose
905-907 C-0-SO;em C,da  DA2S - - + - - + + +
3,6-
anidrogalactose
890-900 B-D-galactose ndo G/D - - - - + - - -
sulfatada
867-871 C-0-SO;em Csda  G/D6S - 0 - + - - + -
galactose
845-850 C-0-SO; em C,da G4S ++ + ++ + - - - -
galactose
825-830 C-0-SO;em Cyda  G/D2S - - - + - + + +
galactose (*)
815-825 C-0-SO;em Csda  G/D6S - 0 - 0 - - + -
galactose
804-808 C-0-SO;em C,da  DA2S - - ++ - - + - -
3,6-
anidrogalactose

-, ausente; +, médio; ++, proeminente; +++, muito proeminente; o, pico em forma de ombro; (*) decomposto em dois
picos, caracteristicos da carragena Ksi: 815 e 850 cm™ (Pereira et al. 2003).
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Figura 3.55 — Espectros FT-Raman (A) e FTIR-ATR (B) de carragenana kappa; FT-
Raman (C) e FTIR-ATR (D) de Kappaphycus alvarezii.
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Figura 3.56 — Espectros FT-Raman (A) e FTIR-ATR (B) de carragenana iota; FT-
Raman (C) e FTIR-ATR (D) de Eucheuma denticulatum.
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Figura 3.57 — Espectros FT-Raman (A) e FTIR-ATR (B) de carragenana hibrida
kappa/iota; FT-Raman (C) e FTIR-ATR (D) de Chondracamthus teedei var. lusitanicus.
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Figura 3.58 — Espectros FT-Raman (A) e FTIR-ATR (B) de carragenana
hibrida beta/kappa; FT-Raman (C) e FTIR-ATR (D) de Betaphycus gelatinum.
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Figura 3.59 — Espectros FT-Raman (A) e FTIR-ATR (B) de carragenana lambda; FT-
Raman (C) e FTIR-ATR (D) de Chondrus crispus.
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Figura 3.60 — Espectros FT-Raman de carragenan ksi/tetha (A) e de talos tetraspdricos de
Chondracanthus teedei var. lusitanicus (B); Espectros FTIR-ATR de carragenana ksi/tetha (C) e de
talos tetrasporicos de C. teedei var. lusitanicus (D).
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3.5.3 — Analise por FTIR-ATR e FT-Raman directamente em p6 de alga
(alga seca moida)

Na Figura 3.61 encontram-se representados 4 espectros de FT-Raman do C.
crispus  (gametofitos femininos), correspondentes aos diferentes ensaios de
despigmentacdo (ver alinea 2.7 e 2.8.1), com vista a redugdo da fluorescéncia originada
pelo laser do aparelho de espectroscopia Raman. O espectro da Figura 3.61 — A
corresponde ao po de alga tratado com uma mistura de acetona e metanol (ver alinea
2.8.1); este espectro apresenta alguma fluorescéncia, sobretudo na zona espectral 600-
875 cm™ e os picos apresentam-se pouco definidos. O espectro da Figura 3.61 — B
corresponde a alga fresca tratada com hipoclorito de calcio 4 % (30 s), posteriormente
seca ¢ moida. O espectro da Figura 3.61 — C corresponde a alga seca moida (obtida a
partir de um exemplar de herbario) tratada com hipoclorito de calcio 4 % (60 s).
Finalmente, o espectro da Figura 3.61 — D corresponde a analise de carragenana nativa
(ver alinea 2.8.1). Este ultimos 3 espectros ndo apresentam qualquer indicio de
fluorescéncia e os picos apresentam-se perfeitamente definidos, sem qualquer ruido de
fundo.

Visto tratar-se de uma alga produtora de uma carragenana hibrida kappa/iota, os
picos diagnésticos referenciados na Figura 3.61 sdo o 805 cm™ (DA2S), correspondente
a carragenana iota e 0 850 cm™ (G4S), correspondente a carragenana kappa.
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Figura 3.61 — Espectro FT-Raman de p6 de alga (gametofitos femininos de C. crispus ) tratado com
uma mistura de acetona e metanol (A). Espectro FT-Raman de alga fresca tratada com hipoclorito de
calcio 4% (30 s), posteriormente seca ¢ moida (B). Espectro de alga seca moida (obtida a partir de
um exemplar de herbario) tratada com hipoclorito de calcio 4% (60 s) (C). Espectro da carragenana
nativa extraida de C. crispus (D).
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A Figura 3.55 — D e C apresenta os espectros FTIR-ATR e FT-Raman do
Kappaphycus alvarezii (Solieriaceae). Estes espectros apresentam um pico a 845 cm™
(G4S) e um pico proeminente a aproximadamente 930 cm™ (DA) em FTIR-ATR.

A Figura 3.56 — D, C apresenta os espectros FTIR-ATR e FT-Raman do
Eucheuma denticulatum (Solieriaceae). Os espectros desta alga possuem, tal como os de
K. alvarezii, picos a 845 cm” (G4S) ¢ a 930 cm” (DA). Uma nova caracteristica
espectral surge aproximadamente a 805 cm™ (DA2S), tipica das algas possuidoras de
carragenana iota.

A Figura 3.57 — D, C apresenta os espectros FTIR-ATR e FT-Raman do C.
teedei var. lusitanicus (Gigartinaceae - talos ndo frutificados). Este espectro apresenta
uma forte absorvancia a 1240 cm™ (éster sulfato) e trés outras bandas a 805 cm’
(DA2S), a 845 cm™ (G4S) e 930 cm™ (DA). O grau de hibridizacio (iota/kappa) pode
ser avaliado a partir do rcio entre a intensidade de absor¢do da banda 805 cm™ e da
banda 845 cm™, do espectro de FTIR-ATR, tal como ¢ calculado nos espectros das
carragenanas extraidas. Além dos picos de maior proeminéncia, atrds referidos, sdo
visiveis 3 picos adicionais a 820 cm™ (G/D6S), 825 cm™ (G/D2S) e 867 cm™ (G/D6S),
correspondentes a presenga dos precursores da carragenana kappa (carragenana mu) e
da carragenana iota (carragenana nu); estes 2 ultimos sdo mais evidentes no espectro de
FT-Raman (Figura 3.57 — C).

Os espectros FTIR-ATR e FT-Raman do Betaphycus gelatinum (Solieriaceae)
encontram-se representados na Figura 3.58 — D, C. Estes espectros apresentam uma
banda tipica a 890-900 cm™, relacionada com a presenca de p-D-galactose ndo sulfatada
(G/D).

O espectro FTIR-ATR do C. crispus (Gigartinaceae) (Figura 3.59 — D) apresenta
uma banda larga entre os 820 e os 830 cm”, indicando a presenca de um elevado
conteudo em éster sulfato. O espectro de FT-Raman (Figura 3.59 - C) apresenta duas
bandas na regido espectral 815-830 cm™.

A Figura 3.60 — D apresenta o espectro FTIR-ATR dos tetrasporéfitos de C.
teedei var. lusitanicus. Este espectro apresenta uma banda estreita entre os 820 cm™ e os
830 cm™”. Em contrapartida o espectro de FT-Raman (Figura 3.60 - B) apresenta trés
picos: 815 cm™ e 850 cm™ para a carragenana ksi e 825 cm™ para a carragenana theta.

3.5.4 — Analise dos ficocoldides produzidos pelas carragendfitas
3.5.4.a — Carragendfitas portuguesas

A informagdo sobre as datas de colheita, geracdo, tipo e quantidade de
carragenana produzida por cada uma das algas estudadas (e dos respectivos codigos),
encontra-se na Tabela 3.6.

Os espectros FTIR-ATR da carragenana (extraccdo alcalina) dos gametofitos
femininos C. crispus, M. stellatus, G. pistillata (Gigartinaceae) e talos ndo frutificados
do C. crispus (Figura 3.62) apresentam bandas de forte absorgdo na regido 930 cm™
(DA) e na regido 845 cm’ (G4S), tipicas da carragenana kappa. Estes espectros
apresentam reduzida absorvéncia na regiio 805 cm™ (DA2S), o que significa a presenca
de pequenas quantidades de carragenana iota. O racio entre as bandas de absor¢do 805 e
445 cm™ foi calculado e usado como pardmetro para determinar o grau de hibridizagdo
kappa/iota (ver Figuras 3.62, 3.63, 3.64 ¢ 3.65).
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Nos gametofitos femininos e talos ndo frutificados de C. teedei var. lusitanicus
(Gigartinaceae), os espectros FTIR-ATR (Figura 3.63) apresentam forte absor¢do a 930
e 845 cm™ e absorcio média na banda 805 cm™.

Para a espécie 4. devoniensis, G. crenulatus (Phyllophoraceae) e C. jubata
(Solieriacea), os espectros FTIR-ATR apresentam bandas de absor¢do a 930, 845 ¢ 805
cm’, que representam o tripleto caracteristico da variante iota, quando esta é,
normalmente, a frac¢do dominante numa carragenana hibrida (Figuras 3.64 e 3.65). No
entanto, o racio 805/845 ¢ inferior em A. devoniensis € em G. crenulatus, relativamente
ao apresentado pelo C. jubata e pelo E. denticulatum (ver alinea 3.5.4.b).

Os espectros FTIR-ATR (Figura 3.66 — Q, R, S) dos tetrasporéfitos de G.
pistillata ¢ de C. crispus apresentam uma banda larga na regiio espectral 820-830 cm™,
caracteristica da carragenana lambda (ou da variante resultante da modificagdo alcalina
— a carragenana theta). Os espectros FT-Raman destas amostras (Figura 3.67 — Q, R, S)
apresentam uma banda larga na regido espectral 820-830 cm™ o que confirma a presenca
de carragenana lambda (ou o respectivo derivado, por modificagdo alcalina, a
carragenana theta).

Os espectros FTIR-ATR das amostras tetrasporicas das espécies do género
Chondracanthus apresentam bandas estreitas a 830 cm™ e uma pequena absorcio a 820
cm’, o que indica presenca de carragenana ksi (Figura 3.66 — T, U). No entanto, os
espectros FT-Raman das carragenanas destas algas apresentam 3 bandas na regido
espectral 815-850 cm™: 825-830 cm™ (G/D2S), referente & carragenana theta; 815-825
cm’ (G/D6S) e 845-850 cm™ (G4S), referente & carragenana ksi (Figura 3.68 — T, U).
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Numero de Onda (em-) alcalinamente: (E) C. teedei var. lusitanicus (gameto6fitos
femininos); (F) C. teedei var. lusitanicus (talos ndo-frutificados).

Figura 3.62 — Espetros FTIR-ATR de carragenanas extraidas
alcalinamente: (A) C. crispus (talos ndo-frutificados); (B) C. crispus
(gametofitos femininos); (C) M. stellatus (gametofitos femininos);
(D) G. pistillata (gamet6fitos femininos). 149



Resultados

[Te¥{Te} (o Yol e}
=1 33 3
Ratio 805/845
P 092
u\J Récio 805/845 \4\/\/
O 090
1 073 \/
H 073 W
0.84
U\/ /\/J\\/\/ 0.84
0.80
PR R | R WA N SRR RN MRS SR R AR | S W N SN ST T —— A
600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

] -1
Numero de Onda (cm-') Ndmero de Onda (cm-)

Figura 3.65 — Espectros de FTIR-ATR de carragenanas extraidas
Flgu.ra 3.64 — Espectros de FTIR-ATR de carragenanas extraidas alcalinamente: (L) C. jubata (talos ndo-frutificados), (M) C. jubata
alcalinamente: (G) A. devoniensis (gameto6fitos femininos), (H) 4. (tetrasporofitos), (N) C. jubata (gametofitos femininos), (O) G.

devoniensis (talos ndo-frutificados), (I) G. crenulatus (talos crenulatus (talos tetrasporoblasticos), (P) E. denticulatum.
tetrasporoblasticos), (J) 4. devoniensis (gametofitos femininos).
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Figura 3.66 — Espectros de FTIR-ATR de carragenanas Figura 3.67 — Espectros de FT-Raman de carragenanas extraidas
extraidas alcalinamente: (Q) C. crispus (tetrasporéfitos), (R) G. alcalinamente: (Q) C. crispus (tetraspor6fitos), (R) G. pistillata
pistillata (talos heterosporicos), (S) G. pistillata (tetrasporo6fitos), (talos heterosporicos), (S) G. pistillata (tetraspor6fitos).
(T) C. acicularis (tetrasporoéfitos), (U) C. teedei var. lusitanicus
(tetrasporofitos).
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Figura 3.68 — Espectros de FT-Raman de carragenanas extraidas

alcalinamente: (T) C. acicularis (tetrasporoéfitos), (U) C. teedei var.

lusitanicus (tetrasporofitos).
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Tabela 3.6 — Composicdo das carragenanas produzidas pelas carragenofitas portuguesas estudadas, determinada por
espectroscopia vibracional (FTIR-ATR e FT-Raman)

Data d Carragenana'
ata de
Cadigo Carragendfita Geragio . D
'8 genott ¢ colheita /(;epceoso Alcalina  Nativa
K-1
A Chondrus crispus NF Dez. 2000 14.0 % K-1 ()
K-1
B C. crispus GF Fev. 2001 232 % K-1 (W)
K-1
C Mastocarpus stellatus G Ago. 2001 20.3% K-t (u/v)
K-1
D Gigartina pistillata GF Mar. 2002 49.8% Kot (u/v)
K-1
v G. pistillata H(Q) Fev. 2002 58.5% - ()
E Chondrachc.mtu.s teedei var. NF Jun. 2001 35.0 % -1 K-1
lusitanicus (u/v)
F C. teedei var. lusitanicus GF Jun. 2001 43.6 % K-1 (]L /-Vl)
G Ahnfeltiopsis devoniensis G Jul. 2001 13.6 % 1-K -k (V)
H A. devoniensis NF Ago. 2001 11.5% 1-K 1-k (V)
I Gymnogongrus crenulatus TB Abr. 2002 9.7% K-1 -
J A. devoniensis G Dez. 2001 11.5% 1-K -
L Calliblepharis jubata NF Mar. 2001 10.8 % 1-K 1-k (V)
M C. jubata T Mai. 2001 28.4 % 1-K -
N C. jubata GF Abr. 2001 242 % ! 1(v)
0] G. crenulatus TB Nov. 2001 11.0 % 1-K -
Q C. crispus T Mai. 2001 36.6 % A A
R G. pistillata H(®) Fev. 2002 58.5% - E-A
S G. pistillata T Apr. 2002 55.6 % E-A -
T Chondrachantus acicularis T Ago. 2001 36.6 % £-0 £-0
U C. teedei var. lusitanicus T Jun. 2001 36.6 % -0 -0

T — Tetrasporofitos; GF — Gametofitos Femininos; G — Gametofitos; NF — Talos Nao-Frutificados; TB — Talos
Tetrasporoblasticos; H — Talos Hetrosporicos: (ramos Q) - ramos portadores de cistocarpos; (ramos @) - ramos
portadores de soros de tetrasporocistos; 1 - As carragenanas encontram-se identificadas por letras do alfabeto grego;
as letras entre paréntesis () correspondem aos precursores biologicos das carragenanas, presentes nas amostras de po
de alga.

Os espectros FT-Raman do p6 de alga (composi¢do nativa das carragenanas -
ver alinea 2.7) dos gametofitos femininos C. crispus (B), M. stellatus (C), G. pistillata
(D), dos talos ndo frutificados de C. crispus (A) e de C. teedei var. lusitanicus (E) (ver
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Figura 3.69) apresentam 2 bandas na regido 807 cm™ (DA2s) e 850 cm™ (G4S), tipicas
das carragenanas hibridas kappa/iota. Os tragos a pontilhado correspondem aos picos
referentes aos percursores biologicos destas carragenanas (mu e nu): 821 cm™ (G/D6S),
830 cm™ (G/D2S) e 870 cm™ (G/D6S).
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Figura 3.69 — Espetros FT-Raman de po6 de alga: (A) C. crispus (talos ndo-
frutificados); (B) C. crispus (gamet6fitos femininos); (C) M. stellatus
(gametofitos femininos); (D) G. pistillata (gamet6fitos femininos); (E) C.
teedei var. lusitanicus (talos ndo-frutificados). Os tragos a pontilhado
correspondem aos picos referentes aos precursores bioldgicos e as setas
largas indicam os picos correspondentes as carragenanas principais (iota e
kappa, respectivamente).
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Os espectros FT-Raman do pd de alga dos gametdfitos femininos de C. teedei
var. lusitanicus (F), A. devoniensis (G) e dos talos ndo frutificados de A.. devoniensis
(H) (ver Figura 3.70) apresentam 2 bandas na regido 807 cm™ (DA2S) e 850 cm™
(G4S), tipicas das carragenanas hibridas kappa/iota. Os tracos a pontilhado
correspondem aos picos referentes aos percursores bioldogicos das carragenanas, mu e nu
em C. teedei var. lusitanicus e nu nas restantes: 821 cm™ (G/D6S), 830 cm™ (G/D2S) ¢
870 cm™ (G/D6S).
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Figura 3.70 — Espetros FT-Raman de p6 de alga: (F) C. teedei var.
lusitanicus (gametofitos femininos); (G) A. devoniensis (gametofitos
femininos); (H) 4. devoniensis (talos ndo-frutificados); (L) C. jubata (talos
nao-frutificados); (N) C. jubata (gameto6fitos femininos). Os tragos a
pontilhado correspondem aos picos referentes aos precursores biologicos e
as setas largas indicam os picos correspondentes as carragenanas principais
(iota e kappa, respectivamente).
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Da andlise do espectro de FT-Raman do p6 de alga obtido a partir das
ramificacdes providas de cistocarpos dos talos heterosporicos de G. pistillata (Figura
3.71 — V), conclui-se que o tipo de ficocoldide produzido é uma carragenana hibrida
kappa/iota/'um/nu. O espectro apresentado ¢ perfeitamente idéntico aos resultantes da
analise do p6 de alga dos gametofitos femininos de G. pistillata (Figura 3.71 — D) e da
carragenana nativa kappa/iota/mu/nu (Figura 3.71%*). Os espectros apresentam 2 bandas
na regidio 807 cm’ (DA2s) e 850 cm’ (G4S), tipicas das carragenanas hibridas
kappa/iota. As setas indicam os picos referentes as carragenanas mu € nu, precursores
da carragenana kappa e iota, respectivamente: 815 cm™ (G/D6S), 825 cm™ (G/D6S),
830 cm™ (G/D2S), 871 cm™ (G/D6S) ¢ 970 cm™ (G/D).

850 1080
805
1260
871
/1
815 i825
970
V - G. pistillata
Talos Heterospéricos (cist)
D - G. pistillata
Gametofitos Femininos
* kappaliota
(mu/nu)
L " 1 " ] 1 1 ] 1 ] 1 | L | 1 ]
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Figura 3.71 — Espetros FT-Raman de p6 de alga: (V) G. pistillata (Talos Heterosporicos -
ramificagdes portadoras de cistocarpos); (D) G. pistillata (Gameto6fitos Femininos). (*)
Espectro FT-Raman da carragenana nativa kappa/iota/mu/nu. Os tracos a pontilhado
correspondem aos picos referentes as carragenanas predominantes (kappa e iota) e as setas
indicam os picos correspondentes aos percursores bioldgicos (s6 indicados no espectro V).
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Da andlise do espectro de FT-Raman do p6 de alga obtido a partir das ramifica¢des
providas de soros de tetrasporocistos dos talos heterosporicos de G. pistillata (Figura
3.72 — R), conclui-se que o tipo de ficocoldide produzido é uma carragenana hibrida
ksi/lambda. O espectro apresentado ¢ idéntico ao resultante da andlise da carragenana
extraida, alcalinamente, dos tetrasporofitos de G. pistillata (Figura 3.72 — S). O espectro
de C. chondrus T ¢é semelhante ao espectro FT-Raman duma amostra comercial de
carragenana lambda pura (Figura 3.72*). Os picos diagnodstico (ver Tabela 3.5-B), da
presenca de uma carragenana lambda, sdo os picos fundidos 815 cm™ (G/D6S) e 830

cm’ (G/D2S).
A\
\
o~ R - G. pistillata
Talos Heterosporicos ()
N\
S - G. pistillata
T

etrasporocistos
Q - C. crispus
\\\\’ Tetrasporocistos
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Figura 3.72 — Espectros FT-Raman: (Q) C. crispus (Tetrasporoéfitos); (R) G. pistillata (Talos
Heterosporicos - ramificagdes portadoras de soros de tetrasporocistos); (S) G. pistillata
(Tetrasporofitos - carragenana extraida alcalinamente). (*) Espectro FT-Raman de uma

amostra comercial de carragenana lambda pura (WCEFS).
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Os espectros FT-Raman do p6 de alga: (T) C. acicularis (Tetrasporocistos) e (U)
C. teedei var. lusitanicus (Tetrasporocistos) (ver Figura 3.73) apresentam 3 bandas na
regido espectral 815 cm™ (G/D6S), 825 cm™ (G/D2S) e 850 cm™ (G4S), tipicas das
carragenanas hibridas ksi/theta.
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Figura 3.73 — Espectros FT-Raman de p6 de alga: (T) C. acicularis (Tetrasporocistos); (U)
C. teedei var. lusitanicus (Tetrasporocistos).

158



Resultados

3.5.4.b — Carragendfitas usadas a nivel industrial e outras carragendfitas

Todas as espécies aqui referidas foram fornecidas pela “Degussa Texturant
Systems” (Baupte, Franca). A informagdo sobre as espécies, geracdo, os paises de
colheita, tipo e quantidade de carragenana produzida por cada uma das algas estudadas
(e dos respectivos codigos), encontra-se na Tabela 3.7. As fotografias de algumas das
algas aqui referidas encontram-se na Figura 3.80.

Os espectros FTIR-ATR (Figura 3.74) do p6 de alga do Kappaphycus alvarezzi
(Solieriaceae), principal fonte de carragenana kappa a nivel industrial, apresentam
bandas de forte absor¢io na regido 930 cm™ (DA) e na regido 845 cm™ (G4S), tipicas da
presenca de carragenana kappa. Estes espectros apresentam reduzida absorvancia na
regido 805 cm” (DA2S), o que significa a presenca de pequenas quantidades de
carragenana iota. O récio entre as bandas de absorgdo 805 ¢ 845 cm™ foi calculado e
usado como parametro para determinar o grau de hibridacao iota/kappa. O racio variou
de 0.59 (E1) e 0.72 (D4), estas variagdes do racio estdo relacionadas com a durag¢do da
cultura da alga e com a quantidade de precursor (mu) presente a data da colheita do K.
alvarezzi.

Os espectros FT-Raman (ver Figura 3.75) do pé de alga (excepto E6) de K.
alvarezzi (D1 — Tanzénia; D3 — Indonésia; D4 — Filipinas; D5 — Madagéscar; E4 —
Panama) e de K. striatum (D5 — Madagdascar) apresentam uma banda proeminente na
regido 845 cm™ (G4S), tipica das carragenanas compostas predominantemente pela
fraccdo kappa e um pico ténue a 805cm™ (DA2S), correspondente & presenca de uma
pequena quantidade de carragenana iota. Os tragos a pontilhado correspondem aos picos
(em forma de ombro) referentes ao percursor bioldgico da carragenana kappa (mu): 821
cm’ (G/D6S) e 870 cm™ (G/D6S). Os picos referentes ao precursor da carragenana
kappa de K. striatum sdo muito ténues, pelo que se pode concluir que esta alga ¢
constituida, sobretudo, por carragenana kappa. Por outro lado, a carragenana nativa
(E6), extraida de K. alvarezii (Panama), possui uma quantidade significativa de
carragenana mu, pois 0s picos relativos a este precursor apresentam-se perfeitamente
visiveis (ver Figura 3.75 — E6).

Os espectros FT-Raman (Figura 3.76 — A) e FTIR-ATR (Figura 3.76 — B)
apresentam, simultaneamente, picos caracteristicos da carragenana kappa e da
carragenana lambda, visto tratar-se de uma amostra industrial de C. crispus
(Gigartinaceae), colhida no Canada, com mistura de geracdes. Os espectros FT-Raman e
FTIR-ATR apresentam uma banda proeminente na regiio 845 cm™ (G4S) no primeiro
caso ¢ a 850 (G4S), tipicas de uma carragenana predominantemente kappa e um pico
ténue a 805 cm™ (DA2S), correspondente & presenga de uma pequena quantidade de
carragenana iota (ndo assinalado). O trago fino corresponde ao pico (em forma de
ombro em Raman) referente ao percursor bioldgico da carragenana kappa (mu): 871 cm”
' (G/D6S). A presenga da carragenana lambda ¢ demonstrada pela presenca, em ambos
os espectros, de uma banda fundida a 811-827 cm™ no FTIR-ATR e 815-830 cm™ no
FT-Raman. A presenca de um pico proeminente a 930 no espectro FTIR-ATR esta
relacionado com a presenca de DA relativa as carragenanas gelificantes.

A Figura 3.77 apresenta os espectros FTIR-ATR e FT-Raman do
Chondracanthus chamissoi (Gigartinaceae) colhido no Chile. Esta espécie apresenta
grandes semelhangas, tanto morfologicas como bioquimicas, com o C. teedei var.
lusitanicus colhido em Portugal. Relativamente a andlise dos espectros FTIR-ATR das
amostras D1la (gametofitos femininos) e Dllc (talos ndo-frutificados), podemos
concluir que estes produzem uma carragenana hibrida do tipo kappa/iota. Os racios
calculados (respectivamente 0.79 e 0.77) sdo semelhantes aos apresentados pela andlise
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dos ficocoldides produzidos pelo C. teedei var. lusitanicus (gametofitos femininos e
talos ndo frutificados). A andlise do p6 de alga por FT-Raman revela-nos a presenga de
uma carragenana hibrida, do tipo kappa/iota mas, além disso, a presenga dos precursores
biologicos das carragenanas gelificantes, ou seja, carragenana mu e nu (picos 815 cm™ e
970 cm™). Finalmente, o espectro FT-Raman do pé de alga dos tetraspordfitos de C.
chamissoi (D11b) revela a presenca de uma outra carragenana hibrida: ksi/theta. Os
picos que permitem diagnosticar a presenga destas carragenanas sao, respectivamente:
815 cm™ (G/D6S) e 850 cm™ (G4S), para a carragenana ksi; 808 cm™ (DA2S) e 825 cm
' (G/D2S) para a carragenana theta.

Os espectros FTIR-ATR (Figura 3.78) do p6 de alga do Eucheuma denticulatum
(Solieriaceae), principal fonte de carragenana iota a nivel industrial, apresentam bandas
de forte absor¢io na regido 905 cm™ (DA2S) e na regiio 805 cm™ (DA2S), tipicas da
presenca de carragenana jota. O racio entre as bandas de absor¢do 805 ¢ 845 cm™ foi
calculado e usado como parametro para determinar o grau de hibridagdo iota/kappa. A
amostra das Filipinas (D9) apresenta um menor racio (0.88) do que a da Tanzania (DS),
com 0.92. Em qualquer dos casos, a carragenana produzida ¢ quase exclusivamente
constituida por carragenana iota. Pela analise dos espectros de FT-Raman do pé de alga
desta carragenofita (Figura 3.78 — D8, D9), confirma-se a presenga de uma carragenana
predominantemente constituida pela fraccdo iota (pico 807 cm™, DA2S) e pelo
respectivo precursor nu (picos 825 cm™ - G/D2S ¢ 970 cm™ - G/D).

A Figura 3.79 apresenta os espectros FTIR-ATR e FT-Raman do p6 de alga
(D12a) e da carragenana extraida alcalinamente (D12b) do B. gelatinum (Solieriaceae),
principal fonte industrial de carragenana beta. Os espectros FTIR-ATR do p6 de alga
(D12a) e da carragenana (D12b) de B. gelatimum, apresentam bandas de forte absor¢ao
na regido 845 cm™ (G4S) e na regido 890 cm™ (B-D-galactose ndo sulfatada), tipicas da
presenca de uma carragenana hibrida kappa/beta. O racio entre as bandas de absorg¢ao
845 ¢ 890 cm” foi calculado e usado como pardmetro para determinar o grau de
hibridagdo kappa/beta. Um racio de aproximadamente 1, em ambos os casos
(carragenana nativa — p6 de alga e carragenana de extraccao alcalina), indica a presenca
de uma carragenana hibrida constituida por percentagens idénticas de fracgdes kappa e
beta. A analise do p6 de alga por FT-Raman revela-nos a presenga de uma carragenana
hibrida, do tipo kappa/beta mas, além disso, a presenca dos precursores bioldogicos das
carragenanas gelificantes, ou seja, carragenana mu e gamma (picos 815 cm™ e 869 cm™)
(Chopin et al., 1999a). Estes picos, referentes aos precursores, desaparecem no espectro
relativo a carragenana extraida alcalinamente (D12b).
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Figura 3.74 — Espectros FTIR-ATR: (E1 — E7) carragenana nativa de K. alvarezii do
Panama (carragenana extraida e analisada apds periodos crescentes de cultura da alga); (D3)
p6 de alga de K. alvarezii da Indonésia; (D1) p6 de alga de K. alvarezii da Tanzania; (D4) p6

de alga de K. alvarezii das Filipinas.
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Figura 3.75 — Espectros FT-Raman: D1 - po de alga de K. alvarezii (Tanzéania); D4 - p6 de alga
de K. alvarezii (Filipinas); D5 - p6 de alga de K. striatum (Madagéscar); D15 — p6 de alga de K.
isiforme (Colombia); E6 - carragenana nativa de K. alvarezii (Panamd); D3 — p6 de alga de K.
alvarezzi (Indonésia).
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Figura 3.76 — Espectros de FT-Raman (A) e FTIR-ATR (B) de C. crispus (D6), com origem no

Canada. Visto tratar-se de uma mistura de geragdes (amostra industrial), os espectros
apresentam, simultaneamente, picos caracteristicos da carragenana hibrida kappa/iota e da

carragenana lambda.
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Figura 3.77 — Espectros de FTIR-ATR e FT-Raman de C. chamissoi (Chile): D11a —
gametofitos femininos; D11b — tetrasporoéfitos; D11c — talos ndo-frutificados.
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Figura 3.78 — Espectros de FTIR-ATR e FT-Raman de E. denticulatum: D8 — Tanzéania; D9 —
Filipinas. Esta espécie, em ambos os casos, produz predominantemente carragenana iota.
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Figura 3.79 — Espectros de FTIR-ATR e FT-Raman de B. gelatinum
(Filipinas): D12a — p6 de alga; D12b — carragenana hibrida kappa/beta
(extraida alcalinamente).

166



Resultados

Tabela 3.7 — Composi¢do das carragenanas produzidas pelas carragendfitas usadas a nivel industrial, determinada
por espectroscopia vibracional (FTIR-ATR e FT-Raman)

Carragenanal
Cédigo Carragendfita Geraciio Origem % peso Analise por Composi¢io
FTIR-ATR .2
seco P Nativa
(racio iota/kappa)
D1 Kappaphycus - Tanzdnia (C)  18.7 0.69 kappa/iota
alvarezii (mu)
D2 Sarcothalia crispata Chile 16.7 i kappa/iota
(mu/nu)
D3 K. alvarezii i Indonésia (C) 20.0 0.64 kappa/iota
(mu)
D4 K. alvarezii i Filipinas (C) 304 0.72 kappa/iota
(mu)
D5 K. striatum Madagéscar kappa/iota
- 75.6 -
© (mu)
D6 Chondrus crispus kappa/iota kappa/iota
Mistura Canada (S) 33.8 (mu/nu) (mu/nu)
lambda lambda/alfa
D7 K. alvarezii - Filipinas (C) 84.4 - -
DS Eucheuma A iota/kappa
denticulatum - Tanzénia (C) 31.5 0.88 (nu)
D9 E. denticulatum - Filipinas (C) 397 0.92 .
D10 E. denticulatum ) Madagascar 353 ) iota
© i (nu)
Dlla Chonc.lrac.anthus GF Chile (S) 142 0.79 kappa/iota
chamissoi (mu/nu)
D11b C. chamissoi T Chile (S) 24.6 - ksi/theta
Dllc C. chamissoi NF Chile (S) 135 077 kappa/iota
(mu/nu)
DI12a Betaphycus e kappa/beta kappa/beta
gelatinum - Filipinas (C) 710 1.004 (mu/gamma)
DI12b B. gelatinum Kkappa/beta
(carragenana NaOH) - Filipinas (C) 71.0 I;PO 04 kappa/beta ®
Dl13a S. crispata NF Chile (S) 146 ) kappa/iota
(mu/nu)
D13b S. crispata GF Chile (S) 54 ) kappa/iota
(mu/nu)
D14 Mas.tocarpus GF Chile (S) 54 ) kappa/iota
papillatus (mu/nu)
D15 Eucheuma isiforme Colombia kappa/iota
- 20.4 -
; ©) (mu?
E1-E7 K alvarezii ) Panamé (C) ) 0.50_071® ka;()giil)ota

T — Tetrasporoéfitos; GF — Gametdfitos femininos; G — Gametofitos; NF — Talos nao-frutificados; C — Alga cultivada;
S — Alga selvagem; 1 - As carragenanas encontram-se identificadas por letras do alfabeto grego; as letras entre
paréntesis () correspondem aos precursores biologicos das carragenanas, presentes nas amostras de p6 de alga; 2 — A
identificacdo da composicdo nativa das carragenanas foi feita com base na andlise por FT-Raman do p6 de alga; 3 —
Analise de carragenana nativa (extrac¢do aquosa); 4 — Alga submetida a periodos crescentes de cultura; 5 — analise da

carragenana hibrida kappa/iota (obtida por extrac¢do alcalina, ou seja, sem precursores) por FT-Raman.
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3.6 — Analise dos ficocoldides por RMN
3.6.1 — Analise por "H-RMN de amostras padrédo de carragenana

Foram analisadas por 'H-RMN amostras de carragenana comerciais (ver alinea
2.9) e amostras de carragenanas extraidas: k (kappa), 1 (iota), A (lambada), p (mu), v
(mu), O (theta), B (beta) e & (ksi). Algumas destas carragenanas foram obtidas por
extraccao total (ver alinea 2.8.1) e por extracgdo alcalina (ver alinea 2.8.2), a partir das
seguintes espécies: Betaphycus gelatinum, Chondracanthus teedei var. lusitanicus,
Eucheuma denticulatum, Gigartina skottsbergii, Kappaphycus alvarezii e Sarconema
scinaioides.

Os deslocamentos quimicos obtidos neste estudo encontram-se sumariados na
Tabela 3.7. Os deslocamentos quimicos dos protdes anoméricos-o. das carragenanas
apresentados na Tabela 3.8, sdo ligeiramente diferentes daqueles apresentados na
literatura (Ciancia et al., 1993a; van de Velde et al., 2002a).

Tabela 3.8 — Deslocamentos quimicos (ppm) dos protdes o-anoméricos das carragenanas, com referéncia ao standard
interno DSS a 0 ppm®.

Carragenana Monossacarideo® Deislqcamento
quimico (ppm)

B (beta) DA 5.074

1 (iota) DA2S 5.292

K (kappa) DA 5.093

A (lambda) D2S,6S 5.548

v (nu) D2S,6S 5.501

u (mu) D6S 5.238

0 (theta) DA2S 5.30

& (ksi) D2S 5.49

a. Carragenana (30 mg ml™), DSS (10 mM) e Na,HPO, (20 mM) em D,O, determinado a 65 °C.
b.  Os cddigos de letras referem-se a nomenclatura desenvolvida por Knutsen ez al. (1994)

Em adicao as unidades repetitivas de carragenana mais comuns encontram-se,
frequentemente, ‘“‘contaminantes” em amostras laboratoriais e industriais de
carragenana. O 4cido piravico ¢ um componente comum que surge nalgumas
carragenanas de estrutura complexa; este forma um acetal ciclico nas posicdes 4 e 6 de
residuos da galactose 3-ligada. Este substituinte pode ser identificado pela presenca, nos
espectros de RMN, de sinais caracteristicos. O &cido piravico ¢ também detectdvel nos
espectros de "H-RMN pela ressondncia do protdo metil com um deslocamento quimico
de 1.44 ppm relativamente ao DSS. Em adicdo ao sinal do metil sdo observados na
regido dos protdes anoméricos sinais caracteristicos a 5.30 ppm e 5.49 ppm.

No espectro de lH—RMN, o amido florideo, contaminante natural das
carragenanas, detecta-se pela presenca do sinal do protdo anomérico da o(1-4) -ligada
D-glucopiranosil, a 5.35 ppm. A ressonancia do protdo anomérico da o(1-6) -ligada D-
glucopiranosil surge com o deslocamento quimico a 0.39 ppm.

Quando ¢ aplicado 2-propanol, para precipitar as carragenanas num extracto
liquido (método usado nalguns processos laboratoriais e industriais de extrac¢do de
carragenanas) surge, num espectro de 'H-RMN, um sinal (tripleto) caracteristico a
1.169 ppm.
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3.6.2 — Analise por >C-RMN de amostras padrdo de carragenana

Amostras de carragenanas comerciais (ver lista na alinea 2.9) e de carragenanas
extraidas em 4gua e em solugdo aquosa alcalina (Betaphycus gelatinum,
Chondracanthus teedei var. lusitanicus, FEucheuma denticulatum, Gigartina
skottsbergii, Kappaphycus alvarezii e Sarconema scinaioides) foram analisadas por *C-
RMN.

A atribuicdo das ressondncias das carragenanas observadas nos espectros de *C-
RMN foi feita com base nos espectros ¢ nos dados sumariados na literatura (van de
Velde et al., 2002a; Pereira et al., 2003). Os dados referentes aos deslocamentos
quimicos obtidos neste estudo encontram-se sumariados na Tabela 3.9. Os
deslocamentos quimicos dos espectros de '*C NMR da carragenana kappa e iota,
relativamente ao DSS estdo de acordo com os reportados pela literatura (Pereira et al.,
2003), apesar destes terem sido determinados sob diferentes condi¢des. De uma forma
geral, os deslocamentos quimicos sumariados na Tabela 3.8 sdao maiores (em média
cerca de 2.1 ppm) do que os referidos por van de Velde ef al. (2002a). Esta diferenca ¢
igual a diferenca entre os deslocamentos referentes ao DMSO, incluindo aos referidos
por (Usov et al., 1980), relativamente aos medidos com o DSS.

Tabela 3.9 — Deslocamentos quimicos *C-RMN (ppm) das principais carragenanas, com referéncia ao standard
interno DSS a 0 ppm”.

Deslocamentos quimicos (ppm)

. b
Carragenana Unidade 1 2 3 4 3 6
B (beta) G 104.81 71.72 82.58 68.56 77.55 63.49
DA 96.81 72.40 81.64 80.33 79.26 71.72
1 (iota) G4S 104.43 71.53 79.06 74.34 77.04 63.52
DA2S 94.29 77.15 80.04 80.55 79.29 72.02
k (kappa) G4S 104.70 71.72 80.98 76.25 77.00 63.49
DA 97.34 72.11 81.41 80.54 79.07 71.72
A (lambda) G28 105.61 79.61 77.99 66.35 76.51 63.45
D2S,6S 93.85 77.04 71.76 82.61 70.89 70.25
p (mu) G4S 107.00 72.69 80.54 76.25 77.1 63.48
D6S 100.26 70.7 72.8 81.40 70.5 69.89
v (nu) G4S 106.96 72.40 82.42 73.36° 77.15 63.58
D2S,6S 100.53 78.58 70.37 82.13 70.37 70.02
0 (theta) G2S 102.57 79.8 79.4 69.97 77.05 63.38
DA2S 97.81 77.05 79.6 81.75 79.2 72.35
€ (ksi)’ G2S 105.44 66.92
D2S 94.94

a. Carragenana (30 mg ml™), DSS (10 mM) e Na,HPO, (20 mM) em D,0, determinado a 65 °C.
Os codigos de letras referem-se a nomenclatura desenvolvida por Knutsen ef al. (1994).

c.  So algumas poucas ressonancias do espectro da carragenana & esto atribuidas na literatura (Falshaw e
Furneaux, 1995a). Um estudo detalhado da interpretagdo do espectro RMN da carragenana hibrida &/6 esta
a decorrer neste momento e o resultado sera publicado brevemente (Usov, A. L.; Shashkov, A. S.; Rollema,
H. S.; Pereira, L.; Van de Velde, F. Carbohydr. Res., em preparagdo).
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3.6.3 — Analise dos ficocoldides produzidos pelas carragendfitas
3.6.3.a — Carragendfitas portuguesas

A informagdo sobre as datas de colheita, gerag¢do, tipo e quantidade de
carragenana produzida por cada uma das algas estudadas, encontra-se na Tabela 3.10. O
resumo da analise da composigdo (por espectroscopia de 'H-RMN) das carragenanas
obtidas a partir das diferentes carragendfitas portuguesas estudadas encontra-se na
Tabela 3.11.

Os espectros 'H-RMN das carragenanas extraidas alcalinamente dos gamet6fitos
de Ahnfeltiopsis devoniensis (Figura 3.81) revelam, na zona dos protdes anoméricos,
dois sinais principias a 5.29 ppm e a 5.09 ppm. Estes sinais correspondem aos protdes
anoméricos da carragenana iota (DA2S) e da carragenana kappa (DA), respectivamente.
Um componente menor, detectado no espectro B (Figura 3.81), origina um sinal ténue a
5.50 ppm que corresponde a presenca da carragenana nu (D2S,6S). As intensidades das
ressonancias anteriormente referidas sdo usadas para quantificar cada um dos
componentes presentes na carragenana extraida do 4. devoniensis (Tabela 3.10).

A Figura 3.82 apresenta os espectros 'H-RMN das carragenanas extraidas de
Calliblepharis jubata (F e G - talos nao frutificados, H - gametofitos femininos e I -
talos tetrasporicos). Todos os espectros, excepto o espectro G, apresentam trés sinais
principais: 5.50 ppm (carragenana nu), 5.29 ppm (carragenana iota) e¢ 5.09 ppm
(carragenana kappa). O espectro G apresenta um sé sinal, na zona dos protdes
anoméricos, correspondente a carragenanas iota (5.29 ppm).

Os espectros 'H-RMN das carragenanas do Chondracanthus acicularis
encontram-se representados na Figura 3.83. O espectro J (carragenana extraida
alcalinamente dos gametodfitos femininos) apresenta dois sinais proeminentes a 5.29
ppm (carragenana iota) e a 5.09 ppm (carragenana kappa) e dois sinais ténues a 5.49
ppm (piruvato) e a 5.35 ppm (amido florideo). O espectro L (carragenana extraida
aquosamente dos gamet6fitos femininos) apresenta os mesmos sinais do espectro J,
estando apenas ausente o sinal 5.35 ppm referente ao amido florideo. O espectro M
(carragenana extraida dos talos — aparentemente - tetraspdricos de C. acicularis)
apresenta sinais a 5.49 ppm (carragenana ksi), 5.30 ppm (carragenana theta) e 5.093
ppm (carragenana kappa). A presenca de carragenana kappa nesta amostra pode ser
explicada pelo facto de, como explicado anteriormente (ver alinea 3.3.7), devido a
natureza dos talos desta espécie (delgados e muito emaranhados) ndo ser facil separar as
diferentes geragdes, ou entdo, como referido noutros trabalhos (Gaspar, 2002) o C.
acicularis poder apresentar, tal como a Gigartina pistillata, talos heterosporicos,
apresentando, simultaneamente no mesmo talo, ramos com cistocarpos € ramos com
soros de tetrasporocistos.

As carragenanas dos talos nao-frutificados de Chondracanthus teedei var.
lusitanicus revelam, na zona dos protdes anoméricos dos espectros de 'H-RMN, dois
sinais proeminentes: um a 5.29 ppm e outro a 5.09 ppm (Figura 3.84 — N, O). Estes
sinais correspondem aos protdes anoméricos da carragenana iota (DA2S) e da
carragenana kappa (DA), respectivamente. Os componentes menores, detectados nos
espectros das carragenanas dos gametofitos femininos (Figura 3.84 — P, Q) originam
sinais ténues a 5.35 ppm e correspondem os protdes anoméricos do amido florideo,
contaminante natural de algumas amostras de carragenanas. Outros componentes
menores encontrados nos espectros das carragenanas nativas (Figura 3.84 — R, S) dao
origem a sinais a 5.50 ppm (carragenana mu) e 5.24 ppm (carragenana nu) e
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correspondem aos precursores biologicos das carragenanas gelificantes kappa e iota,
respectivamente.

O espectro C-RMN da carragenana extraida alcalinamente (gametofitos
femininos e talos ndo frutificados) apresentam, na regido anomérica, trés picos
principias (Figura 3.86 — P, N): 104.43 ppm, referente ao carbono anomérico dos
residuos de B-D-galactose-4-sulfato (G4S), comum as carragenanas kappa e iota; 97.34
ppm, correspondente ao carbono anomérico da 3-6-anidro-galactose (DA) da
carragenana kappa e 94.29 ppm relativo ao carbono anomérico da anidro-galactose-2-
sulfato (DA2S) da carragenana iota.

Os espectros de "C da carragenana nativa e extraida alcalinamente dos
tetrasporofitos (Figura 3.86 — U, T) mostram sinais a 105.44 ppm e 94.94 ppm, relativos
aos carbonos anoméricos da carragenana ksi, e 102.57 ppm e 97.81 ppm, relativos aos
carbonos anoméricos da carragenana theta. Os espectros de 'H-NMR (Figura 3.85)
confirmam o diagnéstico resultante da anélise dos espectros de >C, apresentando sinais
a 5.49 ppm (carragenana ksi), 5.30 ppm (carragenana theta), em todas as amostras
estudadas: T (carragenana extraida alcalinamente dos talos tetrasporicos); U
(carragenana nativa obtida dos talos tetrasporicos); e V (carragenana nativa modificada
alcalinamente).

A Figura 3.87 apresenta espectros 'H-RMN de uma amostra comercial (WCFS)
de carragenana lambda e das carragenanas extraidas de gametofitos femininos (GF) de
C. crispus e de G. pistillata, de tetraspordfitos (T) e de talos heterosporicos — ramos
portadores de soros tetrasporicos (H®) de Gigartina pistillata (extracgdao alcalina).
Estes espectros apresentam cinco sinais distintos: 5.09 ppm (carragenana kappa), 5.29
ppm (carragenana iota), 5.55 ppm (carragenana lambda), 5.49 (carragenana ksi), 5.30
ppm (piruvato) e 5.35 (amido florideo).

A Figura 3.88 apresenta os espectros 'H-RMN das carragenanas extraidas
alcalinamente de Gymnogongrus crenulatus (talos tetrasporobldsticos). Todos os
espectros apresentam dois sinais principais: 5.09 ppm (carragenana kappa) e 5.29 ppm
(carragenana iota). Dois sinais secundarios surgem a 5.35 ppm (amido florideo) e a 5.49
ppm (piruvato).
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DA2S DA

D2S, 6S

Figura 3.81 — Espectros "H-NMR das carragenanas extraidas de Ahnfeltiopsis devoniensis: A, B, C,
D, E (gametofitos, extracgdo alcalina). As diferentes fracgdes de carragenana, constituintes de cada
amostra, encontram-se identificadas por letras do alfabeto grego. O codigo de letras refere-se a
nomenclatura desenvolvido por Knutsen et al. (1994).
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Figura 3.82 — Espectros 'H-NMR das carragenanas extraidas de Calliblepharis jubata: F (talos ndo
frutificados — extracgdo alcalina); G (talos ndo frutificados — extracgdo alcalina); H (gametofitos
femininos — extrac¢do alcalina); I (tetrasporofitos — extracgdo alcalina). As diferentes fraccoes e

carragenana, constituintes de cada amostra, encontram-se identificadas por letras do alfabeto grego.

O codigo de letras refere-se & nomenclatura desenvolvido por Knutsen et al. (1994).
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Figura 3.83 — Espectros 'H-NMR das carragenanas extraidas de Chondracanthus acicularis: J
(gametofito feminino - extrac¢do alcalina); L (gametofito feminino - extrac¢do aquosa); M (mistura
de geracdes ou talos heterosporicos — extraccao alcalina). As diferentes fraccdes de carragenana,
constituintes de cada amostra, encontram-se identificadas por letras do alfabeto grego. O codigo de
letras refere-se a nomenclatura desenvolvido por Knutsen et al. (1994).
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Figura 3.84 — Espectros 'H-NMR das carragenanas extraidas de Chondracanthus teedei var.
lusitanicus: N (talos ndo frutificados — extrac¢ao alcalina); O (talos ndo frutificados — extrac¢ao
alcalina); P (gametofitos femininos — extraccao alcalina); Q (gametofitos femininos — extracgédo

alcalina); R (talos ndo frutificados — extrac¢@o aquosa); S (gamet6fitos femininos — extrac¢ao

aquosa). As diferentes fraccdes de carragenana, constituintes de cada amostra, encontram-se
identificadas por letras do alfabeto grego. O cédigo de letras refere-se a nomenclatura desenvolvido
por Knutsen et al. (1994).
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Figura 3.85 — Espectros 'H-NMR das carragenanas extraidas de Chondracanthus teedei var.
lusitanicus: T (tetraspor6fitos - extracgdo alcalina); U (tetrasporofitos - extracg@o aquosa); V
(tetrasporofitos — transformacgéo alcalina da amostra U). As diferentes frac¢des de carragenana,
constituintes de cada amostra, encontram-se identificadas por letras do alfabeto grego. O cédigo de
letras refere-se & nomenclatura desenvolvido por Knutsen et al. (1994).
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Figura 3.86 — Espectros *C-NMR das carragenanas extraidas de Chondracanthus teedei var.
lusitanicus: P (gameto6fitos femininos - extrac¢do alcalina); N (talos ndo frutificados - extrac¢ao
alcalina); U (tetrasporofitos — extracgdo aquosa); T (tetrasporofitos — extraccdo alcalina). As
diferentes frac¢des de carragenana, constituintes de cada amostra, encontram-se identificadas
por letras do alfabeto grego. O codigo de letras refere-se a nomenclatura desenvolvido por
Knutsen et al. (1994).
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Figura 3.87 — Espectros 'H-RMN de uma amostra comercial (WCFS) de carragenana lambda e
das carragenanas extraidas de gametofitos femininos (GF) de C. crispus e G. pistillata, de
tetrasporofitos (T) e de talos heterosporicos — ramos portadores de soros tetrasporicos (H®) de

Gigartina pistillata (extraccdo alcalina). As diferentes frac¢des de carragenana, constituintes de cada
amostra, encontram-se identificadas por letras do alfabeto grego. O codigo de letras refere-se & nomenclatura
desenvolvido por Knutsen et al. (1994).
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Figura 3.88 — Espectros 'H-NMR das carragenanas extraidas de Gymnogongrus crenulatus: Y
(talos tetrasporoblasticos - extrac¢do alcalina); Z (talos tetrasporoblasticos - extracgdo alcalina); W
(talos tetrasporoblésticos — extrac¢do alcalina). As diferentes fraccdes de carragenana, constituintes
de cada amostra, encontram-se identificadas por letras do alfabeto grego. O cédigo de letras refere-

se a nomenclatura desenvolvido por Knutsen et al. (1994).
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Tabela 3.10 — Composicao das carragenanas produzidas por cada carragenofita estudada, determinada por
espectroscopia de 'H-RMN

Carragenana produzida

- , ~ D °
Codigo Carragenofita Geracio ata d ¢ Tipo de o Composicao da
colheita N peso o
extraccao carragenana (%mole)
seco
A Ahnfeltiopsis G Ago. 2001 NaOH 12.1 19.8 kappa, 80.2 iota
devoniensis
B A. devoniensis G Jul. 2001 NaOH 11.0 16.7 kappa, 81.1 iota, 2.2 nu
C A. devoniensis G Jun. 2001 NaOH 6.4 29.4 kappa, 70.6 iota
D A. devoniensis G Dez. 2001 NaOH 132 223347 k?gt‘;a’ 63.3-77.7
E A. devoniensis® G Jul. 2002 NaOH 18.0 18.5 kappa, 81.5 iota
Calliblepharis . 2.0 kappa, 89.3 iota, 8.7 nu
F jubata NF Mai. 2001 NaOH 17.6 (25.0 % amido florideo)
. o
G C. jubata NF Fev. 2002 NaOH 18.5 1000 iota (23.8 % amido
florideo)
H C. jubata GF Abr. 2001 NaOH 26.5 79.7 iota, 20.1 nu
1 C. jubata T Mai. 2001 NaOH 21.1 1.7 kappa, 79.8 iota, 18.5 nu
60.4 kappa, 34.4 iota, 5.2
y  Chondracanthus GF Jul. 2001 NaOH 55.5 piruvato (6.4 % amido
acicularis p
florideo)
L C. acicularis GF Jul. 2001 H,0 - 58.8 kappa, 34.5 ota, 6.8
piruvato
M C. acicularis Mistura Out. 2001 NaOH 610  228kappa, f{l i4 theta, 45.9
Chondracanthus
N teedei var. NF Dez. 2001 NaOH 25.9 49.8 kappa, 50.2 iota
lusitanicus
6] C. teedei lus. NF Ago. 2002 NaOH 26.2 55.8 kappa, 44.2 iota
3 V)
P C. teedei lus. GF Jun. 2001 NaOH 436 O81kappa 41.9ota (5.0%
amido florideo)
. 55.7 kappa, 44.3 iota (11.4
Q C. teedei lus. GF Fev. 2002 NaOH 39.6 % amido florideo)
R C. teedei lus. NF Nov. 2003 H,0 - 47.2 kappa, 43.8 iota, 0.7
mu, 6.3 nu
S C. teedei lus. GF Abr. 2003 H,0 - 32.7 kappa, 37.5 iota, 4.6
mu, 5.2 nu
T C. teedei lus. T Set. 2001 NaOH 35.6 33.0 theta, 67.0 ksi
U C. teedei lus. T Nov. 2003 H,0 - 33.0 theta, 67.0 ksi
\% C. teedei lus. T Nov. 2003 Transformagao - 33.0 theta, 67.0 ksi
alcalina de “U
. Gigartina 48.7 kappa, 44.5 iota, 6.8
Fig. 3.87 pistillata GF Ago. 2001 NaOH 397 piruvato, amido florideo
. .. lambda, ksi
Fig. 3.87 G. pistillata T Mar. 2002 NaOH 355 piruvato, amido florideo
Fig.387  G. pistillata H® Set. 2001 NaOH 54.4 lambda, ksi

piruvato, amido florideo
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Tabela 3.10 (Continuagdo)

. ; 100.0 lambda
Fig. 3.87 C. crispus T Fev. 2002 NaOH 39.1 amido florideo
Grmnoeonerus 59.7 kappa, 31.5 iota, 1.7
Y ymnogons TB Set. 2001 NaOH 5.3 mu, 7.1 piruvato (13.3 %
crenulatus

amido florideo)

60.0 kappa, 28.9 iota, 4.0
Z G. crenulatus TB Fev. 2002 NaOH 11.2 mu, 7.1 piruvato (4.9 %
amido florideo)

64,1 kappa, 30.8 iota, 5.1

w G. crenulatus TB Mar. 2003 NaOH 16.6 piruvato (11.2 % amido
florideo)
Mastocarpus 61.8 kappa, 35.9 iota, 2.3
K G Fev. 2002 NaOH 22.5 piruvato (7.4 % amido
stellatus p
florideo)
Cultura
Xb M. stellatus G laboratorial em NaOH 15.2 59.0 kappa, 41.0 iota
“plexiglass”

T — Tetrasporofitos; GF — Gametofitos femininos; G — Gametofitos; NF — Talos ndo-frutificados; TB — Talos
tetrasporoblasticos; 1 — A fracgdo molar dos componentes de cada carragenana € calculada a partir da intensidade
integrada do protdo anomérico correspondente / somatdrio das intensidades integradas de todos os protoes
anoméricos relativos a cada unidade de carragenana (incluindo a carragenana com piruvato); 2 - Amostra colhida em
Miramar;

5.80 5.70 5.60 5.50 5.40 5.30 5.20 5.10 5.00 4.90 4.80 ppm

Figura 3.89 — Espectros 'H-NMR das carragenanas extraidas de Mastocarpus stellatus: K
(gametofitos - extracgdo alcalina); Xb (gametofitos de cultura laboratorial - extracgéo alcalina). As
diferentes fracg¢Oes de carragenana, constituintes de cada amostra, encontram-se identificadas por
letras do alfabeto grego. O cdodigo de letras refere-se & nomenclatura desenvolvido por Knutsen et
al. (1994).
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Tabela 3.11 — Quadro sintese da anélise da composigéo (por espectroscopia de 'H-RMN) das carragenanas obtidas a
partir das diferentes carragendfitas portuguesas estudadas

, Composi¢io das carragenanas produzidas * Amido
Carragendfita e : : .
tipo de extracgdio Kappa Iota Mu Nu Lambda Theta Ksi Plruvatob ﬂorldfo
(Yomole) (% mole) (%mole) (Yomole) (% mole) (%mole) (%omole) (% mole) (%)

Ahnfeltiopsis devoniensis G
NaOH | 17-35  65-%2 - - - - - - [ -
Calliblepharis jubata GF
NaOH - 80 - 20 - - - - [ -
Calliblepharis jubata NF
NaOH 0-2 89 - 100 - 0-9 - - - - | 23-25
Calliblepharis jubata T
NaOH 2 80 - 19 - - - - | -
Chondracanthus acicularis GF
H,O 59 34 - - - - - 7 -
NaOH 60 35 - - - - - 5 7
Chondracanthus acicularis T (Obs. mistura de geragdes ou talos heterosporicos)
NaOH 23 - - - - 31 45 - | -
Chondracanthus teedei var. lusitanicus GF
H,O 53 37 5 5 - - - - -
NaOH 58 42 - - - - - - 5
Chondracanthus teedei var. lusitanicus NF
H,O 47 -51 39-46 0-2 7-9 - - - - 0-3
NaOH 49 - 51 49 - 51 - - - - - - -
Chondracanthus teedei var. lusitanicus T
H,O - - - - - 33 67 - -
NaOH - - - - - 33 67 - -
Gigartina pistillata GF
NaOH [ 49 45 - - - - - 6 | -
Gymnogongrus crenulatus TB
NaOH 60 - 64 29-32 2-4 - - - - 5-7 | 5-13
Mastocarpus stellatus G
NaOH 59 -62 36 -41 - - - - - 2 7

a. A frac¢do molar dos componentes de cada carragenana é calculada a partir da intensidade integrada do protao anomérico
correspondente / somatorio das intensidades integradas de todos os protdes anoméricos relativos a cada unidade de carragenana
(incluindo a carragenana com piruvato). As amplitudes indicam que para algumas espécies foram analisadas, por espectroscopia 'H-
RMN, varias amostras.

b. Intensidade integrada do sinal a 5.49 ppm da carragenana com piruvato / somatdrio das intensidades integradas de todos os protdes

anoméricos de cada carragenana identificada.

c. Intensidade integrada do sinal a 5.35 ppm / intensidade integrada total entre 5.0 e 5.7 ppm.

T — Tetrasporofitos; GF — Gametofitos femininos; G — Gametofitos; NF — Talos nao-frutificados; TB — Talos tetrasporoblasticos.
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3.6.3.b — Carragendfitas usadas a nivel industrial

Virias espécies de algas usadas a nivel industrial (“CP Kelco” e “Degussa texturant
systems”) na extrac¢do de carragenanas foram analisadas por espectroscopia de 'H-
RMN. A lista das carragenanas, algas que lhes deram origem, fornecedores e a
respectiva composi¢ao (%emole) encontra-se descrita na Tabela 3.12.

Tabela 3.12 — Composi¢do molecular das carragenanas produzidas comercialmente baseada em espectroscopia de
1
H-NMR

Composicao das

()
carragenanas (%omole) Outros componentes (%)

Fornecedor Carragendfita -
. . Amido
18 1 p v A Piruvato  n.i. florideo
CP Kelco Agardhiella sp. 1 97 2 11
CP Kelco Catenella impudica 8 89 1 2
CP Kelco Chondrus crispus 75 25
CP Kelco C. crispus 70 28 2 2
Degussa C. crispus 64 36 6 6
CP Kelco FEucheuma denticulatum 4 96 1
Degussa E. denticulatum 4 96 4 12
CP Kelco E. platycladum 79 17 3 1
CP Kelco Gigartina skottsbergii 59 41 1
CP Kelco Grateloupia indica 39 53 8 5
CP Kelco Hypnea musciformis 98 2 1
CP Kelco Kappaphycus alvarezii 93 7
Degussa K. alvarezii 90 10 1
CP Kelco Mazaella laminarioides 55 43 2
Degussa M. laminarioides + 45 47 8 6 7
Sarcothalia crispata
CP Kelco Sarconema scinaioides 4 68 2 26 14 15
CP Kelco Sarcothalia crispata 57 42 1

n.i. — ndo identificado

3.7 — Peso molecular, composi¢cdao catidnica das carragenanas
estudadas e “diagrama de Stancioff”

3.7.1- Peso molecular de carragenanas extraidas de -carragendfitas
portuguesas

Foi feita a determinacdo do peso molecular por Sec-Malls de amostras de
carragenanas extraidas (Tabela 3.13) e de extractos liquidos contendo carragenanas em
solucdo (Tabela 3.14). De uma forma geral pode-se concluir que as carragenanas
hibridas de C. crispus (alga usada a nivel industrial) e de C. teedei var. lusitanicus
possuem pesos moleculares idénticos (ver Tabela 3.14). Relativamente as mesmas
espécies, a familia das carragenanas lambda (lambda e hibridos ksi/theta) tém pesos
moleculares superiores aos das carragenanas da familia kappa (hibridos kappa/iota) (ver
Tabela 3.14). De uma forma geral, as amostras resultantes da extrac¢do aquosa
apresentam um peso molecular mais baixo do que as amostras extraidas alcalinamente
(ver Tabela 3.13).
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Tabela 3.13 — Peso molecular médio das carragenanas extraidas

, N Data de Tipo de Peso
Carragendfita Geracio  Carragenana . ~ Molecular
colheita extraccao
(kDa)
Chondracanthus GF kappa/iota/ Jul. 2001 Aquosa 396
acicularis piruvato
C. acicularis GF kappa/iota Jul. 2001 Alcalina 403
C. acicularis T (ou H) kappa/ksi/theta Out. 2001 Aquosa 725
Chondrus crispus NF kappa/iota Ago. 2001 Aquosa 440
C. crispus NF kappa/iota Ago. 2001 Alcalina 827
Chondracanthus teedei GF kappa/iota/mu/ Jun. 2003 Aquosa 43
var. lusitanicus nu (em autoclave)
C. teedei var. lusitanicus ~ NF kappa/iota/nu/ Out. 2001 Aquosa 542
nu
C. teedei var. lusitanicus ~ NF kappa/iota Fev. 2002 Alcalina 682
Gigartina pistillata T Lambda Nov. 2003 Aquosa 519
Mastocarpus stellatus G kappa/iota/ Mai. 2001 Aquosa 491
piruvato

T — Tetrasporofitos; GF — Gametofitos femininos; G — Gametofitos; NF — Talos ndo-frutificados; TB — Talos tetrasporoblasticos;
H — Talos heterosporicos.

Tabela 3.14 — Peso molecular médio da solucdo de carragenanas (extracto liquido antes da precipitacdo alcoolica das
carragenanas)

Carragendfita Geracao Carragenana  Data de Extraccao Extraccao
produzida colheita aquosa alcalina

PM (kDa) PM (kDa)

Chondrus crispus GF kappa/iota Fev. 2001 535.9 559.0

crispus

C. crispus NF kappa/iota Fev. 2001 * 627.7

C. crispus T lambda Out. 2001 1641 *

Chondracanthus teedei  GF kappa/iota Set. 2001 677.6 *

var. lusitanicus

C. teedei var. NF kappa/iota Ago. 2002 635.9 719.3

lusitanicus

C. teedei var. T ksi/theta Mai. 2001 * 950.7

lusitanicus

* Nao foi possivel a determinacdo do PM devido a existéncia de agregados de grandes dimensdes.

3.7.2 — Peso molecular, composicao cationica e “diagrama de Stancioff”
3.7.2.a — Composicao catidnica das carragenanas em estado bruto

A composi¢do catidnica das carragenanas obtidas a partir das carragendfitas
portuguesas estudadas (extraccdo laboratorial alcalina — ver alinea 2.8.3) e a partir das

carragenoéfitas usadas a nivel industrial (extraccao industrial alcalina — ver alinea 2.8.1)
foi determinada por ICP-AES (ver alinea 2.19).
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Tabela 3.15 — Composi¢do catioénica determinada por ICP-AES (%mole)

Fornecedor da

Composicao cationica

carragenana Carragendfita (Yomole)
Na K Ca Mg
CP Kelco Agardhiella sp. 13 35 46 7
Univ. Coimbra Ahnfeltiopsis devoniensis G~ 86 11 3 0
Univ. Coimbra A. devoniensis G 92 6 3 0
Univ. Coimbra A. devoniensis G 90 6 4 0
Univ. Coimbra A. devoniensis G 83 14 2 0
Univ. Coimbra A. devoniensis G 83 15 2 1
Univ. Coimbra Caliblepharis jubata NF 89 O 1 1
CP Kelco Catenella impudica 25 9 59 7
Univ. Coimbra Ch(')ndlfacanthus teedeivar. 83 11 2 5
lusitanicus GF
Univ. Coimbra C. teedei var. lus. NF 82 2 8 7
CP Kelco Chondrus crispus 5 85 8 2
CP Kelco C. crispus 52 44 2 3
Degussa C. crispus 43 52 5 n.d.
CP Kelco Eucheuma denticulatum 32 33 35 nd.
Degussa E. denticulatum 43 54 4 n.d.
CP Kelco E. platycladum 25 47 27 1
CP Kelco Gigartina skottsbergii 15 60 15 10
CP Kelco Grateloupia indica 25 41 30 5
Univ. Coimbra %}g}mnogongrus crenulatus 8 10 2 1
CP Kelco Hypnea musciformis 2 95 2 1
CP Kelco Kappaphycus alvarezii 6 93 1 n.d.
Degussa K. alvarezii 35 64 1 n.d.
CP Kelco Mazaella laminarioides 25 55 9 10
M. laminarioides +
Degussa Sarcothalia crispata 7403 nd
CP Kelco Sarconema scinaioides 4 11 79 6
CP Kelco S. crispata 53 39 1 7

T — Tetrasporofitos; GF — Gametofitos femininos; G — Gametofitos; NF — Talos ndo-frutificados;

TB — Talos tetrasporoblasticos; n.d. — ndo determinado.

3.7.2.b — Composi¢ao das amostras purificadas

Resultados

Algumas amostras de carragenana foram seleccionadas e, em seguida,
purificadas através da didlise em NaCl (ver alinea 2.12). As suas caracteristicas
encontram-se sumariadas na Tabela 3.16. A partir da percentagem relativa da frac¢ao
kappa, presente em cada uma das carragenanas seleccionadas (hibridos kappa/iota), foi

construido o denominado “diagrama de Stancioff” (Figura 3.90).
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Tabela 3.16 — Composicao das amostras purificadas

Resultados

Cédigo® Carragenéfitas”

Conteudo em kappa Peso molecular

Conteudo em

(Yomole)* (kDa)* Na (%mole)*
Agardhiella sp. 1 175 98
Eucheuma denticulatum 3 388 98
E. denticulatum 4 256 99
Catenella impudica 8 168 98
B Ahnfeltiopsis devoniensis G 17 n.d. 92
A A. devoniensis G 20 656 86
D* A. devoniensis G 22 1020 83
C A. devoniensis G 29 n.d. 90
D* A. devoniensis G 35 n.d. 83
N Chondracanthus teedei var. lusitanicus 50 1148 82
NF
Sarcothalia crispata 57 644 99
Gigartina skottsbergii 62 411 97
Chondrus crispus 74 599 98
Eucheuma platycladum 83 370 98
Kappaphycus alvarezii 90 404 98
K. alvarezii 93 444 98
Hypnea musciformis 98 842 99

a — codigo das amostras portuguesas (ver Tabela 3.10); b — G (gametofitos); NF (talos ndo-frutificados); ¢ — fracgdo
molar determinada por espectroscopia 'H-RMN; d — determinado por analise SEC-MALLS; n.d. — nio determinado;
e) fraccdo molar dos catides presentes na amostra determinado por analise ICP; * amostras apresentando amplitude

na percentagem de cada uma das fracgdes constituintes do hibrido dentro da mesma colheita.
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Figura 3.90 — Contetdo da frac¢do kappa em carragenanas hibridas kappa/iota
purificadas (“Diagrama de Stancioff”).
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3.8 — Aspectos morfoldgicos, anatédmicos, citolégicos e
citoquimicos de carragendfitas seleccionadas

3.8.1 — Chondracanthus teedei e Chondracanthus teedei var.
lusitanicus (Gigartinaceae)

A espécie Chondracanthus teedei é facilmente identificavel: o pequeno disco
basilar que a liga ao substrato desenvolve frondes que podem atingir entre 5 a 10 cm de
altura; os eixos principais, atenuados para ambas as extremidades, terminam em ponta e
deles partem ramos pinulados; os ramulos terminais sdo pequenos, espiciformes e
horizontalmente patentes (Figura 3.91 — A a I). Os cistocarpos, pouco numerosos, em
geral solitarios, sésseis e globosos, sdo produzidos nas pinulas ou na parte dilatada das
margens dos ramos; os soros de tetrasporocistos tém também uma localizagdo marginal.
As frondes, cartilagineo-membranéceas, apresentam uma coloragdo purpura-violdcea
(Figura 3.91 - A) que escurece pela dessecacdo, tornando-se amarelo-esverdeada
(Figura 3.91 — D e E) ap6s exposicao solar. Neste estudo foram encontrados exemplares
de C. teedei no Baleal (ver Tabela 3.4).

Os exemplares colhidos nas restantes estacdes de colheita (Tabela 3.4)
apresentam diferencas muito evidentes em relagdo aos espécimes colhidos em Roscoff
(Franga) (Figura 3.91 — A, B e C) e no Baleal (Figura 3.91 — D a I). Os eixos principais
das frondes, tal como as suas ramificacdes, sao mais largos (atingindo 1 cm nas porgoes
mais velhas) conferindo um aspecto mais robusto aos talos que, por vezes, ultrapassam
0s 20 cm de altura (Figura 3.91 —J, L e M); a ramificagdo ¢ mais densa e luxuriante e as
pinulas desenvolvem-se ndo s6 nas margens dos ramos, mas também superficialmente
(Figura 3.94 — C); estas pinulas sdo patentes, simples — algumas vezes bifidas — e muito
agudas, dando as frondes um aspecto espinescente; os cistocarpos, globosos e sésseis
como na espécie tipo, sdo aqui muito numerosos ¢ formam-se, tanto nas pinulas que se
desenvolvem na margem dos ramos (Figura 3.92 — C), como nas que se formam na
superficie da fronde. Pela existéncia deste conjunto de caracteristicas, estes exemplares
foram incluidos num taxon distinto, denominado C. teedei var. lusitanicus (Rodrigues,
1957, 1958).

Os tetrasporofitos (Figura 3.94) exibem soros de tetrasporocistos, com o aspecto
de manchas vermelho-escuras, salientes no talo, sobre o eixo principal e sobre as
ramificacoes laterais (Figura 3.94 — C e D). Os tetrasporocistos mostram disposi¢ao
cruciada dos tetrasporos (Figura 3.94 — F e G), que se libertam por rotura do cortex,
sendo os soros velhos preenchidos por filamentos medulares (Guiry, 1984).

O exame de cortes transversais do talo mostra uma estrutura multiaxial (Figura
3.92 — G e H, Figura 3.94 — H a L), com dois tipos de filamentos (cladomos): de
crescimento ilimitado e de crescimento limitado. Os filamentos de crescimento
ilimitado, presentes na zona medular (Figura 3.92 — G e H), apresentam células
alongadas, hialinas, de contorno aparentemente estrelado (Figura 3.94 — L). Os
filamentos de crescimento limitado formam a zona cortical (Figura 3.92 — G e H, Figura
3.94 — 1), cujas células hialinas de contorno irregular, presentes na parte interna, passam
a elipticas e arredondadas, em direc¢cdo aos bordos. A zona cortical (na regido mediana
do talo) apresenta 8 a 9 (+ 2) camadas de células. Entre a zona cortical e a zona medular
¢ possivel delimitar uma zona de transicao (Figura 3.92 — G e H, Figura 3.94 —J).

Na Figura 394 — E e F (cortes semi-finos ao nivel de um soro de
tetrasporocistos) ¢ evidente que as zonas mais intensamente coradas pelo azul de
toluidina se localizam nos espagos intercelulares, sobretudo na zona cortical.
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Lmm 80 pm
E F
**)
80 pm 20 pm
80 um G 80 pm H
(=) (x)
Zona medular Zona medular
Zona de transigao Zona de transigao

T

Cuticula

Figura 3.92 — Chondracanthus teedei var. lusitanicus: gametofito feminino frutificado, portador da geragdo
carposporofita, colhido em Buarcos (A e B); detalhe de um ramo portador de cistocarpos (C); corte transversal de
cistocarpos segundo orientagdo indicada na figura C (D e E); carpdsporos no interior do cistocarpo (F); corte
transversal do talo segundo a orientaggo indicada na figura C (G e H). Coloragéo pelo lactofenol azul (D a H).
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A D
1 pm
B
1 pm 1 ym
C E
1 pm 1 ym

Figura 3.93 — Chondracanthus teedei var. lusitanicus: ultrastrutura do gameto6fito feminino frutificado, mostrando
parcialmente uma célula plurinucleada (A) e alguns aspectos da diferenciagdo dos carpdsporos (B e C); pormenores
ultrastruturais de um carporocisto, nomeadamente no respeitante ao nicleo, cloroplastos, Golgi e vesiculas nucleadas
(D); notar a abundéncia de grios de amido florideo que dio reacgdo positiva ao “teste de Thiéry” (E).
af — amido florideo, ¢l — cloroplasto, G — Golgi, n — nicleo, nu — nucléolo, vn — vesiculas nucleadas.
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1 mm
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80 um 20 pm 20 pm 20 um

Figura 3.94 — Chondracanthus teedei var. lusitanicus: tetrasporofito frutificado, portador de tetrasporocistos, colhido
em Buarcos (A, B e C); detalhe de ramos portadores de soros de tetrasporocistos (C); corte transversal de um ramo ao
nivel de um soro de tetrasporocisto, segundo a orientagdo indicada na figura D (E); detalhes mostrando tetrasporocistos
e tetrasporos (F e G); corte transversal do talo segundo orientacdo indicada na figura C (H); detalhes mostrando o
cortex (I), zona de transi¢do (J) e medula (L). Coloraggo pelo azul de toluidina (E e F) e pelo lactofenol azul (G a L).
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A B
1 um 1 pm

c D

1 um 1 pm

E F
1 pm 1 ym

Figura 3.95 — Chondracanthus teedei var. lusitanicus (ultrastrutura do tetrasporocisto): fases sucessivas da formagao
dos tetrasporos por divisdo cruciada do tetrasporocisto (A a D); Vistas parciais de dois estadios de maturacéo de
tetrasporocistos mostrando detalhes ultrastruturais do nucleo e cloroplastos (E), do Golgi e vesiculas nucleadas (F).
af — amido florideo, ¢l — cloroplasto, G — Golgi, n — niicleo, nu — nucléolo, vn — vesiculas nucleadas.
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A ultrastrutura dos tetrasporocistos (Figura 3.95) de C. teedei var. lusitanicus
pode resumir-se do seguinte modo: o niicleo, com um nucléolo bem individualizado, ¢
pobre em cromatina condensada (Figura 3.95 — A e B); os cloroplastos, para além dos
seus caracteristicos tilacoide periférico e tilacoides internos ndo associados, mostram
sistematicamente varias areas de ADN e inclusdes electronodensas (Figura 3.95 — B e
E); para além dos graos de amido florideo, que representam o componente celular mais
abundante, uma grande parte do restante citoplasma ¢ ocupado por dictiossomas muito
activos que produzem numerosas vesiculas com um nucleo denso (vesiculas nucleadas)
(Figura 3.95 — F). Tal como acontece nos carposporocistos maduros, as vesiculas
fundem-se para constituir vactolos fibrilares (Figura 3.96 — C) que parecem participar
na elaboragdo da parede. Todo este sistema e o amido ddo reac¢do positiva ao “teste de
Thiéry” (3.96 — B e C).

De um modo geral, a ultrastrutura do carposporocisto (gametofito feminino) nao
se apresenta significativamente diferente da do tetrasporocisto (tetrasporofito) antes da
divisao da célula (Figura 3.93).

B

1 um 1 pym
Cc D E
1 pm 20 pm 20 pm

Figura 3.96 — Chondracanthus teedei var. lusitanicus: aspectos citoquimicos em M.O. e M.E. da geragdo
tetrasporofita, mostrando tetrasporocistos apds “coloragdo” pelo PAS (D), negro de Sudéo B (E) e técnica de Thiéry
(A, B e C). Notar que reagem positivamente a esta técnica ndo s6 o amido florideo, mas também as vesiculas
nucleadas, os vacuolos fibrilares e algumas por¢des da parede.
af — amido florideo, vf — vactiolos fibrilares.
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3.8.2 — Gigartina pistillata (Gigartinaceae)

Esta espécie apresenta-se sob a forma de talos erectos, cilindricos ou
comprimidos, at¢ 20 cm de altura, vermelho-escuro ou vermelho-acastanhado,
cartilaginoso-elasticos, dicotdmicamente ramificados, aderentes ao substrato por
intermédio dum disco de fixagdo (Figura 3.97 e 3.98). Os talos cistocarpicos (Figura
3.97 — B) mostram uma ramificagdo dicotomica mais abundante do que os tetrasporicos
(Figura 3.98 - B). A G. pistillata, apesar de ser a espécie tipo do género, ndo apresenta a
maioria das caracteristicas tipicas das frondes de outras espécies de Gigartina (Kim,
1976; Gayral, 1982; Hommersand et al., 1992).

O talo desta alga exibe uma estrutura multiaxial, na qual ¢ possivel reconhecer
uma zona central com elementos estrelados de grande dimensao (Figura 3.97 - F) e uma
zona cortical de células densas, pequenas, formando cadeias ramificadas e fortemente
pigmentadas (Figura 3.97 — F ¢ 3.98 - F).

O gametdfito feminino possui cistocarpos que, num estddio inicial, nao
sobressaem do talo — setas estreitas (Figura 3.97 - C) tornando-se, porém, evidentes na
fase final do seu desenvolvimento — setas largas (Figura 3.97 - C). Estes cistocarpos,
normalmente sésseis (Figura 3.97 — B, C e D), quando surgem numa posi¢ao terminal,
aparentam ser pedunculados.

O tetraspordfito apresenta soros de tetrasporocistos embebidos na supertficie do
talo (Figura 3.98 — D e E), em areas marginais, localizadas essencialmente em zonas de
ramificagao.

Em ambas as geragdes, uma vez que a regido medular das frondes ¢ composta
por células estreladas, muito semelhantes as células corticais internas (Figura 3.97 - F),
a demarcacao entre a medula e o cortex nao ¢ nitida.

Os talos heterosporicos recolhidos na baia de Buarcos apresentam uma
“morfologia hibrida”, onde parecem estar associados talos tipicamente tetrasporicos e
cistocarpicos bem desenvolvidos (Figura 3.99). A parte tetraspordfita do talo (zona
direita da Figura 3.99 - A) apresenta soros de tetrasporocistos, ligeiramente salientes, de
forma lenticular, mais escuros que as restantes partes do talo (Figura 3.99 - C), em tudo
semelhantes aos observados nos talos isomorficos tetrasporofiticos normais. Em
contrapartida, a parte carpospoérica do talo (Figura 3.99 — A, zona esquerda do talo),
mostra ramificagdes dicotomicas abundantes, portadoras de cistocarpos em posigao
intercalar (Figura 3.99 — B) ou terminal.

A diferenciacdo dos carposporocitos e tetrasporocitos, nestes talos
heterosporicos, ¢ semelhante ao que ocorre nos talos isosporicos de G. pistillata. No
estudo ultrastrutural da carposporogénese (Figura 3.102 - A), para além de
caracteristicas tipicas das Rhodophyceae (cloroplastos com tilacoide periférico e
tilacoides internos nao associados, graos de amido florideo extraplastidial...), o aparelho
de Golgi evidencia-se pelo seu desenvolvimento e actividade, bem patente na
abundancia de dictiossomas e vesiculas nucleadas que, como ja foi referido, parecem
desempenhar um papel chave na génese dos vacuolos fibrilares e subsequente
edificagdo da parede celular (Figura 3.102).

Exceptuando a sua divisdo meidtica cruciada, da qual resultam os tetrasporos
(Figura 3.102 - B), as caracteristicas ultrastruturais das células-mae dos tetrasporos
parecem ser idénticas as observadas durante a carposporogénese (Figuras 3.102 — A e
B). Em sintese: sob o ponto de vista ultrastrutural, a citodiferenciacdo dos carposporos e
dos tetrasporos, nos talos heterosporicos de G. pistillata, ¢ comparavel a que ocorre nos
talos isospdricos (gametofitos femininos e tetrasporofitos, respectivamente).
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A B C
D E F G
. " (=) (=)
N
o
N
5 mm 80 pm 20 um 20 pm

Figura 3.98 — Gigartina pistillata: tetrasporofito frutificado, portador de soros de
tetrasporocistos (A a G); ramos portadores de soros de tetrasporocistos (C e D); corte
transversal de um ramo ao nivel de um soro de tetrasporocisto, segundo a orientacao indicada
na figura D (E); corte transversal do talo segundo orientagdo indicada na figura D (F e G).
Coloragao pelo azul de toluidina (G).

1cm 5 mm 5 mm

Figura 3.99 — Gigartina pistillata: talo heterosporico (A) apresentando ramos portadores de
cistocarpos (zona esquerda do talo) e de soros de tetrasporocistos (zona direita do talo);
ampliagdes dos ramos portadores de cistocarpos (B) e dos ramos portadores de soros de

tetrasporocistos (C).
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20 um 20 ym
C D
20 ym 20 um
E F
20 pym 20 ym
ié Controlo
G Thiéry H

1 um

1 um

Figura 3.100 — Gigartina pistillata: carposporogénese (A a H); aspectos citoquimicos em
MO e ME ap06s “coloracdo” pelo azul de toluidina (A e B), PAS (C e D), negro de Suddo B
(E e F) e técnica de Thiéry (G).
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Figura 3.101 — Gigartina pistillata: tetrasporogénese (A a H); aspectos citoquimicos em MO e ME

apos “colorag@o” pelo azul de toluidina (A e B), PAS (C e D), negro de Sudio B (E e F) e técnica de
Thiéry (G).
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A
af nu
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)/ln
1 pm
B
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n
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Figura 3.102 — Gigatina pistillata (talo heterosporico): A - ultrastrutura do carpésporo em
desenvolvimento (carposporogénese); B - ultrastrutura da formacao dos tetrasporos
(tetrasporogénese).
af — amido florideo, cl — cloroplastos, G — Golgi, n — nlicleo, nu — nucléolo, vn — vesiculas nucleadas.
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3.8.3 — Gymnogongrus crenulatus e Ahnfeltiopsis devoniensis
(Phyllophoraceae)

Os membros da classe Phyllophoraceae aqui estudados (G. Crenulatus e A.
devoniensis), apesar de pertencerem a géneros diferentes, t€ém uma morfologia
semelhante que os torna, por vezes, dificeis de distinguir. No entanto, a sua separagao
pode se feita com base nalgumas caracteristicas chave:

a) O G. crenulatus possui um talo cartilaginoso, vermelho-escuro, com altura até
10 cm (Figura 3.104 — A e B), sendo a estipe cilindrica, curta e originada num pequeno
disco de fixa¢do. O G. crenulatus apresenta ramificagdes sub-dicotomicas em forma de
cinta e apices arredondados, frequentemente mais palidos do que o resto da fronde
(Figura 3.104 — C). As estruturas reprodutoras sdo externas (Figura 3.104 — C e D),
formando pequenas excrescéncias (tetrasporoblastos).

/*

10 mm 5 mm

80 pm 40 pm

Figura 3.104 — Gymnogongrus crenulatus: talo tetrasporoblastico (A a D), portador de tetrasporoblastos
(C); corte transversal do tetrasporoblasto segundo orientagéo indicada na figura C (D); corte transversal do
talo segundo a orienta¢do indicada na figura C (E a G), corados pelo azul de toluidina (E), branco de
calcofluor (F) e observado num microscopio de polarizagio (G).
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b) O A. devoniensis tem, em geral, dimensdes inferiores a 10 cm, uma cor
vermelho-acastanhado. As extremidades ramificadas dicotomicamente, porém, exibem
cor palida, quase esbranquicada (Figura 3.105 — A a C). As frondes, em forma de
pequenos tufos, mostram-se profusamente ramificadas (Figura 3.105 — A). Os
gameto6fitos femininos apresentam cistocarpos esféricos, ligeiramente salientes em
ambos os lados das ramificagdes e com uma auréola esbranquigada ao seu redor (ver
setas na Figura 3.105 — C).

A B C
N
\ N
10 mm 5 mm
D

*) (*)

20 pm 40 pm

Figura 3.105 — Ahnfeltiopsis devoniensis: gametofito feminino frutificado, portador da geracdo
carposporoéfita (A a C); ramos portadores de cistocarpos - setas (C); corte transversal do talo, segundo
orientagdo indicada na figura C (D a F); aspectos citoquimicos em M.O., mostrando um corte
transversal do talo apods “coloragdo” pelo branco de calcoflior (D e E) e observado num microscopio
de polarizagao (F).

3.8.4 — Aspectos citoquimicos

3.8.4.a — Técnicas de coloragao citoquimica

Tendo em vista complementar este estudo morfologico-estrutural com dados de
natureza citoquimica utilizdmos algumas técnicas de coloragdo em microscopia Optica
(MO), por vezes adaptadas a detec¢do a nivel ultrastrutural (ME), essencialmente
orientadas para a identificacdo e localizagdo de compostos de natureza polissacaridica.
Os resultados essenciais foram os seguintes:
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a) Coloragdo com azul de toluidina: Os cortes transversais de G. pistillata
(Figura 3.98 — G e L) e de G. crenulatus (Figura 3.104 — E), mostram uma forte reac¢ao
nas zonas periféricas do talo (zona cortical), enquanto as zonas mais internas (zona
medular) apresentam uma coloracdo mais ténue. Na zona medular a coloragdo pelo azul
de toluidina ¢ mais intensa sobretudo nos espacos intercelulares (Figura 3.97 — L).

De notar ainda, em G. pistillata, que o material intercelular existente entre os
tetrasporocistos (Figura 3.101 — A e B) reage mais intensamente ao azul de toluidina do
que o material intercelular presente entre os carposporos (Figura 3.100 — A e B).

Relativamente a G. pistillata cultivada (Figura 3.103 - A) ¢ possivel observar
que a reac¢do ao azul de toluidina, num corte transversal do talo, ¢ intensa nas zonas
periféricas do talo e ténue nas zonas internas (Figura 3.103 — B). A reacc¢do ao azul de
toluidina, normalmente intensa na zona cortical, deixa de se observar no corte de talo
submetido a um processo de extrac¢ao de carragenanas (Figura 3.103 — C).

b) Coloragao com branco de calcofluor: as zonas internas dos talos reagem a
este corante de forma mais intensa do que as zonas periféricas (Figura 3.97 — H e M),
denotando a presenca de B-glicano sobretudo nas paredes das células medulares. De
notar também, a reac¢ao muito forte ao branco de calcoflior das paredes da células
medulares de G. crenulatus (Figura 3.104 — F) e, em particular, de 4. devoniensis
(Figura 3.105 - D e E).

Estas areas apresentam-se birrefringentes quando observadas ao microscopio
optico de polarizagcdo, indiciando a presenca de uma estrutura com organizacao
cristalina (Figuras 3.97 -1 e N, 3.104 - G e 3.105 - F).

C) Reaccao do PAS: as inclusdes citoplasmaticas de reserva (graos de amido
florideo) reagem positivamente ao PAS (Figuras 3.96 — D, 3.100 —Ce D, 3.101 - C e
D)

d) Teste de Thiéry: as reservas extraplastidiais de amido florideo reagem
positivamente a este teste (Figuras 3.93 —E,3.96-A aC, 3.100- Ge 3.101 — G).
e) Negro de Sudao B: de notar que a inclusdes citoplasmaticas de reserva

(graos de amido florideo), que reagem positivamente ao PAS e a técnica de Thiéry, nao
coram nem com o azul de toluidina, nem com o negro de Sudao B (Figura 3.100 — E/F e
Figura 3.101 — E/F).

3.8.4.b — Micro-analise EDX

Os dados obtidos da analise por EDX dos tecidos de talos de G. pistillata GF,
apresentados sob a forma de % (percentagem atomica) de enxofre, sdo interpretados
como correspondentes & presenca de carragenana (Mccandless et al., 1977). No interior
de uma célula cortical (citoplasma, plastos e grdos de amido florideo) os niveis de
enxofre estdo abaixo do detectavel, mas quantidades significativas deste elemento estdo
presentes tanto na parede celular como na matriz intercelular (Figura 3.103 — D). As
quantidades de enxofre detectadas denunciam a existéncia de um gradiente de
concentragdo, da parte mais interior da parede celular até a matriz intercelular: parte
interior da parede celular (3.98 %); parte exterior da parede celular (7.19 %); zona de
transi¢do entre a parede e a matriz (10.39 %); matriz intercelular (11.43 %).

Os tecidos submetidos a um processo de extracc¢ao alcalina (ver alinea 2.8.3) ndo
apresentam quantidades de enxofre detectaveis.
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4.1 - Organizagao e natureza bioquimica dos polissacarideos
presentes nas carragendéfitas

4.1.1 - Aspectos ultrastruturais de algumas Gigartinales estudadas

As Gigartinales constituem a maior ordem, em numero de familias, das
Rhodophyceae (Kraft, 1981; Graham e Wilcox, 2000), mas a ultrastrutura, das células
envolvidas na reprodugdo, tem sido um tema pouco explorado, em particular no que
concerne a tetrasporogénese. Assim, a ultrastrutura da carposporogénese tem sido
objecto de estudo em diversas espécies das familias Gigartinaceae (Tsekos, 1981, 1983;
Tsekos e Schnepf, 1983), Gracilaraceae (Delivopoulos e Tsekos, 1985b, a, 1986),
Solieriaceae (Klepacki et al., 1995), Caulacanthaceae (Delivopoulos e Diannelidis,
1990b, a) e Plocamiaceae (Kugrens e Delivopoulos, 1986). Em contrapartida, tem sido
muito menos estudada a tetrasporogénese (Pereira e Mesquita, 1994; Pereira et al.,
2002b; Estevez e Caceres, 2003; Ouriques e Bouzon, 2003).

Estes estudos e outros, sobre a morfogénese do talo e das estruturas
reprodutoras, mostram a existéncia de grandes contrastes nos padrdoes de
desenvolvimento nas diferentes espécies, o que tem motivado a publicacdo de varios
trabalhos sobre a sistematica das familias da ordem Gigartinales (Maggs, 1990; Maggs
et al., 1992; Hommersand et al., 1993; Hommersand et al., 1994; Fredericq ¢ Ramirez,
1996; Fredericq et al., 1999; Hommersand et al., 1999; Fredericq et al., 2002). Pelo
contrario, os estudos ao M.E. revelaram uma certa homogeneidade estrutural a nivel
celular (Delivopoulos e Tsekos, 1986; Delivopoulos e Diannelidis, 1990a; Tsekos,
1996; Tsekos et al., 1996b).

Neste nosso trabalho foram analisados alguns aspectos ultrastruturais da
carposporogénese ¢ tetrasporogénese do Chondracanthus teedei var. lusitanicus ¢ da
Gigartina pistillata. Nesta Gltima espécie foi possivel estudar, simultaneamente, numa
unica fronde (talo heterosporico), estes dois aspectos da génese esporica (ver Figuras
3.98,3.93,3.100 e 3.101).

Em termos gerais, as células reprodutoras (carpdsporos e tetrasporos), quando
ainda se encontram encerrados nas respectivas estruturas reprodutoras (cistocarpos e
soros tetrasporicos, respectivamente), encontram-se embebidas numa mucilagem
confluente (ver Figuras 3.93 —E e F, 3.99 — A e B e 3.100 — A e B) e apresentam
caracteristicas que, em termos gerais, sdo concordantes com descri¢cdes anteriores (ver
Resultados e (Tsekos, 1981, 1983; Tsekos e Schnepf, 1983; Delivopoulos e Tsekos,
1986; Delivopoulos e Diannelidis, 1990b, a)). Relativamente ao aparelho de Golgi ha a
salientar a sua intensa actividade, traduzida pela producdo de inimeras vesiculas
nucleadas (ver Figuras 3.92 — D, 3.94 — F e 3.101) que, segundo varios autores,
desempenham fun¢des chave na formagdo da parede celular (Delivopoulos e Tsekos,
1986; Tsekos e Reiss, 1988; Tsekos, 1996). Assim, as paredes destas células resultam
da contribuicdo das vesiculas derivadas dos dictiossomas e também de sacos de
mucilagem com origem em membranas concéntricas citoplasmaticas (Delivopoulos e
Diannelidis, 1990b, a), ou no reticulo endoplasméatico (Delivopoulos e Tsekos, 1986;
Tsekos e Schnepf, 1991; Tsekos, 1996). Na formacao dos tetrdsporos em G. pistillata é
de notar a presenca de um grande nimero de vesiculas nucleadas, aquando da formacgao
centripeta dos septos, durante a divisdo do tetrasporocisto (ver Figura 3.101 — B), o que
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sugere a participacdo activa destas estruturas na génese da parede celular, durante a
tetrasporogénese. De notar ainda que, durante o ultimo estddio da diferenciacdo dos
tetrasporos (ver Figura 3.94 — D), o nimero e tamanho dos grdos de amido florideo
sofre uma substancial reducdo, indicando que este polissacarideo de reserva ¢ usado,
provavelmente, na sintese de parte dos componentes estruturais da parede celular
(Zinoun, 1993).

4.1.2 — Localizacdo celular dos polimeros de celulose e de
carragenana

As matrizes extracelulares das algas vermelhas sdo compostas por uma rede de
microfibrilhas de celulose associada a material amorfo que inclui polimeros de
galactanas sulfatadas, mucilagens e celulose. Em contraste com as paredes,
relativamente rigidas, de outras algas, as da maioria das algas vermelhas sdo flexiveis e
de consisténcia suave, devido a presenca de grandes quantidades de material amorfo e
de uma menor presengca da componente fibrilhar (celulose) (Gretz e Vollmer, 1989;
Gretz et al., 1997; Graham e Wilcox, 2000).

A matriz extracelular das carragendfitas ¢ constituida, em grande parte, por
poligalactanas sulfatadas hidrofilicas. A presenga de D-galactose e anidro-D-galactose
distingue as carragenanas mais sulfatadas, dos agares menos sulfatados (anidro-L-
galactose) (Craigie, 1990; Knutsen et al., 1994). A fun¢do e significado fisiologico da
matriz estao relacionados com a adaptagdo mecanica, hidratagdo e regulacdo osmotica
das carragenofitas ao meio marinho, onde vivem (Kloareg e Quatrano, 1988; Carpita e
Gibeaut, 1993; Whitney et al., 1999).

A localizacao dos polimeros extracelulares in situ, por intermédio de técnicas
citoquimicas (com base quimica e/ou fisica) (ver Tabela 1.5 e alinea 2.13.3), permite
complementar os dados obtidos pelas técnicas espectroscopicas (vibracional e de
ressonancia - ver alinea 2.10) e cromatograficas (ver alinea 2.11).

A distribuicdo dos polissacarideos sulfatados nos talos de C. teedei var.
lusitanicus (Figura 3.93), G. pistillata (Figuras 3.96 e 3.97), Gymnogongrus crenulatus
(Figura 3.103) e Ahnfeltiopsis devoniensis (Figura 3.104), apresenta um gradiente
similar ao observado em vdrias outras carragenofitas, nomeadamente no C. crispus
(Gordon e Mccandless, 1973; Gordon-Mills e Mccandless, 1975; Gordon-Mills et al.,
1978) e em agarofitas, como a Pterocladiella capillacea (Rascio et al., 1991). Ou seja,
existe uma maior concentracdo de polissacarideos sulfatados na parte mais externa dos
talos, sobretudo na zona cortical (ver Figuras 3.96 — G, 3.102 — B e 3.103 — E)
comparativamente a parte mais interna (zona medular).

Relativamente a localizacao da celulose, a coloracao de cortes transversais de G.
pistillata (Figura 3.96 — H, M), G. crenulatus (Figura 3.103 — F) e 4. devoniensis
(Figura 3.104 — D, E), pelo branco de calcofluor (para a localizagdo do B-glicano),
permitiu-nos constatar que as paredes das células medulares, em particular as de G.
crenulatus ¢ A. devoniensis, coram mais intensamente do que as paredes das células
corticais. Esta observacdo ¢ corroborada pela forte birrefringéncia apresentada pelas
paredes das células medulares (ver Figuras 3.96 — N, 3.103 — G e 3.104 — F), quando
observadas sob luz polarizada, denotando a presenga de uma estrutura altamente
ordenada no “nucleo” das paredes celulares (“core walls”). A zona cortical apresenta
uma fraca birrefringéncia e uma reac¢do mais ténue ao branco de calcofluor, indicando
uma concentragao de 3-glicano mais reduzida do que na zona medular.
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Esta organizacdo da parede celular estd de acordo com o observado em
carragenofitas de elevado valor comercial (Gretz ef al., 1997). Tal como acontece com o
K. alvarezii, uma das principais fontes industriais de carragenana kappa (Bixler, 1996),
as carragendfitas por nds analisadas (G. pistillata, G. crenulatus ¢ A. devoniensis) tém,
na celulose, o principal componente polissacaridico fibrilhar da parede celular (ver
Figura 3.103 — D), variando o seu nivel de organizagdo (e, consequentemente o indice
de cristalinidade) de acordo com o tamanho das células (Hoffmann et al., 1995; Lechat
et al., 1997; Lechat et al., 2000).

Os resultados da analise por EDX mostram que as concentragdes mais elevadas
de enxofre e, consequentemente, de carragenana, se localizam nas paredes celulares e na
matriz intercelular, havendo um gradiente crescente de carragenana da regido mais
interna da parede celular em direc¢do a matriz intercelular, tal como acontece em C.
crispus (Mccandless et al., 1977).

4.1.3 — Extracgao das carragenanas

As carragenanas nativas sdo, na maior parte das vezes, combinagdes de unidades
idealizadas de carragenana (ver Tabela 1.1), ocorrendo variagcdes na estrutura, ndo so6 de
alga para alga, mas também de geracdo para geracdo. As diferencas estruturais das
carragenanas também afectam as propriedades fisico-quimicas do ficocoldide e,
consequentemente, as suas diferentes utilizagdes a nivel industrial.

Como vimos, a caracterizagdo da composi¢do polissacaridica natural pode ser
feita através da analise directa do po de alga seca (ver alinea 3.5.3 e 4.1.4), com recurso
a diferentes metodologias espectroscopicas: FTIR-DRIFTS (Chopin ¢ Whalen, 1993),
FTIR-ATR (Pereira e Mesquita, 2004) e FT-Raman (Pereira et al., 2004; Pereira e
Mesquita, 2004).

No entanto, para a identificacdo das diferentes frac¢des de carragenana e dos
respectivos precursores biologicos por *C- ¢ 'H-RMN, ¢ necessario proceder a
extrac¢ao dos ficocoloides, tendo o cuidado de ndo haver transformacao alcalina dos
mesmos. A esse método de extrac¢ao ¢ normalmente dado o nome de “extraccao total”
ou “extracc¢ao aquosa’” (Zinoun, 1993).

Os precursores biologicos (mu e nu) das carragenanas gelificantes (kappa e iota)
contém um grupo éster sulfato na posicao 6 da unidade a-D-galactose 4-ligada (ver
Figura 1.6). Este tipo de estrutura reduz a capacidade da carragenana formar um gel,
devido a interrup¢ao das sequéncias das unidades repetitivas de carrabiose, responsaveis
pela formagdo das estruturas de dupla hélice tipicas da fase de gel (ver alinea 1.6.2 e
Figura 1.9). Grande parte das unidades 6-sulfatadas ¢ convertida na correspondente 3,6-
anidro, durante um longo (30 a 48 h), altamente alcalino (normalmente 0.1 M CaCOH>),
processo de extraccdo. A nivel industrial, os processos de extrac¢do usados tém por
objectivo potenciar a rentabilidade e incrementar o poder gelificante das carragenanas.
Alternativamente, uma menor percentagem de unidades precursoras 6-sulfatadas sdo
convertidas no correspondente 3,6-anidro, em processamentos extractivos de curta
duracdo (2 a 4 h) e brandamente alcalinos (0.02 a 0.1 M NaOH), como acontece no
método usado no nosso laboratério (ver alinea 2.8.2). Neste tipo de processamento ¢é
possivel extrair carragenanas contendo ainda os respectivos precursores biologicos (ver
Tabela 3.10, codigo B, F e H). O processo de extraccdo moderadamente alcalino ¢
usado, a nivel industrial, quando se pretende obter carragenanas soliiveis a frio e/ou com
capacidade viscosificante (Falshaw et al., 2003).

O fraccionamento das carragenanas pelo KCl, usado habitualmente na extrac¢ao
industrial, tem por objectivo separar a frac¢do gelificante da nao-gelificante,
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respectivamente carragenana kappa e carragenana lambda (ver alinea 1.5.2). A
existéncia de extractos com mistura de fracgdes gelificantes e ndo-gelificantes resulta da
utilizacdo industrial de material algal pertencente a familia Gigartinaceae, dos géneros
Chondrus, Gigartina ¢ Chondracanthus, usualmente colhido em populagdes selvagens
(ver Tabela 1.7).

No método laboratorial usado neste trabalho, ndo é necessario o fraccionamento
por KCIl, pois as algas usadas foram cuidadosamente separadas em diferentes grupos,
consoante a espécie e geragdo a que pertenciam. Segundo Smith e Cook (1953) a
técnica de fraccionamento pela adicdo de KCI permite, para além da separacdo da
carragenana kappa da carragenana lambda, a separacdo da carragenana iota, pois este
ficocoldide ndo forma agregados na presenca de ides de potdssio. No entanto, a
separagdo da carragenana kappa da carragenana iota s6 ¢ possivel quando estas se
encontram em misturas € nado numa estrutura hibrida (van de Velde et al., 2001), como ¢
o caso das carragenanas produzidas pelos gametofitos de C. crispus, M. stellatus, G.
pistillata, C. acicularis e C. teedei var. lusitanicus, analisadas neste trabalho. Ou seja, as
carragenanas produzidas pela geragdo gametofita (fase haploide) destas algas sdo
copolimeros, denominados por carragenana “kappa-2” ou “weak-gelling” (Falshaw et
al. 2003), e ndo uma mistura de duas ou mais frac¢des de carragenana (Bixler ef al.,
2001; Falshaw et al., 2001).

O método de extraccdo laboratorial alcalino, usado neste estudo (Pereira et al.,
2003) possibilita a extraccao de carragenanas com baixo indice de degradagdo (Ciancia
et al., 1993b) e, consequentemente, com elevado peso molecular (ver Tabelas 3.13 e
3.14), vindo confirmar que a extrac¢ao de carragenanas da familia kappa e beta, mesmo
em condigdes “suaves” (baixas pressdes € temperaturas), promove a ciclizacdo dos
precursores. No entanto, nalguns casos, ¢ possivel encontrar carragenanas extraidas sob
estas condi¢des, ainda com uma pequena percentagem de precursores bioldgicos (ver,
por exemplo, a composicdo da carragenana extraida do Calliblepharis jubata NF —
Tabela 3.10, codigo F).

Comparativamente as carragenanas obtidas a nivel industrial (ver Tabela 3.15 e
3.16), as carragenanas extraidas das algas portuguesas apresentam, quase sempre,
elevados pesos moleculares, confirmando a existéncia de um processo quimico de
ciclizagdo e um baixo indice de degradacao no método de extrac¢ao usado no nosso
laboratorio.

Naturalmente que as variacdes na rentabilidade das extraccdes também se
reflectem nas caracteristicas fisico-quimicas das carragenanas. Para além da maior ou
menor percentagem dos precursores biologicos presentes nas amostras (ver alinea
4.1.3), o peso molecular das carragenanas também varia grandemente consoante o
método de extrac¢do usado. Os resultados da andlise por SEC-MALLS (ver método na
alinea 2.11 e respectivos resultados em 3.7) mostram uma grande variagdo no peso
molecular das carragenanas, com valores a oscilar entre 43 e 1641 kDa. O peso
molecular das carragenanas depende, para além do método de extraccdo, das espécies
usadas. As amostras de carragenana extraidas pelo método de extraccao laboratorial (ver
alinea 2.8.2) apresentam o peso molecular mais elevado (ver Tabela 3.16).
Provavelmente existem, para além da temperatura e do tempo de extrac¢do, outros
factores que afectam o peso molecular das amostras de carragenana. De uma maneira
geral podemos concluir que as amostras nativas de carragenana (ver método de
extrac¢do em 2.8.2), resultantes da extrac¢do aquosa, exibem um menor peso molecular
do que as resultantes da extraccdo alcalina (ver Tabela 3.13 e 3.14). Podemos ainda
afirmar que o peso molecular das carragenanas dos talos tetraspdricos ¢, em geral,
superior ao das carragenanas dos talos gametofitos (gametofitos femininos e ndo-

208



Discussdo

frutificados). No primeiro caso, a explicagdo para a diferenca dos pesos moleculares
verificados, estd relacionada com a presenca de uma maior ou menor quantidade de
precursores bioldogicos nas amostras de carragenana. Como foi referido anteriormente, a
presenca de precursores (mu e nu) nas carragenanas nativas, com um éster sulfato na
posicdo 6 da unidade a-D-galactose 4-ligada (ver Figura 1.6), impede a formagdo de
cadeias longas de carragenana, promovendo a interrup¢do das sequéncias das unidades
repetitivas de carrabiose e, consequentemente, um menor peso molecular (ver extraccao
aquosa em autoclave do C. teedei var. lusitanicus GF na Tabela 3.13). O tratamento
alcalino promove a ciclizacao das carragenanas pela eliminagdo do sulfato presentes nos
¢ésteres sulfato, em C-6, nos precursores biologicos. A nivel laboratorial e industrial, a
reac¢do de ciclizagdo ¢ levada a cabo pelo ido hidroxido (OH"), presente nas solugdes
alcalinas de NaOH e Ca(OH;), como catalisador, promovendo a formagdao de pontes de
3,6-anidro. Na natureza, a eliminacdo do sulfato e consequente ciclizacdo da
carragenana, ¢ catalizada por uma sulfohidrolase (Wong e Craigie, 1977, 1978).

A ciclizagdo in vivo das carragenanas mu e nu (da qual resulta a carragenana
kappa e iota, respectivamente) ¢ similar a que ocorre nos processos quimicos
intervenientes na extrac¢ao alcalina laboratorial e/ou industrial (Ciancia et al., 1993b).
No entanto, ao contrario do que ¢ referido por estes autores, os derivados ciclizados da
carragenana lambda (sobretudo carragenana theta) também se encontram na natureza
(ver alinea 4.1.4), o que implica a existéncia de um processo de ciclizagcdo promovido,
in vivo, por enzimas adequadas.

As carragenanas da familia kappa e lambda diferem na quantidade e distribuicao
dos grupos sulfato (Painter, 1983); assim, nas carragenanas lambda o agrupamento de
ésteres sulfato em torno do hidroxil, em C-3 da unidade o, funciona como escudo contra
a polariza¢dao ou ionizacao, reduzindo o racio da reaccdo de ciclizagdo. Na pratica, o
tratamento alcalino usado no nosso laboratério ndo ¢ suficiente para promover a
transformacdo da carragenana lambda na forma ciclizada theta. A nivel industrial,
grande parte das carragenanas extraidas dos tetrasporofitos do género Chondrus e
Gigartina sao misturas de carragenana lambda e theta pois, neste caso, a ciclizacdo ¢
incompleta ¢ mais lenta do que aquela que ocorre no tratamento alcalino das
carragenanas da familia kappa (Ciancia et al., 1993b; Falshaw et al., 2003).

4.1.4 — Uso da espectroscopia vibracional (FTIR-ATR e FT-Raman)
na caracterizagao dos ficocoloides

Como foi referido no capitulo “introdugdo” (alinea 1.5.4), a determinagdo
sistematica da composicao polissacaridica nativa das algas teve inicio com os trabalhos
de Chopin e Whalen (1993), através da andlise directa de p6 de alga por FTIR-DRIFTS.
No presente trabalho foram aplicadas metodologias inovadoras na determinagdo da
composi¢do nativa dos coldides produzidos pelas vérias carragenofitas portuguesas e
pelas principais carragenofitas de uso industrial. Com o recurso a técnicas de
espectroscopia vibracional, nomeadamente FTIR-ATR e FT-Raman, tornou-se possivel
determinar, com precisdo, os ficocoldides presentes em cada alga, sem haver
necessidade de proceder a longos e complexos processos de extrac¢do e fraccionamento
das carragenanas e de outros ficocoldides (Pereira et al, 2003; Pereira e Mesquita,
2004).

Apo0s a andlise de diversas algas produtoras de carragenanas da familia lambda
(ver Tabela 3.6 e 3.7), podemos concluir que as variantes da carragenana lambda (theta
e ksi) existem, com frequéncia, na natureza. Assim, a ideia de que os derivados
ciclizados da carragenana lambda s6 se encontram em carragenanas extraidas da fase
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dipléide das Gigartinaceae, através dos tratamentos alcalinos usados na industria
(extraccOes feitas a pressdes e temperaturas elevadas) (Ciancia et al., 1993b), ndo ¢é
correcta. Alguns trabalhos recentes, feitos com base na andlise por RMN de
carragenanas extraidas em condi¢des pouco agressivas (pressoes € temperaturas baixas),
referem a possibilidade dos derivados ciclizados (theta) da carragenana lambda
resultarem de processos enzimaticos que ocorrem nas proprias algas (van de Velde et
al.,2004).

O Chondrus crispus, uma espécie economicamente importante da familia
Gigartinaceae, foi uma das primeiras algas em que a composi¢do das carragenanas
produzidas pela geragdo gametéfita e pela geracdo tetrasporofita foi usada na
confirmacao da identificagdo de talos denominados “ndo-frutificados” (NF), permitindo
uma melhor compreensdo da ecologia desta espécie (McCandless et al., 1973). Como
foi referido na “Introducao”, as Gigartinaceae possuem um ciclo biolégico trigenético,
com gametofitos e tetraspordfitos de vida livre e independente, mas morfologicamente
isomorficos (Fredericq et al., 1992; Scrosati et al., 1994). Facilmente identificaveis
quando as estruturas reprodutoras estdo presentes, as diferentes geragdes sdo, no
entanto, muito dificeis de distinguir visualmente quando os talos se apresentam sem
frutificagdes. Nesta situagdo, dois métodos sdo comumente usados na separagdo dos
gametofitos e dos tetrasporofitos: o método do resorcinol e o da fluorescéncia (Yaphe,
1965; Fournet et al. 1993) (Brown et al., in press).

Com a descoberta de que a carragenana kappa era predominante nos ficocoldide
produzidos pelos gametofitos e a carragenana lambda nos tetrasporofitos, o reagente
acetal-resorcinol, originalmente desenvolvido para determinar a quantidade de 3,6-
anidrogalactose e frutose em polissacrideos (Yaphe e Arsenaul, 1965), passou a ser
usado na distingdo das duas geragdes. A utilidade da técnica foi incrementada quando
Dyck et al. (1985) mostraram que poderia ser directamente aplicada nos talos, sem
haver necessidade duma extrac¢do das carragenanas. Assim, o reagente fica vermelho
quando aplicado aos gametofitos e mantém a cor original quando aplicado aos
tetrasporofitos. Este teste permitiu, durante muitos anos, a investigacao da estrutura das
populacdes e os padroes da zonagdo vertical das diferentes geracdes de C. crispus e de
outras espécies da familia Gigartinaceae (Lazo et al., 1981; Dyck et al., 1985; Bolton e
Joska, 1993; Dyck e De Wreede, 1995; Lindgren e Alberg, 1996; Otaiza et al., 2001).

No caso dos estudos feitos com o C. crispus, também tem sido usado um
segundo método, na distingao das duas geragdes, com base nos trabalhos de Fournet et
al. (Fournet et al., 1993), nos quais se estabeleceu uma correlagdo entre a geracao ¢ a
iridescéncia apresentada pelos respectivos talos. Ou seja, os gametofitos apresentavam
iridescéncia azulada (que faz lembrar uma mancha oleosa, sobre o talo), enquanto que
os tetraspordfitos nao apresentavam qualquer tipo de iridiscéncia. A iridescéncia
apresentada por esta alga foi estudada por Craigie et al. (1992) e esta relacionada com o
namero, espessura ¢ espacamento das lamelas cuticulares. Apesar de haver outros
géneros, da familia Gigartinaceae, que apresentam iridescéncia (por exemplo a /ridaea),
este método da identificacdo das diferentes geragdes ndo pode ser usado como em C.
crispus (Fournet et al., 1993; Brown et al., in press).

No entanto, estas metodologias (do resorcinol e da iridescéncia) apresentam
inumeras restrigdes a sua aplicacdo e um baixo nivel de fiabilidade (Brown ef al., in
press). O método baseado na iridescéncia tem a sua aplicagdo restrita ao C. crispus e a
outras (poucas) espécies com iridescéncia. A técnica do resorcinol s6 pode ser aplicado
em algas (gametofitos) que produzam ficocoldides cujo componente principal seja a
carragenana kappa. Além disso, o teste do resorcinol s6 ¢ Util quando existe uma
alternincia bioquimica na produgdo das carragenanas, de acordo com a alternancia das
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geragdes, tal como acontece nas Gigartinaceae, Petrocelidaceae e nalguns géneros da
familia Phyllophoraceae (ver alinea 1.8 e 4.1.6), ndo podendo ser aplicada na distingao
de geragdes em algas de outras familias da ordem Gigartinales.

Anderson et al. (1968b), Stancioff e Stanley (1969), Christiaen e Bodard (1983),
foram os pioneiros no uso da espectroscopia de infravermelho com o objectivo de
definir a natureza de alguns ficocloides (carragenana e agar) e a confirmar a alternancia
bioquimica dos ficocoldides produzidos pelas duas geragdes (gametodfita e espordfita) de
algumas algas da familia Gigartinaceae (McCandless et al., 1983). A espectroscopia de
infravermelho (IR, “Infrared”) permite revelar uma informacdo detalhada, a nivel
molecular, relativamente as propriedades e a estrutura dos polissacarideos (Pereira et
al., 2003). Esta espectroscopia mede as vibragdes dos grupos funcionais e das pontes
polares, fornecendo informagdes relativas a estrutura molecular dos compostos
analisados. A composi¢do de cada ficocoloide pode, assim, ser determinada pela analise
das diferentes intensidades de radiacdo infravermelha absorvida (Griffiths e de Haseth,
1986).

A espectroscopia de IR foi, até ha pouco tempo, a técnica vibracional mais usada
no estudo da composicdo quimica dos ficocoldides. As suas vantagens principais sao:
necessita apenas de pequenas quantidades de amostra (alguns miligramas); ¢ um método
fiavel e ndo agressivo (Givernaud-Mouradi, 1992; Pereira et al., 2003). No entanto,
durante muitos anos, esta técnica de espectroscopia vibracional implicou morosos e
laboriosos procedimentos na obtencdo de espectros com um bom ricio sinal/ruido
(Chopin e Whalen, 1993). Essa limitagdo foi ultrapassada com o desenvolvimento de
aparelhos de IR associados a programas de andlise algoritmica (transformada de
Fourrier), que deram origem a espectroscopia de FTIR (“Fourrier Transform IR”).

Nos aparelhos de FT todas as frequéncias de varrimento sdo efectuadas
simultaneamente, possibilitando a obtencdo de dados de forma extremamente rapida,
permitindo repetidas analises do composto, num curto periodo de tempo. Assim, passou
a ser possivel a obtengdo de espectros com um racio sinal/ruido muito melhorado e num
curto espaco de tempo (Williams e Fleming, 1980). Chopin e Whalen (1993)
desenvolveram um método de andlise em DRIFTS (“Diffuse Reflectance Infrared
Spectroscopy” — espectroscopia de infravermelho de reflectancia difusa), que permitiu a
determinagdo da composi¢do quimica das carragenanas pela analise directa de alga seca
finamente moida, passando a ndao haver a necessidade de efectuar a extraccdo dos
coldides. No entanto, esse método implica a preparacao de pastilhas com uma mistura
do pé de alga seca e KBr, num racio de aproximadamente 1:10 (p6 de alga:KBr).

Mais recentemente, Pereira et al. (2003) desenvolveram uma técnica de analise
com base na espectroscopia de FTIR-ATR (“Fourrier Transfor Infrared — Attenuated
Total Refelctance” — FTIR de reflectancia total atenuada), que passou a permitir a
andlise da composicdo dos ficocoldides presentes nas algas marinhas (carragenanas,
agar e acido alginico), a partir de p6 de alga seca, sem haver a necessidade de preparar
pastilhas de KBr (Pereira et al., 2003; Pereira et al., 2004) (ver alinea 2.7).

Em contraste com o FTIR, a aplicacdo da espectroscopia “Laser Raman”
tradicional estava limitada a compostos ndo organicos, devido a fluorescéncia induzida
pelo laser de luz visivel e ao elevado ruido de fundo dos espectros de compostos
bioquimicos. Outro problema adicional recorria do facto de haver uma grande
probabilidade da amostra ser destruida pela elevada energia do feixe de luz usado
(Pereira et al., 2003). Entretanto, com a utilizagdo de lasers nd:Y AG, operando a 1064
nm, foi possivel diminuir o nivel de fluorescéncia na analise de amostras de origem
bioldgica.
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Os aparelhos opti-electronicos progrediram drasticamente durante a ultima
década em consequéncia da evolu¢do da tecnologia do estado sélido (Pereira et al.,
2004), tendo como resultado a constru¢do de diodos laser compactos, eficientes e
fiaveis, a emitir luz do visivel ao infravermelho. Os actuais aparelhos de laser Raman
combinam essa nova geragdo de diodos laser e um conjunto de filtros apropriados, que
permitem a analise de amostras de origem biolégica, sem haver o risco de destruicao do
material (Pereira et al., 2003; Pereira et al., 2004).

Durante muito tempo, a espectroscopia laser Raman foi considerada, por alguns
autores (Givernaud-Mouradi, 1992), uma técnica complementar da espectroscopia de
IR. No entanto, certas bandas de fraca intensidade nos espectros de IR surgem nitidas
em Raman, possibilitando uma completa e correcta interpretacdo dos espectros
vibracionais (Pereira e Mesquita, 2004). Em estudos comparativos dos diferentes tipos
de carragenana, os espectros de FTIR-ATR fornecem, normalmente, toda a informacao
necessaria ao correcto diagnostico dos polissacarideos analisados. No entanto, O FT-
Raman permite uma identificagdo mais precisa dos diferentes coldides, em particular
das diferentes frac¢des pertencentes a familia da carragenana Lambda (Pereira e
Mesquita, 2003; Pereira et al., 2003) (ver Tabela 1.1) e dos precursores biologicos da
carragenana kappa e iota (respectivamente, mu e nu) (Pereira e Mesquita, 2004).

Com a combinagdo destas duas técnicas espectroscopicas (FTIR-ATR e FT-
Raman), ¢ agora possivel a identificagdo rapida e fidvel de todos os principais tipos de
ficocoloide: acido alginico, agar, carragenana-kappa, -mu, -iota, -nu, -beta, -gamma, -
lambda, -theta e -ksi (ver Tabela 3.5-A e 3.5-B) (Pereira et al., 2003; Pereira et al.,
2004), tanto a partir de amostras de ficocoloides extraidos como de amostras de alga
seca moida. A aplica¢dao conjunta destas técnicas espectroscopicas tem, como principais
vantagens, as seguidamente descriminadas:

a) Constitui uma metodologia rapida e simples na analise dos ficocoloides.
Bastam alguns minutos, em vez dos varios dias necessarios a extraccdo dos coloides
(ver alinea 1.5.1, no capitulo 1 e alinea 2.8, no capitulo 2).

b) Requer pequenas quantidades de material algal (algumas gramas de peso
fresco ou miligramas de peso seco), possibilitando a analise de amostras herborizadas e,
inclusivamente, de algas ou porg¢des de alga de reduzidas dimensdes;

c) Visto que as algas sdo sujeitas a um processo de manipulagdo e
tratamento minimos (sdo simplesmente secas ¢ moidas), a composi¢ao determinada
representa, o mais fielmente possivel, a composicdo natural do ficocolodide por elas
produzido.

O estudo das carragenanas e/ou p6 de alga seca, por espectroscopia vibracional
(FTIR-ATR e FT-Raman), permitiu-nos determinar as bandas chave para cada um dos
principais tipos de carragenana (ver Tabela 3.5-A e 3.5-B). Assim, todos os espectros
(ver Figuras 3.55 a 3.60) apresentam bandas de forte absor¢do na regido 1210-1260 cm
! correspondentes a0 S=0 dos ésteres sulfato (excepto a carragenana beta) e na regido
1010-1080 cm™, correspondentes & ligagio glicosidica, comum a todas as carragenanas
(Pereira et al., 2003). Os outros grupos quimicos sdo caracteristicos de cada tipo de
carragenana (ver Tabelas 3.4 e 3.5): 3,6-anidrogalactose (DA) a 925-935 cm’;
galactose-4-sulfato (G4S) a 845-850 cm™; galactose-2-sulfato (G/D2S) a 820-830 cm™;
galactose-6-sulfato (G/D6S) a 810-820 cm™ e 3,6-anidrogalactose-2-sulfato (DA2S)
(Roberts e Quemener, 1999; Pereira et al., 2003).
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No espectro de FTIR-ATR, tanto a carragenana kappa como a iota, apresentam
uma bada a 845-850 cm™ (ver Figuras 3.55 a 3.57), mas a banda 800-805 cm™ ¢é
caracteristica e distintiva da carragenana iota (ver Figuras 3.55 e 3.56).

O formato da banda 820-830 cm™ tem sido usado na distingdo da carragenana
lambda (banda larga), da carragenana ksi (banda estreita ¢ aguda) (McCandless et al.,
1983; Correa-Diaz et al., 1990). No entanto, os espectros de FT-Raman apresentam-se
mais claramente definidos, possibilitando a separacdo das diferentes variantes da familia
lambda: a frac¢do lambda apresenta picos a 825 e 900 cm™, a fraccio ksi a 815 e 859
cm’ e a fracgdo theta a 825 cm™ (ver Figura 3.59 e 3.60) (Pereira ¢ Mesquita, 2003;
Pereira et al., 2003; Pereira e Mesquita, 2004). Bandas caracteristicas importantes, tais
como as de 825 ¢ 867 cm™, necessarias a identificagio dos precursores biologicos da
carragenana kappa e iota, mu e nu, respectivamente, sdo mais facilmente visiveis nos
espectros de FT-Raman do que nos de FTIR (ver Figura 3.70 e 3.71) (Pereira e
Mesquita, 2004).

Visto que este tipo de aparelhos (FTIR-ATR e FT-Raman) faz parte do
equipamento standard de muitos Departamentos de Quimica, a aplicagdo das
metodologias descritas neste trabalho vai, com certeza, permitir a substituicdo dos testes
da iridescéncia e do resorcinol, em estudos de ecologia nas Gigartinaceae (Brown et al.,
in press; Pereira e Mesquita, 2004). Passa, assim, a ser possivel a realizacdo de estudos
fiaveis ao nivel da estrutura das populacdes de algas carragenofitas, o desenvolvimento
e a implementacdo de estratégias de colheita sustentdvel de algas com interesse
economico, a avaliagdo da composi¢cdo natural de algas (carragenoéfitas, agarofitas e
algindfitas) com potencialidades industriais, a avaliacdo e controlo da qualidade dos
diferentes lotes de material algal colhido e/ou cultivado, o incremento do conhecimento
da composicao polissacaridica das diferentes espécies e, consequentemente, contribuir
para o desenvolvimento da quimiotaxonomia dos ficocoldides.

Apesar da grande evolucao da técnica espectroscopica vibracional, o FTIR e o
FT-Raman sdo usados somente na determinagdo qualitativa dos ficocoloides sem, no
entanto, os quantificar. Dyrby et al. (2004) e Prado-Fernadez et al. (2003)
desenvolveram técnicas de quimiometria associadas a espectroscopia vibracional para a
quantificagdo “on-line” das diferentes fraccdes constituintes das carragenanas
industriais. No entanto, a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do protao
(‘"H-RMN) ¢é a técnica espectroscopica correntemente usada na quantificagio dos
componentes das amostras de carragenana (van de Velde et al., 2002a; Pereira e
Mesquita, 2004; van de Velde et al., 2004).

4.1.5 - Uso de RMN ('H e "*C) na caracterizagéo dos ficocoldides

Como foi referido anteriormente (ver capitulo 1, “Introducdo”), as carragenanas
naturais sao misturas de diferentes polissacarideos sulfatados, havendo diferengas, na
sua composi¢do, de amostra para amostra. Assim, a analise quantitativa das diferentes
amostras de carragenana ¢ de primordial importancia para a industria fornecedora de
ingredientes e aditivos e, também, para a indlstria alimentar, de forma a assegurar a
qualidade dos seus produtos. Desde os trabalhos pioneiros de Usov e colaboradores
(Yarotsky et al., 1977; Usov, 1984), a espectroscopia de RMN ¢ usada como técnica
preferencial na determinagdo e quantificacdo das diferentes fraccdes em amostras de
carragenana (van de Velde e de Ruiter, 2002; van de Velde et al., 2002a).

Como ja referimos, a espectroscopia de 'H-RMN ¢ usada neste trabalho para
quantificar as diferentes fracgdes constituintes das amostras de carragenana hibrida (ver
alinea 2.10). Esta técnica pode ser usada, em geral, com dois propositos: para a andlise
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qualitativa rdpida de pequenas amostras de carragenana (bastam 5 mg) e para a andlise
quantitativa das diferentes fracgdes presentes nas carragenanas hibridas (Pereira e
Mesquita, 2004; van de Velde et al., 2004).

A determinagdo quantitativa da composi¢ao de diferentes carragenanas, baseia-
se na intensidade da ressonancia dos protdes anoméricos (van de Velde ef al., 2002a).
As ressonancias da carragenana kappa, iota, nu, mu, beta, lambda, theta e ksi,
encontram-se bem definidas na regiio anomérica dos espectros de 'H-RMN (ver
Figuras de 3.81 a 3.89 e Tabela 3.8). No entanto, existe a possibilidade de haver uma
sobreposi¢do de ressonancias quando estdo presentes, na mesma amostra, carragenana-
ksi, -theta e -lambda (ver Figura 3.9-B). Nesse caso, ¢ necessario recorrer a
espectroscopia de *C-RMN, para quantificar as diferentes fracgdes pertencentes a
familia lambda (ver Figura 3.86) (Pereira e Mesquita, 2004).

4.1.5.a — Revisao dos valores dos deslocamentos quimicos das carragenanas
de acordo com as recomendacdes da IUPAC

Os standards internos TSP, DMSO e MeOH (ver alinea 2.10) apresentam
deslocamentos quimicos insensiveis aos diferentes valores de pH. Pelo contrario, a
acetona apresenta um bom sinal a pH 5.5 ¢ 7.2 e um sinal fraco a valores de pH mais
elevados. Assim, a acetona nao deve ser usada como referéncia interna em situagdes de
pH elevado.

A dependéncia dos deslocamentos quimicos dos standards internos as variacdes
de temperatura foi observada nos espectros de '*C obtidos com o standard interno
DMSO. O deslocamento quimico do DMSO foi de 41.29 ppm a 24 °C e de 41.53 ppm a
65 °C. O TSP apresenta um deslocamento quimico de & = -0.18 (*C) e a =-0.017 ('H),
0 que permite o uso deste sal como alternativa ao DSS. Os deslocamentos quimicos do
DMSO (8 =41.53) e do MeOH (& = 51.43), nos espectros de °C, sdo significativamente
diferentes dos referidos e usados por Usov et al. (1980), respectivamente 6 = 39.45 ¢ a
= 50.12, para o DMSO e MeOH. Esta diferencga explica grande parte das discrepancias
observadas por Pereira et al. (2003) na analise das carragenanas hibridas extraidas do C.
teedei var. lusitanicus, com deslocamento 2.5 ppm superiores aos reportados por Usov
(1984) e Zinoun et al. (1993b).

Assim, de acordo com as recomendagdes da IUPAC, foram registados os
espectros de °C- ¢ 'H-RMN, das carragenanas mais representativas, contendo as
unidades basicas repetitivas mais comuns: kappa, iota, lambda, mu, nu, theta, beta e ksi
(ver Tabela 3.8 e 3.9). Os deslocamentos quimicos de todos os atomos de carbono e,
também, dos protdes anoméricos, foram assim reportados relativamente ao standard
interno DSS (6 = 0). A atribuicdo das ressonancias dos espectros de RMN dos diferentes
tipos de carragenana foi feita com base nos dados sumariados na literatura (van de
Velde et al., 2002a). Os valores dos deslocamentos quimicos obtidos no nosso estudo,
relativamente aos espectros de *C- e "H-RMN, foram obtidos com recurso a analise de
amostras de carragenana extraidas de espécies de uso industrial (Betaphycus gelatinum
— carragenana beta, Eucheuma denticulatum — carragenana iota, Kappaphycus alvarezii
— carragenana kappa, Gigartina skottsbergii — carragenana kappa/iota, e de espécies
ainda ndo usadas a nivel industrial, como ¢ o caso do C. teedei var. lusitanicus, alga
produtora de carragenana ksi/theta.

Em adicdo aos principais de tipos de carragenana, foi também analisada uma
amostra contendo alguns constituintes menores e os “contaminantes” mais frequentes:
Sarconema scinaioides — piruvato e amido florideo. O piruvato ¢ um componente
comum de muitas das carragenanas complexas (Falshaw et al., 2003). Este componente
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forma um acetal ciclico nas posi¢cdes 4 e 6 nos residuos de galactose (3-ligados). Este
substituinte pode ser identificado pela presenga de sinais caracteristicos dos seus
carbonos, juntamente com efeitos de substituicdo especificos dos dtomos de carbono da
D-galactose 3-ligada (Falshaw e Furneaux, 1995b; Chiovitti et al., 1998a; van de Velde
et al., 2002a). Relativamente ao DSS, os deslocamentos quimicos, em BC-RMN, deste
substituinte sdo: 27.61, 103.55 e 177.96 ppm para, respectivamente, os atomos de
carbono do metil, acetal e carboxil. O acido pirivico também detectado nos espectros de
"H-RMN, pela presenca da ressondncia dos protdes metil, com o valor de 1.44 ppm
relativamente ao DSS. Em adi¢do ao sinal do metil, sdo observados sinais
caracteristicos na regido dos protdes anoméricos, a 5.30 ¢ 5.49. Pequenas quantidades
de residuos 6-O-metil-D-galactose (3-ligados) foram detectados na carragenana kappa
extraida do K. alvarezzi (Bellion et al., 1983) e em véarios outros polissacarideos
(Chiovitti et al., 1998a). O sinal especifico para este residuo ¢ detectado, relativamente
ao DSS, a 61.14 ppm, no espectro de *C-RMN (van de Velde et al., 2004).

O amido florideo, um glucano ramificado [(1—4, 1—6)-a-D-glucano],
relacionado com o amido das plantas superiores € com o glicogénio dos animais,
constitui a principal substincia de reserva das algas vermelhas. Este polissacarideo ¢
soluvel em 4gua e pode acompanhar as carragenanas nos processos de extraccao e
precipitacdo. A presenca do amido florideo pode ser confirmada pelo bem conhecido
conjunto de sinais dos residuos de a-D-glucanopiranose (4-ligado), nos espectros de
BC-RMN (Colson et al., 1974; Knutsen e Grasdalen, 1987; van de Velde et al., 2002a).
Nos espectros de *C-RMN, os sinais do amido florideo sdo detectados pela presenca
dos deslocamentos quimicos, relativamente ao DSS, em 102.55, 74.34 e 74.04 ppm
para, respectivamente, os atomos de carbono C-1, C-2 e C-5. Nos espectros de 'H-
RMN, o amido florideo ¢ detectado pelo sinal do protdo anomérico da metade D-
glucanopiranosil [a(1—4) -ligado], a 5.35 ppm. A ressonancia do protdo anomérico da
outra metade do dimero [a(1—6) D-glucanopiranosil], surge com o deslocamento
quimico de 0.39 ppm (Knutsen e Grasdalen, 1987).

4.1.6 — Revisdao do significado quimiotaxondmico de alguns
ficocolbides presentes em algas economicamente importantes
(Gigartinales, Rhodophyceae)

Como foi referido no capitulo 1, alinea 1.8, as algas pertencentes as familias
Phyllophoraceae, Petrocelidaceae e Gigartinaceae, foram alvo, durante o passado meio
século, de inameros estudos bioquimicos, morfoldgicos e taxondmicos, 0 que permitiu,
entre outros aspectos, o estabelecimento e a caracterizagdo dum padrdo das
carragenanas produzidas (Chopin ef al., 1999a). A partir do padrao das carragenanas
produzidas pelas diferentes espécies e respectivas geracdes foi possivel estabelecer
arranjos taxondmicos e, assim, contribuir para a compreensdo da filogenia das algas
vermelhas.

Em jeito de sintese, podemos dizer que: os gametofitos das algas pertencentes as
familias Phyllophoraceae, Gigartinaceae e Petrocelidaceae produzem carragenanas
hibridas da familia kappa, enquanto que os espordfitos produzem carragenanas da
familia lambda (ver Tabela 4.1). No entanto, este padrdo na distribuicdo das
carragenanas ndo ocorre de forma tdo linear nas outras familias com espécies
carragenofitas.

Como ja vimos, a primeira sintese sobre os ficocoloides foi feita por Tseng
(Tseng, 1945) e a primeira tentativa para determinar o possivel significado taxonémico
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dos componentes quimicos das paredes celulares das algas foi feita por Stoloff e Silva
(1957). Em 1959, Yaphe estudou as relacdes entre a posicdo taxondémica e o tipo de
polissacarideos produzidos, em 30 espécies da classe Rhodophyceae, com base na
digestao enzimatica dos seus polissacarideos, sugerindo que a presencga de carragenana
kappa deveria ser usada como caracteristica de valor taxondémico. Stoloff (1962)
analisou 78 espécies, pertencentes a 30 géneros, para rentabilizar a utilizagdo industrial
das algas, tendo proposto a criacdo de 3 ordens na subclasse Florideophycidae:
Gelidiales, algas produtoras de agar; Gigartinales, algas produtoras de carragenanas; e
Hypneales, algas produtoras de gelanas. Nesta organizagdo ressalta o facto de haver
sobreposi¢ao de algumas familias nas trés ordens.

Frei e Preston (1964) estudaram os polissacarideos estruturais ndo-celulosicos
em paredes celulares de algas e chamaram a atencao para o uso dos polissacarideos (que
ndo o agar e as carragenanas) do tipo xilana e manana, como marcadores taxonomicos.
Visto que a parede celular € o produto final da cadeia de reac¢des bioquimicas, esta
devera, certamente, constituir um aspecto fundamental em estudos de filogenia e
taxonomia.

Em 1973, McCandless e colaboradores demonstraram que no C. crispus
(Gigartinaceae), os gametofitos produziam carragenana kappa e os esporofitos
(tetrasporofitos) produziam carragenana lambda. Depois da descoberta desta alternancia
bioquimica nas geragdes, percebeu-se que muitas variagdes sazonais € geograficas na
qualidade (razao kappa/lambda), na quantidade (percentagem de peso seco), na
distribuicdo quantitativa das carragenanas em populagdes naturais de C. crispus,
anteriormente atribuidas ao habitat, nutrientes presentes na adgua e idade das plantas,
podiam, de facto, ser explicadas pelo racio gametofitos/esporofitos da amostra.
McCandless e Craigie (1974) concluiram que num dado local, tomando em conta as
diferentes geragdes das algas colhidas, as variagcdes sazonais ficavam reduzidas a um
nivel minimo, com um aumento ligeiro do conteudo em carragenana, nos gametofitos
femininos, no final do Verdo. Chopin e colaboradores (1995) mostraram, no entanto,
que quando as amostras eram cuidadosamente separadas, de forma a reduzir a sua
heterogeneidade (devido a diferencas no tamanho, peso e idade), era possivel verificar
variagdes sazonais, com valores entre 31.4 e 69.8 % (do peso seco).

Semesi e Mshigeni (1977) usaram o facto do Sarconema filiforme produzir
carragenana iota, € nao agar como tinha sido reportado por Levring et al. (1969), para
justificar a sua inclusdo na familia Solieriaceae. McCandless (1978) reconheceu a
dificuldade no uso do tipo de galactanas produzidas pelas algas, com fins taxonémicos,
sobretudo ao nivel da familia. No entanto, esta autora reconheceu que era importante
usar estes polissacarideos como caracter taxondomico na classificagdo das algas
vermelhas e que novas técnicas deveriam ser usadas para tornar vidvel e pratica esta
possibilidade. Kylin (1956) estimou que a classe Rhodophyceae possuiria cerca de 558
géneros e 3.740 espécies. Entretanto, muitas foram as alteragdes ocorridas na
sistematica das algas vermelhas, enquanto as técnicas de andlise quimica dos
ficocoldides progrediam, desde as alegacdes feitas por McCandless.

DiNinno et al. (1979) descobriram a presenca de 4cido pirtivico (definido como
carragenana pi - ), derivado das carragenanas, em Petrocelis e em espécies do género
Mastocarpus. Estes autores sugeriram que a ocorréncia de acido pirtivico, ligado a
carragenana, talvez tivesse também significado taxondmico. Stancioff (1981)
estabeleceu uma perspectiva industrial da taxonomia das algas, usando como argumento
algumas propriedades dos ficocoldides, tais como: a boa filtragem, a obtencdo de
extractos com boa cor, as propriedades gelificantes, etc. Por exemplo, sob o ponto de
vista do utilizador, a Gigartina volans (agora Mazzaella volans) e a G. leptorhychos
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(agora M. leptorhychos), ndo deveriam pertencer ao género Gigartina, mas sim ao
género Chondrus.

Miller e Furneaux (1982) ao descobrirem uma série de substituintes e
componentes menores no agar, questionam a sua origem: ou estes componentes
resultaram de outros sacarideos ou glicosidos presentes na alga, ou entdo resultaram de
espécies epifitas. Esta duvida levantou o problema da fiabilidade das técnicas
convencionais de extrac¢do, purificacdo e analise dos polissacarideos das algas. Essas
técnicas ndo eram simples e requeriam muitos passos, que poderiam ser responsaveis
pela degradacao dos constituintes dos agucares e originar outros compostos. Isto leva-
nos, consequentemente, a questionar se estas técnicas detectam realmente os
componentes naturais ou se poderdo, eventualmente, criar artefactos? Para contornar
esse problema foram, entretanto, desenvolvidas técnicas espectroscopicas que
permitem, como ja vimos, analisar directamente alga seca moida (Chopin ¢ Whalen,
1993; Pereira et al., 2004; Pereira e Mesquita, 2004).

McCandless e colaboradores (1982; 1983) estudaram os padrdes das
carragenanas nas Phyllophoraceae e nas Gigartinaceae. Assim, chegaram a conclusdo de
que nas Phyllophoraceae, os gamet6fitos produziam carragenana iota ou carragenana
hibrida iota/kapa, enquanto as Gigartinaceae produziam carragenana kappa ou
carragenana hibrida kappa/iota. Em ambas as familias, os esporéfitos (tetrasporofitos)
produziam carragenana da familia lambda. Baseando-se na producdo de carragenana
iota, a Besa stipitata (antes denominada B. Papillaeformis) foi transferida das
Gigartinaceae para as Phyllophoraceae (Abbott e Hollenberg, 1976). Estes autores
caracterizaram as carragenanas dos gametofitos das Gigartinaceae e concluiram que esta
familia apresentava uma ‘uniformidade monotona’, usando a mesma terminologia de
Mikami (1965), quando este descreveu o desenvolvimento sexual desta familia. Estes
autores apresentaram também explicacdes para os “tropec¢des” (falhas) ocorridos ao
nivel da familia, resultantes dos esfor¢os iniciais de Stoloff e Silva (1957) e Yaphe
(1959): os primeiros, porque baseavam a suas conclusdes s6 no polissacarideo
dominante, classificando-o sob o ponto de vista das suas propriedades fisicas; o
segundo, porque se baseava na digestdo enzimdtica dos polissacarideos, talvez uma
técnica demasiado especifica para os conhecimentos da época.

Whyte e colaboradores (1984) demonstraram que a galactose metilada, no
passado associada em exclusivo aos polimeros agardides, também estava presente nas
Caulacanthaceaec e nas Solieriaceae. Os polimeros das Nemastomataceae e
Plocamiaceae sdo referidos como predominantemente constituidos por unidades
sulfatadas de 1,3-D-galactose, nas posigoes 4- ¢ 2-. A familia Plocamiaceae foi depois
elevada a ordem (Plocamiales), com base em andalises do ARN ribossémico (Saunders e
Kraft, 1994).

Furneaux e Miller (1986) confirmaram, pela andlise de varias algas vermelhas
sul-africanas, o significado taxonémico da estrutura dos polissacarideos presentes. Em
relacdo as familias melhor estudadas, estes autores concluiram que era possivel predizer
algumas das caracteristicas de certas algas relacionadas. Adams e colaboradores (1988)
mostraram que, devido ao facto da Leptsarca simplex produzir xilanas, esta alga ndo
estava relacionada com o género Iridaea (Gigartinales) e, por isso, deveria ser colocada
na ordem Palmariales (ou Nemaliales). Desde essa altura, a L. Simplex passou a ser
sinonimo de Palmaria decipiens (Ricker, 1987).

As principais alteragdes taxonomicas do género Eucheuma (género

comercialmente muito importante) foram implementadas por Doty (1988), que
descreveu o novo género Kappaphycus, com base no ficocoldide produzido e na sua
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“tendéncia vegetativa”. Um ano mais tarde, Santos (1989) publica uma revisdo sobre as
carragenanas produzidas pelas espécies pertencentes aos géneros FEucheuma e
Kappaphycus. O género Kappaphycus (algas produtoras de carragenana kappa) e as
duas secgoes, Eucheuma e Anaxiferae, do género FEucheuma (algas produtoras de
carragenana iota) sdo homogéneos, enquanto que a terceira secgdo, Gelatiformia, do
género Eucheuma, ndo ¢ homogénea (Santos, 1989). As duas espécies E. perplexum e
E. kraftianum produzem carragenana iota, a E. odontophorum e E. platycladum
produzem carragenana hibrida kappa/iota, enquanto a E. gelatinae (agora Betaphycus
gelatinum) e a E. speciosum (agora B. speciosum) produzem carragenana hibrida
beta/kappa. Santos, no entanto, ndo tomou a iniciativa de transferir nomenclaturalmente
estas espécies de acordo com as analises da composi¢do dos ficocoldides, pois tomou
em conta também outros atributos (Santos, 1989). No entanto, pela andlise da
carragenana extraida da E. platycladum por espectroscopia de 'H-RMN (ver Tabela
3.12), confirma-se a presenga de uma carragenana hibrida do tipo kappa/iota, mas com
um nitido predominio da frac¢ao kappa (cerca de 80 %mole). Assim, esta carragenofita
deveria ser transferida para o género Kappaphycus, passando a designar-se K.
platycladum.

Em 1995, Doty descreve o novo género Betaphycus, com base na produgdo
predominante de carragenana beta, tendo estabelecido 3 espécies: B. philippinensis, B.
gelatinum (outrora E. gelatinae) e B. speciosum (outrora E. speciosum). O significado
desta segregacdo genérica entre as algas produtoras de carragenana kappa, iota e beta,
mantendo-as integradas numa unica familia (Solieriaceae) ¢, provavelmente, discutivel,
pois a existéncia de carragenanas naturais (ao nivel das paredes celulares), constituidas
por unidades repetitivas dissacaridicas perfeitas, ¢ uma situagdo extremamente rara (van
de Velde et al., 2001; van de Velde et al., 2004). A descoberta de estruturas hibridas,
presentes num grande numero de espécies, pde em causa a ideia das galactanas
constituidas por unidades repetitivas dissacaridicas perfeitas (Knutsen et al., 1994).
Antes de darmos muita importancia filogenética aos diferentes géneros da tribo
Eucheumatoideae, como foi descrito por Doty (1988; 1995), ¢ talvez mais apropriado
considerar que este autor se baseou em ‘“‘conveniéncias taxondémicas”, Uteis a nivel
comercial. Este tipo de “conveniéncia” também esta patente na manutencao do uso dos
caracteres gregos (Stortz et al., 1997a) para designar as 15 deferentes carragenanas, até
agora identificadas. Visto que, como foi referido anteriormente, a existéncia de
carragenanas puras ¢ um fendmeno extremamente raro, a identificacdo dos diferentes
polimeros deveria ser feita, predominantemente, pelo codigo de letras proposto por
Knutsen ef al. (1994).

Craigie (1990), considera no seu trabalho que, quanto maior for o nimero de
taxa de algas agrupadas, como reflexo das suas relagdes evolutivas, maiores serdo as
probabilidades das evidéncias bioquimicas e quimicas assumirem uma importancia
crescente. No mesmo capitulo, Craigie questiona o significado quimiotaxonémico das
xilanas, comuns nas Nemaliales e Palmariales. As xilanas sdo, também, produtos
resultantes da hidrolise acida das paredes celulares. De forma similar, Chopin et al.
(1990b) discutiram o valor dos residuos metil galactosil como indicadores
quimiotaxondémicos. Estes residuos sdo comuns nas agarofitas, mas estdo também
presentes em polissacarideos das Solieriaceae, Caulacanthaceae e Halymeniaceae
(outrora Grateloupiaceae). Desde entdo, estes residuos foram detectados em vérias
espécies da familia Gigartinaceae e Phyllophoraceae. Chopin e colaboradores também
discutiram a possibilidade da carragenana iota desviante (ou, mais correctamente,
carragenana-o, de acordo com Craigie, 1990) ser usada como indicador
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quimiotaxonémico. Esta carragenana encontra-se nalgumas Solieriaceae e
Phyllophoraceae.

Usov e Klochkova (1992) estudaram 40 espécies de algas vermelhas de
Kamchatka (Pacifico noroeste) por hidrolise redutiva da biomassa e confirmaram
algumas relagdes entre a composi¢do polissacaridica e o estatuto taxonémico. Os
membros das Bangiales sdo produtores de agar/porfirana, os membros das
Cryptonemiales produzem diversos tipos especiais de polissacrideos, pertencentes
simultaneamente ao grupo do agar e das carragenanas: o agarobitol € o carrabitol foram
ambos detectados em Callophilis cristata e Cirrulicarpus gmelini. S6 o carrobitol foi
detectado em membros das Gigartinales, enquanto que o agarobitol foi encontrado nas
Rhodymeniales e Ceramiales. Membros das Palmariales produzem, em pequenas
quantidades, xilana e galactanas do grupo do agar. Setevenson e Furneaux (1991) e
Usov (1993) advogaram o uso, como ferramenta de pesquisa quimiotaxondémica, da
hidrolise redutora parcial, coadjuvada pela cromatografia gas-liquido e espectroscopia
de massa (GLC-MS).

Liao et al. (1993) consideravam que, apesar da carragenana beta ter sido
identificada previamente s6 em 5 espécies de algas vermelhas de familias relativamente
pouco relacionadas (Endocladia muricata — Endocladiaceae, Tichocarpus crinitus —
Tichocarpaceae, Betaphycus gelatinum e B. speciosum — Solieriaceae e Furcellaria
lumbricalis — Furcellariaceae), a sua ocorréncia uniforme em todas as seis espécies da
familia Dicranemataceae tem um significado filogenético importante. O facto de todas
as 6 espécies serem produtoras de carragenanas hibridas beta/kappa (em gametofitos e
esporofitos), ¢ considerado, por estes autores, como uma evidéncia que justifica a
separagao das familias Dicranemataceae e Sarcodiaceae (Gigartinales), contrariamente
ao proposto por Norris (1987), que sugeriu a incorporagdo das Dicranemataceae na
familia Sarcodiaceae (o género Sarcodia produz carragenana lambda, em ambas
geragdes).

Chopin et al. (1994) realgaram o potencial significado quimiotaxondémico dos
derivados do dacido pirtvico e das galactoses metiladas, mas duvidaram do valor
atribuido a presenca da xilose, pois esta encontra-se largamente distribuida em varias
ordens (Bangiales, Nemaliales, Palmariales e Batrachospermales).

O primeiro artigo a integrar informagdo ao nivel da caracterizacdo quimica dos
polissacarideos, caracteristicas anatomicas e sequéncia de nucleotidos, foi publicado por
Chiovitti et al. (1995a). Estes autores demonstraram que a afinidade da Stenocladia
australis com a Nizymenia australis, relativamente aos polissacarideos, ¢ maior do que
com a Stenocladia furcata, estando de acordo com as suas caracteristicas anatomicas
vegetativas. Estes autores sugeriram que estas trés espécies deveriam ser consolidadas
num unico género, denominado Nizymenia.

Em 1996, Fredericq ef al. formularam uma relagdo filogenética hipotética entre
57 espécies produtoras de agar e carragenana, com base na andlise da sequéncia de
rbcL. A ordem Ahnfeltiales (Maggs e Pueschel, 1989) contém agardéfitas, enquanto o
género Ahnfeltiopsis (incluido na familia Phyllophoraceae) produz carragenanas (Maggs
et al., 1989; Pereira e Mesquita, 2003).

As carragenodfitas produtoras de carragenanas kappa, beta e lambda, foram
divididas em trés agrupamentos: / — um agrupamento complexo, contendo as
Solieriaceae, Cystocloniaceae, Hyneaceae, Caulacanthaceae, Tichocarpaceae,
Furcellariaceae e os géneros Turnerella e Opuntiella; 2 — agrupamento contendo as
Gigartinaceae e as Phyllophoraceae; 3 — e o agrupamento contendo as Endocladiaceae,
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Gloiosiphoniaceae ¢ as Phacelocarpaceae. Com excepcdo das Tichocarpaceae,
Endocladaceae e Gloiosiphoniaceae, todas as familias atras referidas estdo incluidas na
ordem Gigartinales (Kylin, 1956).

De acordo com Fredericq ef al. (1996), as Gelidiales, Gracilariales e Ceramiales,
sdo ordens geralmente consideradas agardfitas. No entanto, as Gracilariales estdo
incluidas num agrupamento que contém familias pertencentes as Rhodymeniales. As
familias pertencentes a esta ordem ndo contém sO agardfitas, mas também algas
carragenéfitas (Adams et al., 1988), algas produtoras de polissacarideos hibridos
(agar/carragenana), informalmente denominados carragares, polimeros agaroides
altamente sulfatados (Takano et al., 1994) e algas produtoras de galactanas complexas
(Miller et al., 1996). Finalmente, as Plocamiales e as Sarcodiaceae (presentemente nas
Gigartinales) estdo incluidas em diferentes agrupamentos (Chopin et al., 1999a).

4 .1.6.a — Desenvolvimentos recentes

Durante meio século de trabalhos de investigacdo em quimiotaxonomia dos
ficocoldides, muito conhecimento foi sendo acumulado (ver Tabela 4.1), conforme ia
crescendo o nimero de espécies analisadas. Houve entdo um progresso consideravel
desde as estimativas apresentadas por Stoloff e Silva (1957), com 3.4 % dos géneros e
1.6 % das espécies analisados até 1957 (ver “Introducdo”, alinea 1.8). Tomando em
conta s6 a ordem Gigartinales, que contém a maioria das algas com interesse
economico, podemos dizer que os progressos foram muito significativos. Esta ordem
contém cerca de 41 familias, 100 géneros e 700 espécies (Kraft, 1981). Com a criagdo
das ordens Gracilariales (Fredericq e Hommersand, 1989), Ahnfeltiales (Maggs e
Pueschel, 1989) e Halymeniales (Saunders e Kraft, 1996), foram removidos da ordem
Gigartinales (Kylin, 1956) aproximadamente 10 géneros e 172 espécies. As familias
Corallinaceae e Halymeniaceae foram elevadas a categoria de Ordem, respectivamente,
Corallinales e Halymeniales (Silva e Johansen, 1986; Saunders e Kraft, 1996). A
introducao das Peyssonneliaceae, Kallymeniaceae, Dumontiaceae, Corynomorphaceae,
Gloiosiphoniaceae, Choreocolacaceae, Tichocarpaceae, Endocladaceae e Gainiaceae na
ordem Gigartinales (Kraft e Robins, 1985), adicionou aproximadamente 84 géneros e
274 espécies. Assim, esta ordem agrupa cerca de 174 géneros e 80 espécies.
Representantes de 68.3 % das familias, 50.6 % dos géneros e 27.9 % das espécies foram
jé& analisados ao nivel da sua composicao polissacaridica (Chopin ef al., 1999a).

Alguns faxa tém revelado singularidades 6bvias no que diz respeito ao tipo de
ficocoloide produzido. Desse ponto de vista, a sua posi¢ao taxonoémica deveria ser
reavaliada (Chopin et al., 1999a). Alguns exemplos disso sdo as espécies do género
Yatabella (Gelidiaceae, Gelidiales) produzem carragenana kappa em vez de agar
(Yaphe, 1959), a Anatheca dentata (Solieriaceae, Gigartinales) produz carragar em vez
de carragenana (Nunn et al., 1981), algumas espécies pertencentes ao género
Phyllophora (Phyllophoraceae, Gigartinales) produzem carragenanas beta/kappa em vez
de carragenanas hibridas kappa/iota (geragdo gametofita) (Mollion et al., 1986; Craigie,
1990). Ambas as geragdes (gametofita e tetrasporofita) do Chondrus canaliculatus
(Gigartinaceae, Gigartinales) produzem o mesmo tipo de carragenana, enquanto o
normal seria os gametéfitos produzirem carragenana kappa (ou kappa/iota) e os
esporofitos produzirem carragenana do tipo lambda (Ayal e Matsuhiro, 1986; Craigie,
1990).
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Chiovitti et al. (1998b), ao analisarem a composi¢do dos polissacarideos
produzidos pelo género Austroclonium (Solieriaceae), principalmente constituidos por
carragenana iota e alfa e pelas respectivas variantes metiladas, propuseram o
restabelecimento da familia Rhabdoniaceae (antes denominada Areschougiaceae), na
qual seriam incluidos os géneros Rhabdonia, Areschougia, Erythroclonium e,
naturalmente, o género Austroclonium.

Miller (2003a), no seu trabalho sobre a estrutura quimica das galactanas do
género Sarcodia (Sarcodiaceae), confirma a suspeita de Chopin ef al. (1999a), de que os
relatorios anteriores sobre a presenca de carragenana do tipo lambda no género Sarcodia
estavam errados (Liao et al., 1993). Como Chopin e colaboradores (1999) ja tinham
referido, as espécies do género Sarcodia produzem polimeros do tipo carragar,
semelhantes aos produzidos pelo género Trematocarpus (Sarcodiaceae) (Miller, 2002,
2003a). Pela analise da sequéncia do rbcL chegou-se a conclusdo de que os géneros
Trematocarpus e Sarcodia estavam relacionados e encontravam-se proximos da ordem
Plocamiales (Fredericq et al., 1996; Miller, 2002, 2003a). Entretanto, um trabalho de
revisdo sobre as algas produtoras de carragar foi feito por Takano ef al. (2003).

Alguns trabalhos publicados recentemente confirmam que os géneros
Gymnogongrus e Ahnfeltiopsis, pertencentes a familia Phyllophoraceae, produzem
carragenana iota ou carragenana hibrida iota/kappa (Estevez et al., 2001, 2002; Miller,
2003b; Pereira e Mesquita, 2003). Contudo, os nossos resultados, obtidos com recurso a
espectroscopia vibracional (FTIR-ATR) e '"H-RMN (ver Figuras 3.64, 3.81 e Tabela
3.10) (Pereira e Mesquita, 2003; van de Velde et al., in press) vieram revelar grandes
variacoes na composicao (no racio kappa/iota) das carragenanas produzidas pelo
Gymnogongrus crenulatus ¢ pelo Ahnfeltiopsis devoniensis. Grande parte dos
gametofitos das espécies pertencentes a familia Gigartinaceae produz carragenanas
hibridas kappa/iota com racios especificos entre as unidades kappa e as unidades iota,
independentes de variagcdes sazonais; no entanto, parece que os talos gametofiticos de
algumas espécies da familia Phyllophoraceae, como por exemplo o G. crenulatus € o A.
devoniensis, produzem uma grande diversidade de hibridos com diferentes racios
kappa/iota, dependentes de variagdes sazonais (ver Figuras 3.64 ¢ 3.65 e Tabela 3.11).
Esta variabilidade apresentada pelas carragenanas hibridas produzidas pelo A.
devoniensis despertou o interesse de inimeros investigadores ligados a instituicdes de
investigacao na area alimentar (Wageningen Centre for Food Sciences, Holanda) e
empresas do ramo dos coloides alimentares (NIZO food research, Holanda e CP Kelco
Aps, Dinamarca), que procuram um modelo para realizar estudos sobre a variabilidade
das carragenanas hibridas kappa/iota na natureza. Visto que esta espécie possui uma
reduzida cobertura e biomassa (ver alinea 3.2.8 ¢ 3.3.9), ndo nos foi possivel determinar
se os diferentes racios kappa/iota estdo somente relacionados com variagdes sazonais,
ou com diferencgas entre as carragenanas produzidas pelos gamet6fitos femininos e pelos
talos nao-frutificados, ou pelas diferentes partes do talo. Com vista a esclarecer estas
duvidas foi estabelecido um protocolo entre a Universidade de Coimbra e a CP Kelco
Aps, com vista ao desenvolvimento de estudos relacionados com as variagdes da
composicdo das carragenanas produzidas por esta alga.

Tendo em conta a semelhanca entre a composicdo quimica das carragenanas
produzidas pelas espécies do género Mastocarpus e do género Gymmnogongrus
(carragenana hibrida kappa/iota), a presenca de piruvato em ambos os géneros (ver
Tabela 3.11 e 4.1), um ciclo biolégico semelhante ao de algumas espécies do género
Ahnfeltiopsis (Maggs, 1990; Maggs et al., 1992), leva-nos a concordar com a proposta
de Guiry e colaboradores (Guiry e Dhonncha, 2004) de transferir as espécies

221



Discussdo

monogenéricas (género Mastocarpus), pertencentes a familia Petrocelidaceae, para a
familia Phyllophoraceae.

A andlise da estrutura quimica das carragenanas produzidas pelas algas, e
respectivas variedades, cultivadas nas Filipinas (o maior produtor mundial de algas
carragenoéfitas), tem sido o tema de varias publicagdes recentes (Mendoza et al., 2002;
Aguilan et al., 2003; Villanueva e Montano, 2003; Villanueva et al., 2004), incluindo
dissertacdes (Ragasa, 2003). O tema em debate, em grande parte destas publicacdes,
estd relacionado com a crescente importancia comercial das carragenanas hibridas
kappa/iota. Por um lado, van de Velde e colaboradores e Falshaw e colaboradores
(Falshaw et al., 2001; van de Velde et al., 2001; van de Velde et al., 2002c; Falshaw et
al., 2003; van de Velde et al., in press) defendem que a estrutura quimica e o respectivo
comportamento reologico (transigdes cadeia/hélice) dos copolimeros de carragenana
kappa/iota (produzidos pelos gametofitos da familia Gigartinaceae) ¢ completamente
distinto do comportamento das misturas feitas com carragenanas kappa e iota puras
(obtidas a partir das espécies pertencentes a familia Solieriaceae). Essa diferenca
constitui, segundo diversos autores (Bixler et al., 2001; van de Velde et al., 2001;
Falshaw et al., 2003; van de Velde et al., in press), uma mais valia comercial das algas
pertences a familia Gigartinaceae, sobretudo devido a sua grande reactividade com o
leite, Util no desenvolvimento de uma série de novos produtos alimentares, na area da
industria dos derivados lacteos. Por outro lado, a equipa de Villanueva, Mendonza e
Montafio (investigadores de universidades das Filipinas) defendem a ideia de que a
mistura de carragenana kappa e carragenana iota, extraidas de espécies da familia
Solieriaceae (Kappaphycus e FEucheuma, respectivamente), possui as mesmas
caracteristicas reoldgicas dos copolimeros de carragenana kappa/iota (Villanueva et al.,
2004).

Uma outra ideia, defendida por alguns investigadores, ¢ de que as espécies da
familia Solieriaceae, cultivadas em aguas tropicais da Asia (Indonésia, Filipinas, etc.),
produzem carragenanas quantitativa e qualitativamente independentes de factores
geograficos e/ou sazonais (Mccandless e Craigie, 1979). No entanto, 0s Nnossos
resultados contradizem tal ideia (ver Tabela 3.7). Tal como ¢ referido por Alan
Critchley (com. pessoal), a unidade de extrac¢ao de carragenanas da Degussa (Baupte,
Franca) usa, por exemplo, dois tipos diferentes de tratamento/processamento para o K.
alvarezii vindo das Filipinas e o vindo da Indonésia, pois este ultimo material algal
possui uma elevada percentagem da frac¢dao iota (ver Tabela 3.12, K. alvarezzi da
Degussa) e uma grande quantidade de precursores (nu). A variabilidade da composigao
das carragenanas extraidas da mesma espécie fica bem patente na analise da Tabela 3.7,
onde ¢ possivel verificar que o racio kappa/iota, das carragenanas obtidas das espécies
do género kappaphycus e Eucheuma, varia consoante a origem geografica das algas. A
variacdo do racio kappa/iota e a maior ou menor quantidade de precursores biologicos
presentes nas carragenanas extraidas do K. alvarezzi ndo depende s6 da sua origem
geografica, mas também da fase do crescimento em que se encontram as algas (ver
Figura 3.74 e Tabela 3.7).

Relativamente a natureza dos ficocoldides produzidos pela C. feedei var.
lusitanicus, as nossas analises espectroscopicas mostram que as duas fases do ciclo de
vida desta carragenodfita apresentam uma variagdo similar a existente noutras espécies
do género Chondracanthus (ver Chopin et al. 1999a): a geracdo gametofita produz
carragenanas da familia kappa (carragenana hibrida kappa/iota/um/nu), enquanto que a
geracdo tetraspordfita produz carragenanas da familia lambda (carragenana hibrida
ksi/theta) (Pereira e Mesquita, 2004). A carragenana extraida alcalinamente a partir dos

222



Discussdo

gametofitos femininos apresenta um baixo conteudo em sulfato e uma redugdo na
galactose em beneficio da 3,6-anidrogalactose. Alguma galactose-6-sulfato 4-ligada,
presente nas amostras de carragenana nativa, ¢ convertida em anidro-galactose durante o
tratamento alcalino, em consequéncia da conversdo dos precursores biologicos (mu e
nu) em carragenana kappa e iota. Dentro do erro experimental da analise em 'H-RMN,
as unidades precursoras sdo transformadas estequiometricamente nas carragenanas
gelificantes (ver Tabela 3.11).

Os talos nao-frutificados de C. teedei var. lusitanicus possuem, aparentemente,
um ficocoldide similar ao produzido pelos gametdfitos femininos. Com base na analise
por FTIR-ATR, FT-Raman, 'H- ¢ "C-RMN, podemos constatar que as duas amostras
de carragenana sdo idénticas (ver Tabela 3.11). No entanto, apesar de os dois tipos de
talo produzirem carragenanas hibridas kappa/iota/mu/nu, os talos ndo frutificados
possuem quantidades idénticas da frac¢do kappa e iota, enquanto que nos gametofitos
femininos a fraccdo kappa ¢ ligeiramente dominante (amostra extraida alcalinamente)
(ver Tabela 3.11).

Os nossos resultados, relativamente a caracterizagdo das carragenanas extraidas
alcalinamente dos talos ndo-frutificados e dos gametofitos femininos estdo, em geral, de
acordo com os resultados apresentados por Zinoun (Zinoun, 1993) e Zinoun et al.
(Zinoun et al., 1993b). No entanto, estes autores referem que as carragenanas hibridas
kappa/iota produzidas pelo C. teedei contém, nos estratos nativos, um Unico precursor
biologico, a carragenana nu. A analise dos espectros FTIR-ATR, FT-Raman ¢ 'H-RMN
permitem-nos concluir que a carragenana nativa dos gametofitos de C. feedei var.
lusitanicus possui os dois precursores: mu € nu. Visto que a carragenana mu
corresponde a 0.7 - 4.6 %mole (ver Tabela 3.10) e concentracdes inferiores a 5 %omole
nio sdo detectaveis por “C-RMN (van de Velde et al., 2002a), ¢ provavel que a
presenca do precursor mu, nas amostras de carragenana analisadas por Zinoun e
colaboradores, ndo tenha sido detectada nos espectros de *C-RMN. Mas para confirmar
tal hipotese ¢ necessario analisar, por espectroscopia vibracional e de ressonancia do
protao, amostras de C. teedei colhidas em Roscoff (Franga).

Situagdes ambiguas, como as reportadas por Zinoun e colaboradores (na analise
das carragenanas extraidas de C. teedei) e por Amimi e colaboradores (Amimi et al.,
2001) (na analise de carragenanas dos gametofitos de G. pistillata), nas quais ¢ referida
a possibilidade da origem biogénica da carragenana kappa ser a mesma da carragenana
jota, tém origem nas limitacdes da metodologia espectroscopica usada: 'C-RMN.
Como vimos, a nao detec¢ao de unidades de carragenana presentes em quantidades
inferiores a 5 %mole ¢ uma das principais limitagdes da ressonincia do carbono 13.
Limita¢do essa que tem induzido em erro diversos investigadores relativamente a
biogénese das carragenanas gelificantes. Essa limitagdo deixard de existir com o recurso
a ressonancia do protdo (na andlise de amostras de carragenana) ou a andlise directa do
po de alga seca por FTIR-ATR e FT-Raman.

No estudo das carragenanas de Gigartina pistillata (Gigartinacea), feita por
Amimi et al. (2001), é confirmada a andlise feita por Peat (1981) e McCandless et al.
(1983), nos quais ¢ referida a presenga de carragenana ksi nos talos tetrasporicos. No
entanto, amostras portuguesas analisadas por Anderson e colaboradores (1968a) e por
Pereira e Mesquita (2003) possuiam, aparentemente, carragenana lambda. De acordo
com 0s nossos dados espectroscopicos (FT-Raman), podemos concluir que ambos os
autores tém razdo, ou seja, os tetrasporofitos de G. pistillata produzem uma carragenana
hibrida, apresentando simultaneamente frac¢des ksi e lambda (ver Figuras 3.71 e 3.87-B
e Tabela 3.6). As andlises feitas as amostras portuguesas (Anderson et al., 1968a;
Pereira e Mesquita, 2003) foram executadas com recurso a FTIR, técnica
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espectroscopica que, como ja vimos, tem algumas limitacdes na identificacdo de
carragenanas hibridas da familia lambda (ver alinea 4.1.4 da “Discussdo”). Ou seja, da
andlise de uma amostra de carragenana hibrida lambda/ksi por FTIR resulta um
espectro, em que a presenga de uma banda larga a 815-830 cm™, tipica da carragenana
lambda, mascara a presenca da frac¢do ksi. S através da andlise por FT-Raman (ver
Figura 3.71) e de "H-RMN (ver Figura 3.87) ¢é possivel detectar a presenca simultanea
das duas fracgdes (ver Tabelas 3.5, 3.8 ¢ 3.9). A produgdo de uma carragenana hibrida
lambda/ksi pelos tetrasporofitos de G. pistillata fica assim confirmada neste trabalho,
estando de acordo com as analises feitas por Amimi e colaboradores (2001), com base
num espectro de *C-RMN.

O estudo da varia¢do sazonal e geografica da G. pistillata, feito neste trabalho,
veilo mostrar que a presenca de frondes com caracteristicas hibridas (ver Figura 3.98),
ou seja, com a presenca simultdnea de estruturas reprodutoras caracteristicas dos
gametofitos femininos (cistocarpos) e de estruturas tipicas do tetrasporofitos (soros de
tetrasporocistos), € um fendémeno frequente, tanto a nivel sazonal (em Buarcos) como
geografico (ver Figura 3.10 e 3.31). O estudo da morfologia, anatomia e ultrastrura dos
talos heterosporicos (ver alinea 3.8.2 e Figuras 3.98 a 3.101) e a analise das
carragenanas produzidas por cada uma das diferentes partes da fronde (ver Figura 3.71,
3.72 e 3.87-B), leva-nos a concluir que as frondes heterosporicas de G. pistillata
possuem, simultaneamente, duas geragdes distintas no mesmo talo: uma parte do talo
corresponde a geracdo gametodfita feminina (lado esquerdo da Figura 3.98-A), a outra
parte corresponde a geracgao tetrasporodfita (lado direito da Figura 3.98-A). A explicacao
para a existéncia destes talos heterosporicos passa pelo fenomeno de coalescéncia de
esporos (carposporos com tetrasporos), durante a fase de germinagdo, fendémeno bem
documentado em vdarias ordens de algas vermelhas e, em particular, no Chondrus
crispus (Tveter e Mathieson, 1976), em Mazzaella laminarioides € em Sarcothalia
crispata (Santelices et al., 2003).
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Tabela 4.1 — Ficocoldides presentes nas espécies pertencentes as familias, economicamente importantes, da ordem
Gigartinales (as letras gregas designam as carragenanas).

Taxon Tipo de ficocoléide Acido Ref*
ND G E G+E  piruvico
GIGARTINACEAE
Gigartina alveata K A (Parsons et al., 1977)
3 (Falshaw e Furneaux, 1995a)
G. asperifolia Carrag (Stoloft, 1959)
G. brahiata K A (Parsons et al., 1977)
G. ‘Charleston’ K A (Parsons et al., 1977)
G. chauvini Carrag (Selby e Wynne, 1973)
G. clavifera K A (Parsons et al., 1977)
3 (Falshaw e Furneaux, 1995a)
G. cranwellae K A (Parsons et al., 1977)
G. macrocarpa K A (Parsons et al., 1977)
G. pectinata K/l g Zertuche-Gonzalez, 1998  (ndo
publicado)
G. pistillata K/itou Eou (Peat, 1981; McCandless et al.,
K/Uv ME/m 1983; Amimi ef al., 2001)
Uwv  ME + Presente estudo
G. polycarpa kv - A6/la (Chopin et al., 1999a)
G. radula K A (Stanley, 1990)
G. skottsbergii KV A (Ciancia et al., 1993a; Ciancia et
al., 1995, 1997a; Estevez et al.,
2002)
59%x
41%: Presente estudo
Chondrus canaliculatus K Ao/O (Craigie, 1990; Chopin et al,
1999a)
C. crispus K//p A6/o (Bellion et al., 1983) (Craigie e
Rivero-Carro, 1992; Chopin et al.,
Vv A 1999a)
Presente estudo
C. ocellatus K/l A (McCandless et al., 1983)
C. verrucosus K/l A (McCandless et al., 1983)
Chondracanthus K/l & (McCandless et al., 1983)
acicularis K/ £/0 + Presente estudo
C. caniculatus K/l & + (Correa-Diaz et al., 1990; Craigie e
Rivero-Carro, 1992)
C. chamissoi K/t &/6/a (Lawson et al., 1973; Penman e
Rees, 1973; Chopin et al., 1999a)
KVuv &/ Presente estudo
C. corymbiferus K/ & + (McCandless et al., 1983; Whyte et
al., 1984)
C. exasperatus K/t & + (McCandless et al., 1983; Correa-
Diaz et al., 1990)
C. harveyanus K/l S (Correa-Diaz et al., 1990)
C. intermedius K/l (McCandless et al., 1983)
C. johnstonii K/l (McCandless et al., 1983)
C. spinosus K/l S (Correa-Diaz et al., 1990)
C. teedei K/Uv (Zinoun, 1993; Zinoun et al.,
1993b; Chopin ef al., 1999a)
C. teedei var. WUy &0 (Pereira e Mesquita, 2004)
lusitanicus Presente estudo
C. tenellus n + (Hirase e Watanabe, 1972)
C. tepidus K/l £/0 (Correa-Diaz et al., 1990)
Sarcothalia K E&oul (Penman e Rees, 1973; Parsons et
atropurpurea al., 1977)
S. circumcincta K A (Parsons et al., 1977)
S. crispata Vv AbBla (Stortz et al., 1994; Stortz et al.,

19970, a; Chopin et al., 1999a)
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S. crispata (cont.) K/VWv Presente estudo
S. decipiens K/ A (Penman e Rees, 1973; Parsons et
al., 1977)
S. lanceata K A (Penman e Rees, 1973)
S. livida K/p A (Penman e Rees, 1973; Parsons et
al., 1977)
S. papillosa UK (Chopin et al., 1999a)
S. scutellata /v AO/a (Chopin et al., 1999a)
S. stiriata K/ Vv (Furneaux e Miller, 1986)
PETROCELIDACEAE
Mastocarpus jardinii K/l ME/ (McCandless et al., 1983)
T
M. pacificus K/ (McCandless et al., 1983)
M. papillatus K/l AE/ (Whyte et al., 1984; Correa-Diaz et
b1 al., 1990)
M. stellatus KUy Mn (Bellion et al, 1983; Craigie e
Rivero-Carro, 1992)
KV Presente estudo
PHYLLOPHORACEAE
Ahnfeltiopsis vk A (McCandless ef al., 1982)
devoniensis v/ v Presente estudo
A. flabelliformis 7S A (McCandless et al., 1982)
A.gigartinoides K/ A (McCandless et al., 1982; Bellion et
al., 1983; Whyte et al., 1984)
A. leptophyllus 1 A (McCandless et al., 1982)
A. linearis K/t A (McCandless et al., 1982; Whyte et
al., 1984)
Gymnogongrus chiton K/l A (McCandless et al., 1982)
G.crenulatus vk A (McCandless et al., 1982)
K/l Presente estudo
G.crustiforme UK A (McCandless et al., 1982)
G. furcellatus vo A (Lawson et al., 1973; McCandless
et al., 1982)
G.griffithsae 74 A (McCandless et al., 1982)
G.humilis 70% x (Furneaux e Miller, 1985)
30% 1
G. nodiferus 1 (Furneaux e Miller, 1985)
G. norrisii v (McCandless e Gretz, 1984)
G. patens Carrag (Stoloff, 1959)
G. torulosus K/pv (Estevez et al., 2001)
DL-
hibrido
CYSTOCLONIACEAE
Calliblepharis v (Chiovitti et al., 1998b)
celatospora
C.ciliata 90% /v (Deslandes et al., 1985)
(x)
C. jubata 90% /v (Deslandes et al., 1985; Zinoun,
(x) 1993; Zinoun e Cosson, 1996)
uv uv Presente estudo
C. planicaulis v (Chiovitti et al., 1998b)
SOLIERIACEAE
Betaphycus gelatinum B/ x/y (Greer e Yaphe, 1984a)
By Presente estudo
B.philippinensis B/xty (Doty, 1995)
B/x (Ragasa, 2003)
B. speciosum B/« (Santos, 1989)
Eucheuma denticulatum  1/v/x (Anderson et al., 1973; Bellion et
ou al., 1983; Mollion et al., 1990;
v Aguilan et al., 2003)
WK Presente estudo
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(continuag?o) Vo (Dawes et al., 1974; Dawes et al.,
1977)
E. isiforme KV Presente estudo
E. platycladum (van de Velde et al., in press)
K/ Vv Presente estudo
E. spinosum uv/k (Anderson et al., 1973; Lawson et

al., 1973; Bellion et al, 1982;
Fostier et al., 1992)

Kappaphycus alvarezii KV (Bellion et al., 1983; Aguilan et al.,
K/p/ 2003)

K. cottonii K K/p/1 (Santos, 1989; Aguilan et al., 2003)

K. striatum K/l (Santos, 1989; Chopin et al., 1999a;

Villanueva e Montano, 2003)
/U Presente estudo

ND, geracao ndo descriminada; G, gametofitos; E, esporofitos; G+E, ambas as geragdes.

4.2 — Biogeografia das carragendéfitas

A costa Atlantica (Centro e Norte) de Portugal ¢ uma area extremamente rica em
biodiversidade algal, resultante da diversidade de influéncias climaticas existentes nesta
zona da Paninsula Ibérica (Braun-Blanquet et al., 1972; Honrado et al., 2002). Assim, o
gradiente da flora algal presente ao longo da costa portuguesa ¢ uma consequéncia dessa
diversidade de influéncias climaticas. A flora encontrada na zona Centro e Norte da
nossa costa ¢ muito semelhante a encontrada na Europa central (Ilhas Britanicas e
Franga), enquanto que na zona Sul ¢ nitida a influéncia da flora Mediterranica e do
Norte de Africa (Sousa-Pinto, 1998).

4.2.1 — Flora algal da area geografica estudada

Como foi referido no capitulo 1 (Introdugdo), a costa portuguesa constitui o
limite Sul da distribui¢cdo europeia de algumas espécies de aguas frias/temperadas, como
¢ o caso do Ascophyllum nodosum e da Pelvetia caniculata (algas castanhas), reportadas
nas colheitas feitas na Praia do Norte (Viana do Castelo) (ver alinea 3.1.12). Outras
espécies de aguas frias/temperadas tém, na costa Norte de Portugal, o seu limite mais a
Sul, como ¢ o caso da Laminaria saccharina, presente em Moledo, e da Laminaria
hyperborea, presente em varias estagdes do Norte de Portugal até Valadares (Pérez-
Ruzafa et al., 2003).

O fenémeno sazonal de “upwelling” (Afonso et al., 2000) também favorece o
aparecimento de espécies ndo nativas como o caso do Sargassum muticum, que se
encontra presente nas seguintes estacdes costeiras (de Sul para Norte): Odeceixe,
Almograve, Furnas, S. Torpes, Peniche, Polvoeira, Buarcos, Aguda, Lavadores, A-Ver-
o-Mar, Agucadoura e Apulia (Gaspar, 2002; Coelho, 2003; Sousa, 2003) (consultar
www.uc.pt/seaweeds).

Outras macroalgas de 4guas temperadas tém, também elas, a sua distribui¢ao
mais a Sul, na costa Portuguesa. Alguns exemplos sdo a Ahnfeltia plicata e a Palmaria
palmata (algas vermelhas). Por outro lado, Portugal constitui o limite Norte de espécies
de 4guas quentes, como ¢ o caso das algas castanhas: Bifurcaria bifurcata (frequente em
S. Martinho do Porto e mais rara em Buarcos, ver alinea 3.1), Padina pavonia
(reportada no Baleal), Dytiota dichotoma (presente nas diversas estagdes de colheita,
referidas neste estudo, até Afife, no Norte) e o Dyctiopteris polypodioides (presente nas
estacdes costeiras de Buarcos, A-Ver-o-Mar e Agucadoura).
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Como foi referido por varios autores (Palminha, 1951; Mesquita Rodrigues,
1963; Ardré, 1970; Sousa-Pinto, 1998) e confirmado neste nosso estudo, existe um
incremento do nimero de espécies de algas da classe Rhodophyceae e uma redugdo do
numero de espécies da classe Phaecophyceae, na sua distribui¢do de Norte para Sul.

A zona Norte da nossa costa ¢ dominada por espécimes de M. stellatus, C.
jubata, G. pistillata, C. acicularis, C. teedei var. lusitanicus, Osmundea pinnatifida,
Gelidium pusillum e Pterosiphonia complanata (Ardré, 1970; Sousa-Pinto, 1998). O
patamar médiolitoral da zona centro (de Aveiro a Peniche) ¢ dominado por espécimes
de M. stellatus, C. teedei var. lusitanicus, C. crispus, O. pinnatifida, Corallina elongata,
P. complanata, Ulva sps., Codium sps. e Saccorhiza polychides. Relativamente as
espécies dominantes, destacamos a presenga de quatro carragenofitas entre as dez
espécies com maior cobertura (ver Figura 3.26). Na zona de Peniche e Sao Martinho do
Porto ¢ de referir a presenga de quantidades significativas de Gelidium corneum e
Pterocladiella capillacea no patamar sublitoral, colhidas para fins comerciais (extrac¢ao
de Agar) (Santos e Duarte, 1991; Sousa-Pinto, 1998).

4.2.2 — Amostragem das carragendfitas

Para o estudo da estrutura das populagdes das oito carragenofitas seleccionadas
(percentagem de cada geracdo) foram colhidas, mensalmente (estudo da variacao
sazonal), de forma aleatéria, 100 frondes com mais de 3 cm de comprimento, de cada
espécie (Scrosati et al., 1994; Zinoun e Cosson, 1996). Para o estudo da variagcdo
geografica foram colhidas 100 frondes, também aleatoriamente, em cada uma das
estacdes costeiras, de Peniche a Moledo (ver metodologia de amostragem na alinea 2.3).
Relativamente ao C. teedei var. lusitanicus foi adoptada uma metodologia ligeiramente
diferente, para que o estudo pudesse ser comparavel com outros feitos com a mesma
espécie (Braga, 1985, 1990; Pereira, 1996b). Assim, no ambito do estudo de uma
populacao de C. feedei var. lusitanicus, feito de Junho de 1993 a Outubro de 1994, em
Buarcos (Pereira e Mesquita, 1994; Pereira, 1996b), foi usado o método dos quadrados,
tendo sido usado na amostragem de biomassa e da percentagem de cada geragdo
(estrutura da populacdo). A mesma metodologia foi depois usada no presente estudo, na
amostragem de uma populacao da mesma espécie, no mesmo local, de Junho de 2000 a
Outubro de 2001 (ver alinea 3.3 e 3.4). Em ambas as situagdes ¢ 6bvia a existéncia de
padrdes regulares, nos dois periodos, na maior parte dos parametros estudados. A
biomassa e o comprimento dos talos mostram um padrao sazonal, com valores elevados
no inicio do Verdo e valores reduzidos no final do Verdo, Outono e Inverno. Uma
excepcdo a este padrdo sazonal foi registada em Agosto de 2000, com um decréscimo
acentuado da biomassa, que coincidiu com um periodo anormal de temperaturas muito
elevadas e baixo pH (ver linha a tracejado na Figura 3.3). O baixo valor de pH registado
em Agosto de 2000 esteve, aparentemente, relacionado com a decomposicdo de uma
grande quantidade de algas acumuladas no limite das marés (sobretudo Gracilaria
gracilis e Saccorhiza polyschides).

Na populagdo de C. teedei var. lusitanicus de Buarcos existe uma predominancia
de talos ndo frutificados (com uma média de 69.4 %). Relativamente aos talos
frutificados, ha um nitido predominio dos talos tetraspdricos (média = 21.0 %), quando
comparados com os gametofitos femininos (média = 9.6 %). Este resultado €, em certa
medida, surpreendente, se atendermos a que noutras regides do globo, onde tém sido
estudadas populacdes de C. teedei, a situagdo apresenta-se invertida, isto &, os
tetrasporofitos sdo muito raros (0.5 % - 2 %, no Brasil) (Braga, 1985, 1990), surgem
somente na época estival (Ilhas Britanicas) (McLachlan, 1968; Dixon e Irvine, 1977)
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ou, aparentemente, nem sequer existem (Roscoff, Franga) (Zinoun, 1993; Zinoun et al.,
1993a, b).

No nosso estudo, a presenga de gametdfitos femininos na Primavera/Verdo e de
tetrasporofitos no Outono/Inverno, estd relacionada com a temperatura ¢ com o
fotoperiodo (Pereira e Mesquita, 2004). Em contraste com a descri¢do de Braga (1990),
o desenvolvimento de cistocarpos estd, provavelmente, condicionado pela existéncia de
temperaturas elevadas e por longos periodos de luminosidade, havendo uma correlagao
oposta no desenvolvimento dos soros de tetrasporocistos, ou seja, a existéncia de
temperaturas baixas e de curtos periodos de luminosidade (Pereira e Mesquita, 2004).

Relativamente ao C. teedei var. lusitanicus, verificou-se a existéncia de uma
discrepancia entre os resultados do estudo feito em Buarcos (variacdo sazonal) e o
estudo da variacdo geografica. No primeiro caso ¢ de notar a dominancia de talos nao-
frutificados, enquanto que no segundo caso, a Unica estagdo em que os referidos talos
foram dominantes, foi Buarcos. No entanto, mesmo em Buarcos, a percentagem de talos
nao-frutificados (47.5 %) ¢ significativamente inferior a média determinada no estudo
de variacdo sazonal (69.4 %). A explicagdo para esta diferenca passa pelos distintos
métodos usados em cada uma das situagdes (ver alinea 2.3):

a) Na amostragem pelo método dos quadrados, o conjunto de talos
designado por “nao-frutificados” inclui gametéfitos masculinos, gametofitos femininos
e tetrasporofitos, pois as frondes colhidas incluem exemplares com dimensdes inferiores
a 3 cm, muitas delas ainda sem estruturas reprodutoras diferenciadas.

b) Na colheita aleatoria de 100 frondes (com dimensdes superiores a 3 cm -
comprimento minimo para o qual todas as frondes apresentam ja estruturas reprodutoras
diferenciadas) ¢ possivel a separacao dos talos em trés grupos distintos: gametofitos
femininos, tetrasporofitos e talos ndo-frutificados = gameto6fitos masculinos. De notar
que esta metodologia foi aferida por técnicas de analise espectrocopica (Brown et al., in
press) (ver alinea 2.3.2).

Os padroes sazonais da variagdo da percentagem de cada geragdo (talos
frutificados), verificados nas outras carragenofitas estudadas, sdo semelhantes aos de C.
teedei var. lusitanicus. Ou seja, os talos cistocarpicos sdo geralmente predominantes nas
amostras da Primavera/Verao (ver Figuras 3.7 — C. crispus, 3.10 — G. pistillata) e os
talos tetraspdricos estdo sobretudo presentes nas amostras do Outono/Inverno. A
predominancia de gametofitos femininos, no periodo da Primavera/Verao, nas amostras
de C. jubata e M. stellatus, contrasta com a predominancia de talos ndo frutificados nas
amostras colhidas no periodo de Outono/Inverno. No caso do C. jubata, a percentagem
de talos tetrasporicos (11.3 %) ¢ bastante inferior ha dos talos nao frutificados (20.8 %)
e ha de gametdfitos femininos (20.3 %), estando presentes nas amostras do final da
Primavera e do Inverno (ver Figura 3.21).

Os dados relativos ao padrdo sazonal da variacdo da percentagem de cada
geracdo, estdo em concordancia com os apresentados nos estudos feitos por Ardré
(1970; Ardré, 1971) e por Mesquita Rodrigues (Rodrigues, 1957). A variacdo sazonal
da percentagem de cada geracdo no C. crispus ¢ concordante com a verificada nos
estudos feitos por Kopp e colaboradores (Kopp, 1975; Kopp e Perez, 1979), em
populagdes da costa francesa.

Relativamente ao estudo das variagdes geograficas, ¢ de notar a existéncia de

padrdes, na variagdo da percentagem de cada geragdo, concordantes com os verificados
no estudo das variagdes sazonais, ou seja, os gametofitos femininos estdo presentes em
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estagcdes costeiras de dguas mais quentes (situadas mais a Sul) e os talos tetrasporicos
estdo presentes sobretudo nas estagdes costeiras de dguas mais frias (situadas mais a
Norte) (ver Tabela 3.3). Um exemplo deste padrao pode ser constatado pela analise dos
resultados referentes a estrutura das populacdes de C. crispus, nas diferentes estagcdes
costeiras estudadas (ver Figura 3.28). Assim, os talos cistocarpicos estdo presentes (e
sdo predominantes nalguns casos) sobretudo nas estagdes costeiras situadas mais a Sul
(Miramar, Buarcos ¢ S. M. do Porto), enquanto que os talos tetrasporicos estdo
presentes nas amostras colhidas nas estacdes mais a Norte (Lavadores, Valadares, A-
Ver-o-Mar, Apulia, Agucadoura, V. do Castelo, Afife, V. P. de Ancora e Moledo). Uma
situacdo idéntica ¢ verificada no estudo referente a estrutura das populagdes de G.
pistillata (ver Figura 3.31) e de C. teedei var. lusitanicus (ver Figura 3.34), onde se
verifica um predominio de talos ndo frutificados nas estacdes de aguas frias (de
Lavadores até Moledo) e a presenca de gametdfitos femininos nas estacdes de aguas
mais quentes, sobretudo a sul de Buarcos.

4.2.3 — Estudo da cobertura, biomassa e dominancia quantitativa
das principais espécies algais da baia de Buarcos

Para a determinacdo da cobertura, biomassa e domindncia quantitativa das
macroalgas presentes no patamar médiolitoral em Buarcos foram testados dois métodos
distintos:

a) O método da “4rea minima”, proposto por Goldsmith e Harrisson (1976),
adaptado para o estudo de populacdes algais por Cosson e Thouin (1981) e testado na
baia de Burcos por Pereira et al. (2000).

b) Amostragem em continuo sobre um transepto (Cosson e Thouin, 1981;
Chopin, 1997; Pereira et al., 2001).

Assim, foram ensaiados quadrados de diferentes dimensdes (ver Figura 2.3-D),
tendo-se chegado a conclusao de que para a amostragem abranger todas as espécies
presentes em Buarcos, incluindo as mais raras e, descrever o mais fielmente possivel a
populagdo algal, era necessario usar o método da “amostragem em continuo sobre um
transepto”. Uma das razdes para o método da area minima nao ser aplicavel em Buarcos
(em estudos fitossociologicos), deve-se ao facto do local de estudo se encontrar num
unico horizonte (horizonte inferior) do patamar médiolitoral (ver Figura 3.2) e,
consequentemente, as algas ai presentes ndo apresentarem uma zonagao vertical nitida
(Pereira et al., 2001; Gaspar, 2002).

4.2.4 — Distribuicdo das carragenofitas pelas diferentes estacdes
costeiras

As carragenofitas estudadas sdo espécies comuns na zona Centro/Norte da Costa
Portuguesa. Algumas delas sdo, inclusivamente, espécies dominantes da flora algal no
patamar médiolitoral (ver Figura 3.26 e Tabela 3.1 e 3.2). Relativamente a distribui¢do
pelas estagdes costeiras, o C. crispus € o M. stellatus sdo espécies amplamente
distribuidas, estando presentes em 13, num total de 15 estagdes costeiras analisadas (ver
Tabela 3.4). Uma ampla distribui¢do tem também o C. teedei (presente em 12 estacdes)
e a G. pistillata (presente em 11 estagdes).
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O G. crenulatus, apesar de ter uma cobertura reduzida (ver Figura 3.25), ¢ a
unica carragenofita estudada presente em todas as estagdes costeiras analisadas. O C.
acicularis, apesar de apresentar a segunda maior cobertura do estudo (ver Figura 3.25) e
ser considerada uma espécie comum na nossa costa, formando tapetes densos (Ardré,
1970; Sousa-Pinto, 1998), s6 foi localizado em 6 estagcdes de colheita. Uma possivel
explicacdo par este facto podera estar relacionada com a reduzida cobertura registada no
periodo Primavera/Verdo (2.51 %), inferior a sua cobertura de Outono/Inverno (3.45
%). Assim, visto que as amostragens para a localizagdo geografica das caragenofitas
foram feitas no Verdo, a “auséncia” do C. acicularis, nalgumas das estagdes costeiras,
podera estar relacionada com a sua menor cobertura e biomassa nesta época do ano.

4.3 — Aspectos ecoldgicos e ecofisiolégicos das espécies
estudadas

O peso seco e o contedo em carragenana do C. teedei var. lusitanicus em
Buarcos, nos tetrasporofitos, gametofitos femininos e talos nao-frutificados (ver Figura
3.5), apresentam ligeiras diferencas. Os talos cistocarpicos possuem a maior
percentagem média de carragenana (37.9 %), enquanto que os talos nao frutificados
apresentam a menor percentagem (31.4 %). O maximo conteido em carragenana
(Figura 3.5 — B) foi encontrado numa amostra tetrasporica (58.0 % do peso seco)
colhida em Julho de 2001. O contetido global médio foi de 34.9 %. Relativamente as
variacoes geograficas do conteudo em carragenana, o seu conteitdo maximo foi
encontrado numa amostra colhida na praia da Aguda, também pertencente a geracao
tetrasporofita, com 68.0 % do peso seco (ver Figura — C). Em ambos os estudos
(variagdo sazonal e variacao geografica) a evolu¢ao do conteiido em carragenana esta
negativamente correlacionado com a variagdao do peso seco.

Estes valores, embora elevados, estdo abaixo dos reportados para amostras de C.
teedei colhidas no Brasil [76.0 %, (Saito e Oliveira, 1990)] e na Franca [70.0 %,
(Zinoun, 1993; Zinoun et al., 1993b)]. Uma possivel explicagdo para estas diferengas,
podera passar pelo facto das nossas amostras serem var. lusitanicus, que poderdo,
eventualmente, apresentar um conteudo de carragenana inferior ao da espécie. Mas
ensaios de extraccao feitos com amostras de C. feedei vindas de Franga (Roscoff) e do
Baleal (Peniche) com, respectivamente, 40 e 45 % do peso seco, levam-nos a pensar que
as diferengas encontradas entre os nossos resultados e os reportados noutros trabalhos
poderao estar relacionadas com os diferentes métodos de extrac¢do usados. Assim, as
carragenanas referidas nos trabalhos de Zinoun (1993) foram obtidas por processos de
extraccdo mais longos (3.5 a 4 h) e temperaturas mais altas (85 a 90 °C), do que os
usados no nosso estudo. Como ¢ relatado noutros trabalhos (Ragasa, 2003), a
temperatura e o tempo de extraccdo influenciam grandemente a rentabilidade dos
processos extractivos. Como vimos anteriormente (ver alinea 4.1.3), para potenciar a
rentabilidade dos métodos industriais, sdo usados periodos de extrac¢do longos (30 a 48
h), solu¢des muito alcalinas e temperaturas de extrac¢ao elevadas (> 110 °C) (McHugh,
2003). E surpreendente que, entre as carragendfitas portuguesas, o C. teedei var.
lusitanicus ¢ uma das que tem maior teor em carragenana (ver figura 3.50), cobertura
(Tabela 3.1 e 3.2, Figura 3.25 e 3.26) e biomassa (Tabela 3.1 e 3.2) e, apesar disso, ndo
¢ colhida para fins industriais.

O C. cripus ¢ a carragenofita dominante na baia de Buarcos, no que respeita a
cobertura (3.75 % no Outono/Inverno e 3.5 % na Primavera/Verao) e biomassa (570 g
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m™ na Primavera/V erao). Relativamente a esta espécie, em Buarcos, os maiores valores
de biomassa (ver Tabela 3.2) e conteido em carragenana foram registados no Verao
(ver Figura 3.8-C). Tal como acontece no C. teedei var. lusitanicus, as diferentes
geracdes de C. crispus apresentam uma variacdo sazonal do peso seco e conteiido em
carragenana idéntica. No entanto, os talos tetrasporicos exibem o maior conteido em
carragenana (34.6 % do peso seco), valor bastante superior & média apresentada por esta
espécie (28.7 %). Em termos absolutos, o maximo teor em carragenana foi encontrado
numa amostra de talos tetrasporicos (em Buarcos), com 53.2 % do peso seco, em Julho
de 2001. O estudo da variagdo geografica do conteido em carragenana confirma o
superior teor apresentado pelos tetraspordfitos (média = 24.5 %) (ver Figura 3.29-B).

O teor médio em carragenana (28.7 % em Buarcos e 20.4 % no estudo da
variagdo geografica) ¢ inferior ao reportado em trabalhos feitos com algas cultivadas
(aquacultura em “open-water” junto a ilha no Principe Eduardo, no Canadd) (71.0 %)
(Chopin et al., 1999b), mas mais proximos aos reportados em estudos feitos com C.
crispus colhidos em populagdes selvagens do Canada, com 31.4 a 50 % (Chopin, 1986;
Chopin et al., 1999b) e de Franca, com 40.0 a 42.0 % (Kopp, 1975). Tal como
aconteceu com exemplares de C. feedei vindos de Franca, ensaios de extraccao feitos
com amostras de C. crispus vindos do Canadd, com 33.8 % do peso seco (ver Tabela
3.7), levam-nos a concluir que, de facto, muitas das diferencas encontradas nos teores
em carragenana estao relacionadas com os diferentes métodos de extrac¢ao usados.

O M. stellatus apresenta um ciclo biologico trigenético heteromorfico, com a
geragdo tetrasporofita incrustante (outrora denominada Petrocelis cruenta) (Guiry et al.,
1984). Neste trabalho s6 foram estudados os talos gameto6fitos (gametodfitos femininos e
talos nao-frutificados). Apesar desta espécie ser somente a quarta carragenofita em
termos de cobertura (2.02 % na Primavera/Verao e 0.88 % no Outono/Inverno), O M.
stellatus apresenta uma elevada biomassa, sobretudo no periodo da Primavera/Verao
(529 g m™?). Como foi referido anteriormente, a populagdo de M. stellatus em Buarcos é
composta por cerca de 50 % de gametofitos femininos e 50 % de talos ndo frutificados e
ambos tém um teor em carragenana similar, com valores maximos em Setembro (com
cerca de 40.0 % do peso seco). A presenca destas amostras, com elevado contetido em
ficocoloide (ver Figura 3.15), € responsavel pela grande diferenga registada entre a
média referente a Buarcos e a referente ao estudo da variagdo sazonal (ver Figura 3.50).
Apesar da média registada em Buarcos ser superior a do estudo da variagao geografica,
o contetdo em carragenana (aproximadamente 20.0 %) ¢ relativamente baixo, quando
comparado com outras carragendfitas de Buarcos. Estes baixos valores sao também
verificados no estudo da variacdo geografica, no qual o maior teor verificado nao
ultrapassa os 15.0 % do peso seco (amostra de Moledo). Este baixo conteido em
carragenana ¢ comum a outras espécies do género Mastocarpus, como ¢ o caso do M.
papillatus, alga que acompanha a Sarchotalia crispata nas amostras industriais vindas
do Chile, com 5.4 % do peso seco (ver Tabela 3.7). Apesar do baixo conteudo em
carragenana, o M. stellatus ¢ colhido para fins industriais juntamente com o C. crispus
(Santos e Duarte, 1991; Sousa-Pinto, 1998), pois ocupa o mesmo habitat deste, no
horizonte inferior do patamar médiolitoral (ver Figura 3.26).

Um dos maiores rendimentos em carragenana deste estudo foi encontrado na
Gigartina pistillata, com uma média global de 38.7 % (estudo da variagdo sazonal) e de
38.2 % (estudo da variagdo geografica) (Figura 3.50). O seu peso seco tem uma
reduzida varia¢do sazonal, ao contrario da variacdo da produtividade em carragenana,
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que apresenta grandes oscilagdes entre os periodos de Outono/Inverno e de
Primavera/Verao (ver Figura 3.11).

O Chondracanthus acicularis possui a segunda maior cobertura deste estudo
(ver Figuras 3.25, 3.26 e Tabelas 3.1, 3.2); apesar disso, esta alga apresenta uma
biomassa relativamente reduzida, sobretudo no periodo de Primavera/Verao (Tabela
3.2). Esta espécie apresenta, também, o maior teor absoluto em carragenana deste
estudo, com 61.1 % do peso seco, numa amostra de talos NF colhidos em Julho de
2001, em Buarcos (Figura 3.12-B). Assim, o C. acicularis apresenta, em qualquer dos
estudos, sazonal e geografico, o maior conteido médio em carragenana (ver Figura
3.50).

As carragenoéfitas anteriormente referidas apresentam, todas elas, carragenanas
com predominancia da fraccao kappa (ver Tabela 3.11). Todas as trés espécies restantes
(Ahnfeltiopsis devoniensis, Gymnogongrus crenulatus € o Challiblepharis jubata) sao
produtoras de carragenanas com uma grande percentagem da frac¢do iota, pelo menos
nalguns periodos do ano. Algumas destas carragenofitas ja foram estudadas noutros
paises, nomeadamente na América do Norte (Mathieson et al., 1984) e na Franca
(Cosson et al., 1990; Zinoun, 1993; Zinoun e Cosson, 1996). Como ja foi referido na
“Introdugdo”, o A. devoniensis possui um ciclo biolégico trigenético heteromorfico,
com tetraspordfitos incrustantes (Maggs et al., 1992). De todas as carragendfitas
estudadas, esta espécie foi a que apresentou o menor teor em carragenana (com uma
meédia de 10.4 % em Buarcos e 7.4 % no estudo da variagdo geografica), a menor
cobertura (0.1 %) e as menores dimensdes (em média 4.5 cm).

A variacao sazonal do comprimento do Calliblepharis jubata ¢ semelhante a
descrita por Zinoun (1993). Os primeiros talos observados no ciclo anual de
crescimento, foram colhidos em Outubro, tendo estes cerca de 6 cm de comprimento e 1
a 2 mm de largura. Devido as suas reduzidas dimensdes, nesta altura do ano, € por vezes
dificil de distinguir esta espécie de outras algas carragenofitas, como por exemplo o C.
acicularis, presente no mesmo habitat. Uma fase de crescimento activo € registado de
Janeiro a Junho, no qual se verificam alteragdes significativas no comprimento, que
passa de aproximadamente 10 cm em Janeiro, para cerca de 20 cm em Junho. Durante
esta fase de crescimento, o C. jubata passa por uma fase cuja morfologia ¢ muito
idéntica a do C. teedei var. lusitanicus. Apesar das semelhangas, as duas espécies
distinguem-se facilmente pois o C. jubata apresenta uma consisténcia mais
cartilaginosa.

Durante o Verdo o crescimento do C. jubata tem um rapido declinio,
apresentando-se muito despigmentada, em resultado da exposi¢do solar, acabando por
desaparecer no més de Setembro. O teor em carragenana, quase sempre reduzido,
comparativamente as outras espécies estudadas, apresenta o seu maximo em Maio (ver
Figura 3.22-C). A média global do contetido em carragenana ¢ significativamente mais
baixo (13.7 %) do que os valores determinados no final da Primavera (28.8 % em Maio)
e no principio do Verdo (aproximadamente 20 % do peso seco).

Os baixos valores da média global da produtividade em carragenana, explicam a
grande diferenga existente entre o conteudo médio em carragenana do estudo da
variagdo sazonal e o determinado no estudo da variacdo geografica (ver Figura 3.50).
Isto porque, no segundo caso, as algas ao serem colhidas no Verdo, periodo de maior
produtividade, o teor médio em carragenana ¢, obrigatoriamente, superior a média
verificada nos talos colhidos em Buarcos.
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As flutuagdes das caracteristicas fisico-quimicas do meio, durante as diferentes
estagdes do ano, tém uma marcada influéncia no crescimento e composi¢ao quimica dos
talos das algas, nomeadamente nas carragenéfitas (Mathieson et al., 1984; Cosson et al.,
1990; Zinoun e Cosson, 1996; Chopin e Wagey, 1999; Pereira e Mesquita, 2004). Os
factores responsaveis pelos padrdes sazonais do contetdo em ficocoldides incluem: o
fotoperiodo, a fase do ciclo de vida, o nivel de crescimento, a temperatura (do ar e da
agua do mar), o pH e a salinidade da agua e os nutrientes (niveis de fosforo e azoto).
Visto que todos eles estdo interrelacionados, ¢ dificil separar o efeito de cada um deles
(Chopin, 1986; Bolton e Joska, 1993). No entanto, alguns dos efeitos relacionados com
os niveis de nutrientes e de temperatura da agua do mar foram descritos em diversos
trabalhos sobre a ecofisiologia das algas economicamente importantes. Como exemplo
podemos referir os diversos estudos efectuados com C. crispus (primeira alga a ser
usada na extraccao industrial de carragenanas), onde ¢ referido, como principal factor na
varia¢do sazonal do teor em carragenana, os niveis de nutrientes na agua (Kopp, 1975;
Kopp e Perez, 1979; Chopin et al., 1990b; Chopin et al., 1995; Chopin et al., 1999b). A
correlacdo negativa entre os niveis de nutrientes e o conteido em carragenana foi
também referida em estudos com outras algas carragendfitas: C. jubata (Zinoun, 1993;
Zinoun e Cosson, 1996); G. crenulatus (Mathieson et al., 1984; Cosson et al., 1990), M.
stellatus (Mathieson e Tveter, 1975, 1976); C. teedei e C. teedei var. lusitanicus
(Zinoun, 1993; Zinoun et al., 1993a; Pereira e Mesquita, 2004).

Apesar das variagdes do conteudo em carragenana estarem relacionadas com
interac¢des complexas de diversos factores, parece que dois deles, a temperatura € o
nivel de nutrientes na agua, jogam um papel chave nas flutuagdes do teor deste
ficocoloide. Os denominados “efeito Neish” (Neish et al., 1977) e “efeito Chopin”
(Chopin et al., 1990a; Chopin et al., 1995) relacionados, respectivamente, com o
impacto dos niveis de azoto (N) e de fosforo (P), na producdo de carragenana,
encontram-se bem documentados (ver referéncias bibliograficas anteriormente citadas).
No nosso estudo, as variagdes sazonais do teor em carragenana apresentam uma
correlagdo negativa com os niveis de nutrientes da agua (Pereira e Mesquita, 2004). A
baia de Buarcos esta sujeita a uma consideravel variagdo sazonal no nivel de nutrientes
presentes na dgua. Essa variacdao estd directamente relacionada com a proximidade da
foz do rio Mondego e¢ da permanente descarga de agua na baia. O rio Mondego
descarrega anualmente 8.5x10 m’ ano” de 4gua, 120 toneladas de azoto (N) e 15
toneladas de fosforo (P) (Flindt et al., 1997). No entanto, grandes variagcdes nos niveis
de azoto inorganico dissolvido (com elevados valores registados no Inverno e baixos
valores no Verao), caracterizam as aguas despejadas na baia de Buarcos (Flindt et al.,
1997; Martins et al., 2001), sendo responsaveis pelos padroes sazonais do contetido em
ficocoldides das carragendfitas presentes nesta baia.

Para além das variacdes no conteido em carragenana, as variagdes de nutrientes
e de temperatura da dgua estdo relacionadas com as variagdes do crescimento dos talos,
ou seja, com as variagdes do comprimento e biomassa das algas. De acordo com os
estudos feitos por Zinoun e Cosson (1996), o teor em carragenanas decresce durante o
crescimento activo dos talos, que tem inicio no final do Inverno e continua durante a
Primavera. Nesse periodo, caracterizado pelos elevados niveis de nutrientes na agua e
temperaturas baixas, ha uma acumulacdo preferencial de amido florideo, sobretudo no
principio da Primavera. No periodo seguinte, de Maio a Agosto, o nivel de nutrientes
decresce e a irradiacdo solar aumenta e, consequentemente, o ritmo de crescimento dos
talos diminui. A redugdo da concentracdo de nitratos na Primavera/Verdao ¢ o aumento
dos periodos de exposigdo solar sdo, provavelmente, os principais factores responsaveis
pelo aumento da despigmentacdo das algas, sobretudo daquelas situadas no patamar
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médiolitoral, como ¢ o caso das carragendfitas por nos estudadas. Os mesmos factores
sdo também, possivelmente, responsaveis pelo redireccionamento do metabolismo
celular, passando a haver uma sintese preferencial de produtos parietais, como a
carragenana, em detrimento do amido florideo (Zinoun, 1993; Zinoun e Cosson, 1996;
Fournet et al., 1999).

Assim, no estudo das variagdes sazonais feito em Buarcos, parece haver dois
periodos distintos no desenvolvimento das carragendfitas. O primeiro, de Dezembro a
Abril, ¢é caracterizado pela existéncia de temperaturas baixas, progressivamente
crescentes (sobretudo na Primavera), intensidade luminosa moderada e uma grande
disponibilidade de N. A estes factores ambientais corresponde um crescimento
moderado das algas e a sintese preferencial de amido florideo (Zinoun, 1993; Zinoun et
al., 1993a). O segundo ¢ caracterizado pela existéncia de elevadas temperaturas, forte
irradiagdo solar € uma diminuicao do azoto (N) disponivel, ao qual corresponde um
periodo de répido crescimento das algas e da sintese preferencial de carragenana. De
notar que, no inicio do Outono (final de Setembro, principio de Outubro), ocorre um
declinio (e até regressdo, em muitas das algas) no crescimento das carragenofitas (ver
Figuras 3.6, 3.9, 3.13, 3.16 ¢ 3.18). O C. jubata tem, no entanto, um comportamento
ligeiramente distinto deste pois, tal como acontece com as populagdes estudadas no
Canal da Mancha (Normandia, Franga), o periodo de crescimento tem inicio em
Dezembro, aumenta significativamente de Maio a Julho e ocorre um declinio acentuado
de Julho até Agosto (Zinoun e Cosson, 1996). De referir que, entre o final do més de
Agosto e o final do més de Setembro, a populacio de C. jubata praticamente
desaparece.

De referir ainda que, dado o elevado coeficiente de correlagdo existente entre o
comprimento dos talos das carragenofitas e a respectiva biomassa (ver alinea 3.2.3.a), os
dados referentes a variagdo sazonal e variacao geografica do comprimento constituem
um bom indicador das respectivas variacdes de biomassa.

A correlagdo inversa entre a produtividade em carragenana e a concentracao de
N na agua foi demonstrada em diversos ensaios de cultura de algas carragenofitas, entre
os quais destacamos as experiéncias feitas com o C. feedei (Zinoun, 1993; Zinoun et al.,
1993a), C. crispus (Neish e Fox, 1971; Shacklock et al., 1973; Shacklock et al., 1974;
Chopin, 1986; Craigie e Shackloc, 1989; Cosson et al., 1990), C. jubata (Zinoun, 1993;
Zinoun e Cosson, 1996); Hypnea musciformis (Guist et al., 1982). Os ensaios de cultura
laboratorial de M. stellatus e G. pistillata, realizados no presente estudo (ver alinea 3.4),
permitem-nos concluir que também nestas espécies existe uma correlagdo negativa entre
o contetido em carragenana nos talos e a quantidade de nutrientes presente no meio de
cultura. A produtividade em carragenana nos talos cultivados em meio enriquecido com
PES, cada cinco dias, ¢ significativamente inferior a produtividade dos talos selvagens e
dos talos cultivados num meio pobre em nutrientes (meio de cultura enriquecido cada
quinze dias) (ver Figuras 3.53 e 3.54).

Segundo Zinoun (1993), o conteudo em amido florideo varia, sazonalmente, na
razdo inversa a do conteudo em carragenana. Assim, os elevados conteudos de amido
florideo registados na Primavera sugerem que os talos com crescimento activo
sintetizam predominantemente este polimero de reserva citoplasmatico. Durante o
periodo de Verdo, as quantidades de amido florideo decrescem e os de carragenana
aumentam. Assim, tal como Zinoun sugere (ver (Zinoun, 1993; Fournet et al., 1999)), o
amido florideo ¢ provavelmente usado na sintese de carragenana, durante a formacdo
das paredes celulares. Pela analise (por 'H-RMN) dos ficocoloides produzidas pelas
carragenofitas portuguesas, ¢ possivel confirmar que o conteido em amido florideo
varia sazonalmente, estando presente em quantidades significativas (7.4 a 25 % mole)
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nas amostras de algas colhidas no Inverno e no principio da Primavera (ver Anexo I): C.
jubata NF (amostra 231 de Fevereiro de 2002); C. teedei var. lusitanicus GF (amostra
211 de Dezembro de 2001); G. crenulatus T (amostra 215 de Dezembro de 2001 e
amostra 243 de Margo de 2002); M. stellatus GF (amostra 234 de Marco de 2002).

Tanto no estudo da variagdo sazonal (alinea 3.2) como geografica (alinea 3.3), as
carragen6fitas com elevado teor em carragenana (C. acicularis, C. crispus, C. teedei
var. lusitanicus ¢ G. pistillata), apresentam uma elevada correlacdo negativa entre a
variagdo do peso seco e a produtividade em ficocoldide; ou seja, quanto menor é o peso
seco da alga (em percentagem do peso fresco da alga), maior ¢ o conteido em
carragenana. Esta correlacdo negativa entre o contetido em carragenana e o respectivo
peso seco, estd relacionado com as propriedades higroscopicas da carragenana que, ao
absorver agua permite, a alga, resistir a dessecacdo durante a baixa-mar, nos periodos de
maior intensidade luminosa e temperaturas mais elevadas, tipicos do Verao (Perez et al.,
1992), fazendo diminuir o seu peso seco.

44. - Potencialidades industriais das carragendfitas
portuguesas

Em jeito de conclusdao, a combinacdo de uma grande cobertura e elevada
biomassa disponivel (ver Figura 3.25, 3.26 e Tabelas 3.1 e 3.2), um elevado teor em
carragenana (ver Figura 3.50) e a presenca quase generalizada nas estagdes costeiras
desde Buarcos até Moledo, em Portugal e na Galiza, at¢ A Corufa (Barbara e
Cremades, 1996), permite-nos considerar que o C. teedei var. lusitanicus constitui uma
potencial fonte industrial de copolimeros de carragenana kappa/iota e ksi/theta (ver
Tabela 3.10 e 3.11), em adicdo as carragenofitas tradicionalmente colhidas no Noroeste
da Peninsula Ibérica (costa Norte de Portugal e Galiza) (Santos e Duarte, 1991; Sousa-
Pinto, 1998; Pereira e Mesquita, 2003). Outras das algas estudadas, como por exemplo a
G. pistillata e o C. acicularis, devido ao seu elevado contetido em carragenana, poderao
também elas constituir uma fonte de copolimeros, tanto de carragenana kappa/iota,
como de lambda/tetha/ksi (ver Tabela 3.10 e 3.11) e, por isso, serem colhidas em
conjunto com o C. feedei, tal como ¢ feito em Marrocos (Thierry Givernaud, com.
pessoal).

No entanto, na actividade de apanha de algas marinhas, em populacdes
selvagens existentes no patamar médiolitoral, existe o risco de sobre-colheita e
subsequente perda econdmica, para além da reducao ou até destrui¢ao da biodiversidade
algal. Numa altura em que a industria de ficocoldides tem por base espécies de adguas
tropicais (ou subtropicais) (cerca de 88.3 %), em particular de espécies cultivadas na
Indonésia e nas Filipinas (ver Tabela 1.7), em detrimento das espécies selvagens de
aguas frias, a procura de carragenofitas produtoras de copolimeros de carragenana
kappa/iota veio renovar o interesse dos colectores e das grandes companhias de aditivos
alimentares nas espécies de agua fria, sobretudo das carragenofitas produtoras de
copolimeros de carragenana kappa/iota (Bixler et al., 2001; Falshaw et al., 2003; Nunes
et al., 2003) (Alan Critchley, com. pessoal). Nesta perspectiva ha, actualmente, um
renovado interesse na cultura (em tanques e em “open-water”) de carragenoéfitas de agua
fria, como ¢ o caso de experiéncias feitas com C. crispus (Chopin e Yarish, 1998;
Chopin et al.,, 1999b) e com outras algas potencialmente interessantes a nivel
econdmico (ver projecto “Seapura” em www.seapura.com).

Um dos factores responsaveis pelo grande sucesso das carragenodfitas do género
Kappaphycus (produtoras de carragenana kappa), Eucheuma (produtoras de carragenana
iota) e Betaphycus (produtoras de carragenana beta), estd relacionado com a mono-
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especificidade das carragenanas produzidas, caracteristica que permite uma substancial
poupanga nos custos de extrac¢do industrial, pois ndo implica o uso de técnicas de
fraccionamento por KCI. Entretanto, a necessidade do uso da técnica de fraccionamento
nas extracgdes feitas com material algal da familia Gigartinaceae (com misturas de
carragenana da familia kappa e da familia lambda) (Chopin et al., 1999b), poderd, num
futuro breve, deixar de acontecer. Com o incremento do mimero de trabalhos publicados
sobre experiéncias laboratoriais e industriais de pequena escala, na cultura de
carragenofitas, € agora possivel desenvolver projectos de co-cultura integrada de algas,
bivalves, mariscos e peixes. A cultura integrada de algas constitui uma alternativa ao
declinio da colheita tradicional de carragendfitas (Chopin, 1998; Chopin e Yarish, 1998;
Sousa-Pinto, 1998), na qual ¢ possivel obter fontes de carragenana pura da famila kappa
e/ou lambda, de elevada qualidade, em vez de misturas de carragenana kappa/lambda,
que resultavam do material algal colhido em populagdes naturais (Chopin ef al., 1999b).
Passa também a ser possivel obter, simultaneamente, um método natural da
descontaminacdo das dguas residuais (biorremedia¢do) resultantes dos processos de
aquacultura piscicola intensiva (ver www.seapura.com).

No que respeita a possibilidade de cultura ou co-cultura de algumas das espécies
por nds estudadas, diversos estudos mostram que o metabolismo de C. teedei, segundo
Zinoun (1993) e Zinoun e colaboradores (1993a), pode ser manipulado de forma a
produzir elevadas quantidades de carragenana. O mesmo tipo de manipulagdo podera
ser feito com a G. pistillata e M. stellatus, espécies usadas nas nossas experiéncias de
cultura laboratorial (ver alinea 3.4). Por outro lado, devido a reduzida cobertura e
biomassa das espécies pertencentes a familia Phyllophoraceae na costa portuguesa (G.
crenulatus ¢ A. devoniensis), estas carragenofitas deverdo, no futuro, ser objecto de
ensaios de cultura no sentido de avaliar as suas potencialidades como fonte de
carragenanas hibridas de grande inter-variabilidade (ver racios kappa/iota na Figura
3.64 e composicao na Tabela 3.11) e de integracao em sistemas de co-cultura.

Relativamente ao estudo comparativo, por nos realizado, da produtividade em
carragenanas, das espécies portuguesas (ver Figura 3.50) e das espécies usadas a nivel
industrial (ver Tabela 3.7), ¢ interessante verificar que as carragenodfitas colhidas na
costa Centro/Norte de Portugal tém valores médios de carragenana idénticos e, até,
superiores aos das algas actualmente utilizadas pela Degussa (empresa que nos forneceu
grande parte das amostras industriais).

Em jeito de resumo, podemos referir que o Betaphycus gelatinum, o
Kappaphycus alvarezii (oriundo das Filipinas) e o K. striantum (vindo de Madagascar)
sdo as carragenéfitas com maior produtividade em carragenana, com valores que
ultrapassam os 70 % do peso seco. Todas as outras espécies apresentam valores na
ordem dos 30 %, como ¢ o caso da Eucheuma denticulatum (de Madagéscar, Filipinas e
Tanzania - produtora de carragenana predominantemente iota), do K. alvarezzi (da
Indonésia - produtora de carragenana predominantemente kappa) e do C. crispus (do
Canadd). As carragenofitas restantes apresentam contetidos relativamente baixos, com
valores a variar entre os 5.4 % da Sarcothalia crispata GF e do M. papillatus GF (do
Chile) e os 24.6 % do Chondracanthus chamissoi (também do Chile). De referir que
todos os possiveis “concorrentes” das algas carragenofitas portuguesas, apresentam um
teor inferior em carragenana: 33.8 % do C. crispus do Canadd, contra os 38 % de valor
médio nas amostras colhidas em Buarcos no Verao; 24.6 % do C. chamissoi NF ¢ 14.6
% da S. crispata NF do Chile, contra os 45.6 % de média nos talos de C. feedei var.
lusitanicus colhidos em Buarcos no Verao.
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O litoral portugués evidencia-se pela riqueza da sua flora algal, resultado da
diversidade de influéncias climaticas, em consequéncia da sua situacdo geografica
peculiar. A faixa costeira estudada, situada entre a baia de Buarcos e o seu limite Norte,
junto a fronteira com Espanha, inclui inumeras estacdes de colheita nas quais, a
presenca frequente de oito das principais espécies carragenofitas portuguesas, permitiu
o estudo das variagcdes sazonais e geograficas dos principais pardmetros ecologicos
deste conjunto, economicamente importante, de algas.

Em trabalhos futuros seria interessante estender este tipo de estudo a outras
zonas da costa portuguesa, nomeadamente de Peniche até ao Algarve, de forma a
localizar outras populagdes de carragenodfitas como, por exemplo, populagdes de
Caulacanthus ustulatus (Caulacanthaceae) que, segundo Sousa-Pinto (1998), surgem
sob a forma de densos “tapetes”, em conjunto com outras algas vermelhas, nas estagdes
costeiras a Sul de Lisboa. Para além do C. ustulatus, outras carragendfitas (da ordem
Gigartinales) presentes na costa portuguesa, como a Dumontia contorta (Dumontaceae),
Gymnogongrus griffithisae, Phyllophora sps., Stenogramme sps. (Phyllophoraceae),
Calliblepharis ciliata (Solieriaceae) e Grateloupia filicina e G. doryphora
(Halymeniaceae), Caliblepharis poderdo ser alvo da caracterizagdo bioquimica dos seus
ficocoloides, com recurso as técnicas espectroscopicas desenvolvidas neste trabalho.

A baia de Buarcos constitui um excelente local de estudo pois, para além da
presenca de uma grande diversidade de macroalgas, a sua flora algal inclui todas as
principais carragendfitas portuguesas, estando presentes em grande quantidade e durante
todo o ciclo anual. As variagdes sazonais, dependentes da alternancia das estagdes do
ano, encontram-se aqui bem marcadas, com a presenca de Invernos frios e Verdes
quentes, associados a longos periodos de insola¢dao. Para além dessa alternancia das
condicdes climatéricas, as dguas presentes na baia de Buarcos apresentam uma grande
variacao nos niveis de nutrientes dissolvidos, em resultado da proximidade da foz do rio
Mondego, o que possibilita estudos de correlagdo entre os niveis de azoto e fosforo e o
teor em carragenana das espécies carragenofitas.

Podemos também concluir que os factores responsaveis pela variagdo sazonal do
contetdo em ficocoldide incluem o fotoperiodo, a temperatura do ar e da agua, opH e a
salinidade, o nivel dos nutrientes, a fase do ciclo de vida da alga e o nivel de
crescimento. No entanto, apesar das variagdes do conteudo em carragenana estarem
relacionadas com interacgdes complexas destes diversos factores, parece que dois deles,
a temperatura e o nivel de nutrientes na dgua, jogam um papel chave nas flutuacdes do
teor em carragenana. Os ensaios de cultura laboratorial, realizados com duas
carragenéfitas (M. stellatus e G. pistillata), permitiram-nos confirmar a existéncia de
uma correlacdo negativa entre a variagdo do conteudo em carragenana nas algas e a
quantidade de nutrientes presentes no meio de cultura.

Para além das variagdes no contetido em carragenana, as variagdes de nutrientes
e de temperatura da agua estdo relacionadas com as variagdes do crescimento dos talos,
ou seja com as variagdes do comprimento e biomassa das algas. O teor em carragenana
decresce durante o crescimento activo dos talos, que tem inicio no final do Inverno e
continua durante a Primavera. Nesse periodo, caracterizado pelos elevados niveis de
nutrientes na dgua e temperaturas baixas, hd uma acumulacdo preferencial de amido
florideo, sobretudo no principio da Primavera. No periodo seguinte, de Maio a Agosto,
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o nivel de nutrientes decresce e a irradiacdo solar aumenta e, consequentemente, o ritmo
de crescimento dos talos diminui. Uma menor quantidade de azoto (N) e uma maior
exposicdo solar na Primavera/Verdo sdo, possivelmente, os responsaveis pelo
redireccionamento do metabolismo celular, no qual passa a haver a sintese preferencial
de carragenana, em detrimento do amido florideo. Podemos assim concluir que o
contedo em amido florideo varia sazonalmente na razdo inversa a do contetido em
carragenana.

A elevada correlacdo negativa existente entre a variagdo do peso seco, de
algumas das espécies estudadas (C. acicularis, C. crispus. C. teeddei var. lusitanicus e
G. pistillata), e o respectivo conteido em carragenana, sugere que este ficocoldide
(devido as suas propriedades higroscopicas), ao promover a absor¢do de dgua, permite
as algas resistirem a dessecacao durante os periodos de maior intensidade luminosa e de
elevadas temperaturas, tipicos do Verdo, e a redug@o do seu peso seco.

Relativamente as diferentes metodologias de amostragem usadas, chegou-se a
conclusdo que o método da “a4rea minima” ndo era aplicavel em todos os estudos de
fitossociologia, sobretudo naqueles feitos em estagdes costeiras sem uma zonagao
vertical nitida, como ¢ o caso do local de estudo em Buarcos. Nesta situacdo, a
“amostragem em continuo sobre um transepto” revelou ser o método mais adequado. O
método da “4rea minima” adequa-se ao estudo de populagdes algais com uma
distribui¢ao uniforme e/ou em estudos fitossocioldgicos feitos em areas costeiras com
uma zonagdo vertical bem marcada. No estudo da variagdo sazonal e geografica do
conteudo em carragenanas, do comprimento do talo e da estrutura da populacao algal, a

colheita aleatoria de 100 frondes de cada espécie, revelou ser o método mais adequado.

O C. crispus e o M. stellatus sao as carragenofitas com a maior cobertura e
biomassa, tendo simultaneamente uma distribuigdo geografica ampla, estando presentes
em 13 das 15 estacdes de colheita analisadas. O G. crenulatus € a inica carragenofita
estudada, presente em todas as estagdes de colheita; no entanto, a sua cobertura,
biomassa e teor em carragenana sao dos mais reduzidos. De todas as carragendfitas
estudadas, o A. devoniensis ¢ a espécie que apresenta o menor conteudo em
carragenana, a menor cobertura, a menor biomassa e as menores dimensoes.

O C. teedei var. lusitanicus, apesar de nao ser uma alga colhida para fins
industriais, € surpreendente que, entre todas as carragenofitas estudadas, € uma das que
tem maior teor em carragenana, maior cobertura e biomassa, estando presente em 12
estagdes costeiras. A combinagdo destas caracteristicas e a presenga quase generalizada
nas estagdes costeiras, desde Buarcos at¢ Moledo, em Portugal, e na Galiza, at¢ A
Corufia, permite-nos considerar que o C. teedei var. lusitanicus ¢ uma potencial fonte
industrial de copolimeros de carragenana kappa/iota, em adicdo as carragenofitas
tradicionalmente colhidas no Norte de Portugal (C. crispus e M. stellatus). Outras algas
estudadas, como por exemplo a G. pistillata e o C. acicularis, devido ao seu elevado
conteudo em carragenana, poderdo também constituir uma fonte de copolimeros, tanto
de carragenana kappa/iota, como de lambda/tetha/ksi e, por isso, serem colhidas em
conjunto com a C. teedei, tal como ¢ feito em Marrocos.

Apesar da cobertura e biomassa de algumas das carragendfitas estudadas

permitir a sua apanha para fins industriais, a colheita de algas a partir de populacdes
naturais tem as suas limitacdes, havendo sempre o risco de sobre-colheita e subsequente
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destruicdo das populagdes de carragenofitas e consequentes perdas econdmicas e de
biodiversidade. A cultura integrada de algas constitui uma alternativa ao risco da
colheita tradicional de carragenofitas, passando também a ser possivel obter,
simultanecamente, um método natural da descontaminagdo das 4aguas residuais
(biorremediacdo) resultantes dos processos de aquacultura piscicola intensiva. No que
respeita a possibilidade de cultura ou co-cultura de algumas das espécies por nos
estudadas, diversos estudos mostraram que o metabolismo de C. feedei pode ser
manipulado de forma a produzir elevadas quantidades de carragenana; o mesmo tipo de
manipulagdo podera ser feito com a G. pistillata e M. stellatus. Por outro lado, devido a
reduzida cobertura e biomassa das espécies pertencentes a familia Phyllophoraceae na
costa portuguesa (G. crenulatus € A. devoniensis), estas carragenéfitas deverdao, no
futuro, ser objecto de ensaios de cultura no sentido de avaliar as suas potencialidades
como fonte de carragenanas hibridas de grande inter-variabilidade e da sua possivel
integracdo em sistemas de co-cultura.

A presenca de frondes hibridas de G. pistillata, ou seja, talos apresentando,
simultaneamente, estruturas reprodutoras caracteristicas dos gametofitos femininos
(cistocarpos) e estruturas tipicas dos tetrasporofitos (soros de tetrasporocistos) ¢ um
fenomeno frequente, tanto a nivel sazonal como geogréfico. Pelo estudo da morfologia,
anatomia e ultrastrutura dos talos heterosporicos e pela andlise das carragenanas
produzidas por cada uma das diferentes partes (os ramos portadores de cistocarpos
produzem carragenana hibrida kappa/iota, enquanto que os ramos portadores de soros
de tetrasporocistos produzem carragenana hibrida ksi/lambda), fomos levados a concluir
que as frondes heterosporicas de G. pistillata possuem, simultaneamente, duas geracoes
distintas no mesmo talo: uma parte do talo corresponde a geracdo gametofita feminina;
a outra parte corresponde a geracao tetrasporofita.

Relativamente aos estudos citoquimicos, as principais conclusdes a reter sao as
seguintes: os dois principais componentes da parede celular e da matriz intercelular das
carragendfitas analisadas sdo a celulose e os polimeros de galactana sulfatada
(carragenanas); ao nivel dos talos, os polissacarideos sulfatados apresentam uma maior
concentragdo na zona cortical e uma menor concentragao na zona medular, havendo um
gradiente oposto na concentracdo da celulose; a nivel celular e tal como acontece com
as carragenofitas de elevado valor comercial (K. alvarezzi), a celulose constitui o
principal componente polissacaridico fibrilar das paredes celulares das carragendfitas
estudadas (G. pistillata, G. crenulatus e A. devoniensis), variando o seu nivel de
organizacdo (cristalinidade) com o tamanho das células; os resultados da analise por
EDX evidenciam a existéncia de um gradiente crescente de concentracdo de
carragenana, da parte mais interna da parede celular para a zona da matriz intercelular.

A localizagdo citologica in situ dos polimeros da matriz extracelular constitui um
complemento valioso a caracterizagdo quimica e fisica dos ficocoloides extraidos.
Futuramente ¢ nossa intengao desenvolver estudos com vista ao esclarecimento dos
mecanismos de biossintese celular, transporte e deposicdo das carragenanas, com
recurso a técnicas de imunocitoquimica. A distribui¢do das carragenanas nas diferentes
partes do talo podera ser averiguada com recurso a microscopios associados a
espectrometros de FTIR e FT-Raman.

O método de extrac¢do laboratorial alcalino, usado neste trabalho, possibilita a
extrac¢do de carragenanas com baixo indice de degradagdo e elevado peso molecular,
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vindo confirmar a ideia de que a extraccdo de ficocoloides, mesmo em condigdes
“suaves”, possibilita a ciclizagdo das suas unidades constituintes. Comparativamente as
carragenanas obtidas a nivel industrial, as carragenanas extraidas das algas portuguesas
apresentam elevados pesos moleculares e possuem as caracteristicas fisico-quimicas
necessarias para serem classificadas pela FDA e SCF como carragenanas comerciais,
utilizaveis a nivel alimentar (ver alinea 1.4.1.a).

A combinagdo das duas técnicas espectroscopicas desenvolvidas neste trabalho
(FTIR-ATR e FT-Raman) permite, de uma forma rapida e fidvel, a identificacdo dos
diferentes tipos de ficocoloides (4cido alginico, agar e carragenanas), tanto a partir de
amostras extraidas como a partir da analise directa de alga seca moida. Assim, e visto
que as algas sdo sujeitas a um processo de manipulagdo e tratamento minimos, a
composi¢cdao determinada representa, o mais fielmente possivel, a composicao natural
dos ficocoldides. Visto que os aparelhos de FTIR e FT-Raman fazem parte do
equipamento standard de muitos laboratorios, a aplicacdo desta técnica podera
substituir, vantajosamente, o teste do resorcinol na determinacdo da percentagem de
cada geracdo (estrutura das populagdes algais), em estudos de ecologia e ecofisiologia
das macroalgas possibilitando, por exemplo, o desenvolvimento e a implementacdo de
estratégias de colheita sustentavel de espécies com interesse econdmico. Para além disso
val permitir, aos laboratérios da industria de extrac¢dao de ficocoloides, a avaliagdo e o
controle da qualidade dos diferentes lotes de material algal, de uma forma simples e
eficaz. Para além destas utilizagdes, a analise rapida e eficaz dos polissacarideos
produzidos pelas algas, vai permitir o incremento do nimero de espécies analisadas e o
incremento de estudos em quimiotaxonomia.

A espectroscopia de 'H-RMN ¢ 1til na identificacdo e quantificacdo das
diferentes fraccdes constituintes das amostras de carragenana (extraidas
laboratorialmente ou industrialmente). A espectroscopia de ressonancia do protdo pode
ser usada em analises qualitativas rapidas de pequenas amostras (5 mg) e na analise
quantitativa dos diferentes constituintes de amostras hibridas ou de misturas de
carragenana.

Situagdes ambiguas, como as reportadas por diversos autores (ver alinea
4.1.6.b), os quais referem a possibilidade da origem biogénica da carragenana kappa ser
a mesma da carragenana iota, tém origem nas limitacdes da espectroscopia de '*C-
RMN, incapaz de detectar unidades de carragenana presentes em quantidades inferiores
a 5 %mole. Essa limitacdo tem induzido em erro diversos investigadores, relativamente
a biogénese das carragenanas gelificantes (ver Zinoun, 1993 e Amimi et al. 2003). Com
base nos nossos resultados, baseados em FTIR-ATR, FT-Raman e '"H-RMN, muito mais
sensiveis do que a C-RMN, podemos concluir que a carragenana kappa e iota tém
precursores bioldgicos distintos, respectivamente mu e nu.

A espectroscopia de laser Raman ¢, normalmente, considerada uma técnica
espectroscopica complementar a de IR, apresentando espectros similares aos de
infravermelho. No entanto, certas bandas de fraca intensidade em IR surgem bem
definidas em Raman, permitindo a correcta interpretagao dos espectros vibracionais. Em
estudos comparativos dos diferentes tipos de carragenana, os espectros de FTIR-ATR
fornecem informacdo suficiente. No entanto, os espectros de FT-Raman possibilitam
uma correcta identificagdo dos diversos ficocoloides, em particular as variantes da
familia lambda (carragenana ksi e theta) e os precursores biologicos (mu e nu) das
carragenanas gelificantes (kappa e iota, respectivamente).
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Relativamente a natureza dos ficocoldides produzidos pelas carragendfitas
estudadas, as nossas andlises espectroscopicas permitiram determinar a composicao das
carragenanas hibridas nas espécies: Chondracanthus teedei var. lusitanicus,
Chondracanthus  acicularis, Chondracanthus chamissoi, Chondrus crispus e
Sarcothalia crispata (Gigartinaceae), Mastocarpus stellatus ¢ Mastocarpus papillatus
(Petrocelidaceae),  Gymnogongrus  crenulatus e  Ahnfeltiopsis  devoniensis
(Phyllophoraceae), Calliblepharis jubata (Cystocloniaceae), Hypnea musciformis
(Hypneaceae), Kappaphycus alvarezzi, Kappaphycus striatum, Eucheuma denticulatum,
Eucheuma platycladum, Eucheuma isiforme ¢ Betaphycus gelatinum (Solieriaceae).

Tendo em conta a semelhanga entre a composicdo quimica das carragenanas
produzidas pelas espécies do género Mastocarpus ¢ do género Gymnogongrus
(carragenana hibrida kappa/iota), a presenca de piruvato em ambos os géneros € um
ciclo bioldégico semelhante ao de algumas espécies do género Ahnfeltiopsis, fomos
levados a concordar com a proposta de Guiry e Dhonncha (2004) de transferir as
espécies do género Mastocarpus, pertencentes a familia Petrocelidaceae, para a familia
Phyllophoraceae.

Pela analise da carragenana extraida da E. platycladum por espectroscopia de
"H-RMN, confirma-se a presenca de uma carragenana hibrida do tipo kappa/iota, mas
com um nitido predominio da fraccdo kappa (cerca de 80 %mole). Assim, esta
carragendfita deveria ser transferida para o género Kappaphycus, passando a designar-
se K. platycladum.

Grande parte dos gametofitos das espécies pertencentes a familia Gigartinaceae
produz carragenanas hibridas kappa/iota com racios especificos entre as unidades kappa
e as unidades iota, independentes de variagcdes sazonais; no entanto, parece que os talos
gametofiticos de algumas espécies da familia Phyllophoraceae, como por exemplo o G.
crenulatus € o A. devoniensis, produzem uma grande diversidade de hibridos com
diferentes racios kappa/iota, dependentes de variagdes sazonais. Esta variabilidade
apresentada pelas carragenanas hibridas produzidas pelo A. devoniensis despertou o
interesse de inumeros investigadores ligados a instituicdes de investigacdo na area
alimentar (Wageningen Centre for Food Sciences, Holanda) e empresas do ramo dos
coldides alimentares (NIZO food research, Holanda e CP Kelco Aps, Dinamarca), que
procuram um modelo para realizar estudos sobre a variabilidade das carragenanas
hibridas kappa/iota na natureza. Assim, foi estabelecido um protocolo entre a
Universidade de Coimbra e a CP Kelco Aps, com vista ao desenvolvimento de estudos
relacionados com as variacdes da composicdo das carragenanas produzidas por esta
alga.

Os nossos resultados (analises espectroscopicas) contradizem a ideia, defendida
por alguns investigadores, de que as espécies da familia Solieriaceae, cultivadas em
aguas tropicais da Asia (Indonésia, Filipinas, etc.), produzem carragenanas quantitativa
e qualitativamente independentes de factores geograficos e/ou sazonais. No entanto, a
unidade de extraccdo de carragenanas da Degussa (Baupte, Franca) usa, por exemplo,
dois tipos diferentes de tratamento/processamento para o K. alvarezii vindo das
Filipinas e o vindo da Indonésia, pois este Ultimo material algal possui uma elevada
percentagem da fraccdo iota e uma grande quantidade de precursores (nu). A
variabilidade da composi¢do das carragenanas, extraidas da mesma espécie, ficou bem
patente nos resultados das nossas andlises, sendo possivel constatar que o récio
kappa/iota das carragenanas obtidas das espécies do género kappaphycus e Eucheuma
varia consoante a origem geografica das algas.
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Relativamente a evolucdo futura da procura mundial de carragenanas, em
mercados desenvolvidos como os dos EUA, Europa e Japdo, todas as principais
aplicagdes destes ficocoldides ja foram exaustivamente exploradas. No entanto, uma
possivel expansdo do seu consumo poderd advir da substitui¢do da gelatina de origem
animal por carragenana, devido quer a “doenca das vacas loucas” quer ao
desenvolvimento de produtos destinados a um nicho de mercado alimentar constituido
pelos consumidores vegetarianos. Outra possibilidade na expansdo do consumo de
carragenanas reside na crescente utilizacao de copolimeros de carragenana kappa/iota na
industria dos derivados lacteos (ver Anexo II).

No que respeita a evolugdo das aplicagdes biotecnologicas das carragenanas, este
tipo de coloide poderd, num futuro proximo, complementar ou substituir, o acido
alginico, como material de suporte em técnicas de imobilizagdo. Pelo facto das
carragenanas serem consideradas um aditivo alimentar, € possivel que este ficocoloide
possa ser usado em processos de imobilizacao de c€lulas, enzimas ou biocompostos, na
industria alimentar e farmacéutica (ver van de Velde, 2002). Alguns ensaios
preliminares de imobilizagdo executados com copolimeros extraidos do C. feedei var.
lusitanicus (resultados nao apresentados), permitem-nos considerar a possibilidade do
seu uso em métodos de criopreservacdo de microrganismos (microalgas, etc.) e em
processos de biorremediacdo marinha, como suporte de enzimas adequadas a
decomposicao dos contaminantes existentes em zonas costeiras.
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Anexo |

Lista das algas colhidas

Anexos

Codigo | Data colheita Local Espécie Geragio Peso seco | Conteudo Obs.
(% peso carragenana
fresco) (% peso

seco)

001 29-09-2000 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 40.7

002 29-09-2000 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 23.1

003 29-09-2000 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 57.4

004 29-09-2000 Buarcos G. crenulatus TB 20.2

005 29-09-2000 Buarcos M. stellatus GF 21.0

006 29-09-2000 Buarcos C. crispus NF 38.5

007 29-09-2000 Buarcos C. crispus GF 359

008 29-09-2000 Buarcos G. pistillata T 30.4

009 09-03-2000 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 24.9 IR e RMN

010 09-03-2000 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 28.0 IR e RMN

011 09-03-2000 Buarcos G. pistillata GF 32.1

012 09-03-2000 Buarcos G. pistillata T 25.2

013 16-10-2000 Buarcos M. stellatus G 29.0 25.0

014 16-10-2000 Buarcos C. crispus NF 23.0 23.7

015 16-10-2000 Buarcos C. crispus T 25.0 27.6

016 16-10-2000 Buarcos C. crispus GF 21.0 20.0 RMN

017 16-10-2000 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 13.3 359

018 16-10-2000 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 10.8 38.8

019 16-10-2000 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 13.1 31.7 RMN

020 16-10-2000 Buarcos G. pistillata T 18.9 24.9

021 16-10-2000 Buarcos G. pistillata GF 19.3 36.7

022 26-10-2000 Buarcos C. acicularis GF 24.7 38.0

023 26-10-2000 Buarcos C. acicularis NF 20.0 29.0

024 26-10-2000 Buarcos C. jubata NF 11.9 4.3

025 14-11-2000 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 23.9 41.7

026 14-11-2000 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 27.4 30.7

027 14-11-2000 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 25.0 28.2

028 14-11-2000 Buarcos C. acicularis T 37.5 36.6

029 14-11-2000 Buarcos C. acicularis GF 28.2 21.7

030 14-11-2000 Buarcos C. acicularis NF 33.3 30.0

031 14-11-2000 Buarcos C. crispus T 21.0 26.4

032 14-11-2000 Buarcos C. crispus NF 25.0 27.0

033 14-11-2000 Buarcos G. pistillata H 21.2 31.0

034 14-11-2000 Buarcos G. pistillata T 18.1 28.0

035 14-11-2000 Buarcos G. pistillata GF 18.0 38.1

036 14-11-2000 Buarcos G. crenulatus TB 33.6 6.0 IR

037 14-11-2000 Buarcos C. crispus GF 26.0 15.8

038 14-11-2000 Buarcos C. jubata NF 26.0 4.3

039 14-11-2000 Buarcos M. stellatus G 28.0 15.1

040 13-12-2000 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 17.1 29.8

041 13-12-2000 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 19.0 23.5

042 13-12-2000 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 16.4 32.7

043 13-12-2000 Buarcos C. crispus T 25.0 24.8

044 13-12-2000 Buarcos C. crispus GF 24.0 27.0

045 13-12-2000 Buarcos C. crispus NF 24.0 14.0 IR

046 13-12-2000 Buarcos C. jubata NF 8.3 4.1

047 13-12-2000 Buarcos M. stellatus G 30.0 14.8

048 13-12-2000 Buarcos G. pistillata H 24.3 22.7

049 13-12-2000 Buarcos G. pistillata T 24.6 34.1

050 13-12-2000 Buarcos G. pistillata GF 23.9 31.7

051 02-01-2001 Buarcos G. pistillata T 20.6 29.5

052 02-01-2001 Buarcos C. crispus NF 24.0 18.7

053 02-01-2001 Buarcos C. crispus T 24.0 243

054 02-01-2001 Buarcos C. crispus GF 21.0 15.7

055 02-01-2001 Buarcos M. stellatus G 29.0 15.1

056 02-01-2001 Buarcos C. jubata GF 10.5 4.0

057 02-01-2001 Buarcos C. jubata NF 8.1 9.7

058 02-01-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 15.2 29.4

059 02-01-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 16.6 28.5

060 02-01-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 12.4 41.3

061 02-01-2001 Buarcos G. pistillata GF 19.1 33.9
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062 26-02-2001 Buarcos C. jubata GF 12.4 10.0
063 26-02-2001 Buarcos C. jubata NF 9.2 18.5
064 26-02-2001 Buarcos G. pistillata T 20.6 42.6
065 26-02-2001 Buarcos G. pistillata GF 20.3 23.7
066 26-02-2001 Buarcos C. crispus T 24.0 33.8 IR
067 26-02-2001 Buarcos C. crispus NF 23.0 23.2
068 26-02-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 18.0 38.1
069 26-02-2001 Buarcos C. crispus GF 25.0 23.2 IR
070 26-02-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 16.6 41.8
071 26-02-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 14.2 23.0
072 26-02-2001 Buarcos M. stellatus G 31.0 19.4
073 11-03-2001 Buarcos C. jubata GF 10.2 7.6
074 11-03-2001 Buarcos C. jubata NF 7.6 10.8 IR
075 11-03-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 13.9 37.5
076 11-03-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 13.0 34.0
077 11-03-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 15.0 36.0
078 11-03-2001 Buarcos C. crispus GF 24.0 21.2
079 11-03-2001 Buarcos C. crispus T 22.0 30.3
080 11-03-2001 Buarcos C. crispus NF 20.0 29.0
081 11-03-2001 Buarcos M. stellatus G 28.9 20.2
082 11-03-2001 Buarcos G. pistillata GF 18.9 49.8
083 11-03-2001 Buarcos G. pistillata T 19.8 51.0
084 24-04-2001 Buarcos C. jubata GF 8.5 24.2 IR, RMN
085 24-04-2001 Buarcos C. jubata NF 8.6 20.0
086 24-04-2001 Buarcos C. jubata T 8.9 21.5
087 24-04-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 12.8 41.0
088 24-04-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 13.9 44 .4 IR fglg)a secae

moida

089 24-04-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 12.0 30.0
090 24-04-2001 Buarcos G. pistillata GF 21.3 30.0 RMN
091 24-04-2001 Buarcos G. pistillata T 23.2 50.0
092 24-04-2001 Buarcos C. acicularis GF 20.0 45.0
093 24-04-2001 Buarcos C. acicularis 20.0 45.0
094 24-04-2001 Buarcos C. crispus NF 20.8 29.1
095 24-04-2001 Buarcos C. crispus T 23.5 36.7
096 24-04-2001 Buarcos C. crispus GF 28.1 18.5
097 24-04-2001 Buarcos M. stellatus G 30.0 12.2
098 24-04-2001 Buarcos G. crenulatus TB 17.1 15.7
099 20-05-2001 Buarcos C. jubata T 11.2 28.4 IR, RMN
100 20-05-2001 Buarcos C. jubata GF 11.4 40.4
101 20-05-2001 Buarcos C. jubata NF 10.1 17.6 RMN
102 20-05-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 11.6 30.0
103 20-05-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 15.8 43.7
104 20-05-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 15.8 35.7
105 20-05-2001 Buarcos M. stellatus G 30.0 18.7 SEC-MALLS
106 20-05-2001 Buarcos C. crispus T 26.2 36.6 IR, Raman
107 20-05-2001 Buarcos C. crispus NF 22.4 11.5
108 20-05-2001 Buarcos C. crispus GF 25.3 35.0
109 20-05-2001 Buarcos G. pistillata GF 23.1 47.8
110 20-05-2001 Buarcos G. crenulatus TB 21.0 15.0
111 21-06-2001 Buarcos A. devoniensis G 21.2 12.0
112 21-06-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 14.7 32.1 IR, Raman, RMN
113 21-06-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 14.9 43.6 IR, Raman, RMN
114 21-06-2001 Buarcos M. stellatus G 27.0 24.5 IR, Raman, RMN
115 21-06-2001 Buarcos G. crenulatus TB 12.6 233
116 21-06-2001 Buarcos C. jubata NF 11.4 10.0
117 21-06-2001 Buarcos G. pistillata T 21.6 40.0
118 21-06-2001 Buarcos C. crispus NF 18.5 30.0
119 21-06-2001 Buarcos C. crispus GF 24.3 30.0
120 21-06-2001 Buarcos C. crispus T 22.3 30.0
121 07-09-2001 Buarcos M. stellatus G 24.6 41.4
122 07-09-2001 Buarcos A. devoniensis G 18.1 2.9
123 07-09-2001 Buarcos G. pistillata GF 18.0 38.7
124 07-09-2001 Buarcos G. pistillata H 18.1 44.9 RMN
125 07-09-2001 Buarcos G. pistillata T 19.5 57.0
126 07-09-2001 Buarcos C. crispus T 23.8 49.9
127 07-09-2001 Buarcos C. crispus NF 21.1 36.0
128 07-09-2001 Buarcos C. crispus GF 19.4 28.1
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129 07-09-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 14.3 35.8
130 07-09-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 14.9 30.0
131 07-09-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 15.5 35.6 RMN
132 07-09-2001 Buarcos G. crenulatus TB 23.8 10.6 RMN
133 07-09-2001 Buarcos C. acicularis GF 21.2 30.0
134 07-09-2001 Buarcos C. acicularis NF 20.7 51.5
135 18-10-2001 Buarcos G. pistillata H 17.7 349
136 18-10-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 13.0 39.0
137 18-10-2001 Buarcos G. pistillata T 17.9 28.0
138 18-10-2001 Buarcos C. crispus T 25.0 10.3
139 18-10-2001 Buarcos M. stellatus G 27.9 25.0
140 18-10-2001 Buarcos G. pistillata GF 19.5 40.2
141 18-10-2001 Buarcos C. crispus NF 22.7 31.2
142 18-10-2001 Buarcos C. crispus GF 21.1 20.0
143 18-10-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 11.8 31.7
144 18-10-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 14.8 35.9
145 18-10-2001 Buarcos G. crenulatus TB 13.0 5.5
146 18-10-2001 Buarcos A. devoniensis G 19.4 9.1
147 18-10-2001 Buarcos C. jubata NF 53 5.0
148 30-11-2001 Buarcos C. jubata GF 9.0 7.9
149 30-11-2001 Buarcos C. jubata NF 7.6 11.0
150 30-11-2001 Buarcos G. pistillata H 18.9 37.0
151 30-11-2001 Buarcos G. pistillata GF 19.1 24.7
152 30-11-2001 Buarcos G. pistillata T 18.9 37.8
153 30-11-2001 Buarcos M. stellatus G 28.2 51.0
154 30-11-2001 Buarcos C. crispus GF 21.7 10.0
155 30-11-2001 Buarcos C. crispus T 22.4 40.2
156 30-11-2001 Buarcos C. crispus NF 20.6 33.5
157 30-11-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 14.4 30.7
158 30-11-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 12.7 41.7
159 30-11-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 9.3 28.2
160 30-11-2001 Buarcos G. crenulatus TB 11.4 6.6
161 30-11-2001 Buarcos A. devoniensis G 24.4 10.0
162 06-08-2001 Buarcos C. acicularis GF/T 18.5 28.0
163 06-08-2001 Buarcos C. acicularis NF 18.1 28.1 IR
164 06-08-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 14.2 36.6
165 06-08-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 13.8 44.7
166 06-08-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 10.1 33.2
167 06-08-2001 Buarcos C. crispus T 23.7 49.0
168 06-08-2001 Buarcos C. crispus GF 22.1 36.8
169 06-08-2001 Buarcos C. crispus NF 15.0 23.1 SEC-MALLS
170 06-08-2001 Buarcos M. stellatus G 23.6 10.3 IR
171 06-08-2001 Buarcos G. pistillata T 19.3 454
172 06-08-2001 Buarcos G. pistillata GF 19.8 59.7 RMN
173 06-08-2001 Buarcos G. crenulatus TB 16.7 11.0
174 06-08-2001 Buarcos A. devoniensis G 20.9 11.5 IR, RMN
175 06-08-2001 Buarcos C. jubata GF 12.2 13.7
176 06-08-2001 Buarcos C. jubata NF 11.4 18.5
177 06-08-2001 Buarcos C. acicularis GF 23.1 30.0 RMN,

SEC-MALLS

178 06-08-2001 Buarcos C. acicularis NF 20.1 45.4
179 06-08-2001 Buarcos G. pistillata H 17.5 42.5
180 18-10-2001 Buarcos C. acicularis GF 18.8 49.8
181 18-10-2001 Buarcos C. acicularis NF 20.0 61.1 o Raman, RVIN,
182 14-07-2001 Buarcos C. jubata NF 9.6 19.0
183 14-07-2001 Buarcos C. jubata GF 12.4 24.8
184 14-07-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 13.3 58.0
185 14-07-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 9.4 35.7
186 14-07-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 12.3 37.1
187 14-07-2001 Buarcos G. pistillata T 32.2 44.0
188 14-07-2001 Buarcos G. pistillata NF 22.1 31.5
189 14-07-2001 Buarcos G. pistillata H 25.9 42.4
190 14-07-2001 Buarcos G. pistillata GF 21.6 353
191 14-07-2001 Buarcos C. crispus T 25.3 53.2
192 14-07-2001 Buarcos C. crispus GF 20.7 20.6
193 14-07-2001 Buarcos C. crispus NF 23.2 27.0
194 14-07-2001 Buarcos A. devoniensis G 21.5 13.5 IR, RMN
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195 14-07-2001 Buarcos G. crenulatus TB 21.1 15.7
196 14-07-2001 Buarcos M. stellatus G 29.1 23.4
197 21-06-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 14.6 22.7 IR, Raman
198 21-06-2001 Buarcos G. pistillata GF 21.9 29.4
199 21-06-2001 Buarcos G. crenulatus TB 19.7 14.9
200 21-06-2001 Buarcos C. jubata GF 12.7 13.5
201 21-06-2001 Buarcos C. jubata NF 11.4 10.0
202 21-06-2001 Buarcos A. devoniensis G 29.1 10.5 RMN
203 21-06-2001 Buarcos C. acicularis GF 18.5 28.0
204 21-06-2001 Buarcos C. acicularis NF 18.1 51.5
205 21-06-2001 Buarcos G. pistillata H 36.0 40.6
206 15-12-2001 Buarcos C. crispus T 25.5 41.0
207 15-12-2001 Buarcos C. crispus GF 24.9 33.2
208 15-12-2001 Buarcos C. crispus NF 24.3 39.5
209 15-12-2001 Buarcos C. acicularis GF 29.6 35.5
210 15-12-2001 Buarcos C. acicularis NF 22.8 39.7
211 15-12-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 15.8 24.0 RMN
212 15-12-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 11.5 26.2 Raman, RMN
213 15-12-2001 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 16.9 29.0
214 15-12-2001 Buarcos M. stellatus G 33.0 31.7
215 15-12-2001 Buarcos G. crenulatus TB 16.3 11.2 RMN
216 15-01-2002 Buarcos A. devoniensis G 25.0 14.0 IR, RMN
217 15-01-2002 Buarcos G. pistillata T 21.3 34.0
218 15-01-2002 Buarcos G. pistillata GF 21.5 26.9
219 15-12-2001 Buarcos C. jubata NF 7.6 4.1
220 15-12-2001 Buarcos C. jubata GF 9.0 10.5
221 15-12-2001 Buarcos C. jubata T 8.3 7.3
222 15-01-2002 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 18.1 46.4
223 15-01-2002 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 13.3 38.2
224 15-01-2002 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 15.6 40.0
225 15-01-2002 Buarcos C. acicularis NF 22.1 354
226 15-01-2002 Buarcos C. acicularis GF 34.5 35.5
227 30-12-2001 Buarcos G. pistillata T 27.8 54.3
228 30-12-2001 Buarcos G. pistillata H 23.9 49.0 IR, Raman
228b 30-12-2001 Buarcos G. pistillata GF 21.5 26.9
229 15-01-2002 Buarcos C. crispus NF 24.6 32.5 IR
230 15-01-2002 Buarcos C. crispus T 28.2 39.1 RMN
230b 15-01-2002 Buarcos C. crispus GF 24.9 39.2
231 15-01-2002 Buarcos C. jubata NF 8.0 10.3 RMN
232 15-01-2002 Buarcos C. jubata T 7.9 13.4
233 15-01-2002 Buarcos C. jubata GF 8.3 12.9
234 15-01-2002 Buarcos M. stellatus G 30.6 22.5 RMN
235 15-01-2002 Buarcos G. crenulatus TB 19.5 12.0
236 15-01-2002 Buarcos A. devoniensis G 23.9 10.0
237 19-02-2002 Buarcos C. jubata GF 8.0 9.5
238 19-02-2002 Buarcos C. jubata NF 8.6 9.6
239 20-03-2002 Buarcos G. pistillata GF 19.4 49.8 IR
240 20-03-2002 Buarcos G. pistillata T 21.0 35.5 RMN
241 20-03-2002 Buarcos Grateloupia doryphora - 10.32 16.4
242 20-03-2002 Buarcos A. devoniensis G 32.3 7.4 RMN
243 20-03-2002 Buarcos G. crenulatus TB 20.2 15.6 RMN
244 16-04-2002 Buarcos G. crenulatus TB 17.1 15.7 IR
245 16-04-2002 Buarcos G. pistillata T 224 51.1 IR, Raman
246 16-04-2002 Buarcos G. pistillata H 23.0 55.5
247 12-06-2002 Aguda C. jubata NF 10.4 20.0
248 12-06-2002 Aguda C. jubata GF 8.6 32.3
249 12-06-2002 Aguda C. jubata T 8.3 9.5
250 12-06-2002 Aguda M. stellatus G 23.0 33
251 12-06-2002 Aguda C. teedei var. lusitanicus T 15.3 47.0
252 12-06-2002 Aguda C. teedei var. lusitanicus NF 11.6 44.0
253 12-06-2002 Aguda C. teedei var. lusitanicus GF 12.4 68.0
254 12-06-2002 Aguda G. crenulatus TB 14.9 12.3
255 12-06-2002 Aguda G. pistillata T 20.4 48.7
256 12-06-2002 Aguda G. pistillata GF 20.4 42.0
257 12-06-2002 Aguda C. crispus NF 19.6 21.6
258 12-06-2002 Aguda C. crispus T 22.7 13.5
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259 12-06-2002 Aguda C. crispus GF 19.7 12.8

260 13-06-2002 Buarcos G. crenulatus TB 26.4 12.0

261 26-06-2002 Buarcos A. devoniensis G 18.4 2.9

262 29-06-2002 Lavadores C. crispus T 26.1 25.0

263 29-06-2002 Lavadores C. crispus NF 22.6 14.5

264 29-06-2002 Lavadores C. teedei var. lusitanicus T 13.1 21.6

265 29-06-2002 Lavadores M. stellatus GF 26.5 14.3

266 29-06-2002 Lavadores C. teedei var. lusitanicus T 11.8 329

267 29-06-2002 Lavadores C. teedei var. lusitanicus GF 10.6 10.0

268 29-06-2002 Lavadores C. teedei var. lusitanicus NF 9.2 13.0

269 13-07-2002 Lavadores M. stellatus NF 23.3 7.2

270 13-07-2002 Lavadores C. crispus NF 22.3 14.5

271 13-07-2002 Lavadores C. crispus T 26.6 25.0

272 13-07-2002 Lavadores C. crispus GF 253 9.5

273 12-07-2002 Miramar C. jubata NF 12.0 34.5

274 12-07-2002 Miramar C. jubata GF 13.4 25.2

275 12-07-2002 Miramar C. jubata T 13.8 9.2

276 12-07-2002 Miramar C. crispus NF 24.7 35.9

277 12-07-2002 Miramar C. crispus T 26.2 18.2

278 12-07-2002 Miramar C. crispus GF 24.2 10.0

279 12-07-2002 Miramar M. stellatus G 24.2 6.4

280 12-07-2002 Miramar A. devoniensis G 19.4 18.0 RMN

281 12-07-2002 Miramar G. crenulatus TB 17.3 16.7

282 12-07-2002 Miramar Grateloupia filicina T 22.8 6.5

283 13-07-2002 Valadares Grateloupia filicina G 21.0 7.0

284 13-07-2002 Valadares C. jubata T 12.5 10.2

285 13-07-2002 Valadares C. jubata GF 14.3 26.0

286 13-07-2002 Valadares C. jubata NF 9.6 33.0

287 13-07-2002 Valadares M. stellatus G 31.2 7.0

288 13-07-2002 Valadares C. crispus T 26.3 41.9

289 13-07-2002 Valadares C. crispus NF 24.9 14.8

290 13-07-2002 Valadares C. crispus GF 23.5 9.6

291 13-07-2002 Valadares G. crenulatus TB 23.0 23.3

292 13-07-2002 Valadares G. pistillata GF 27.1 42.0

293 13-07-2002 Valadares G. pistillata T 25.8 30.6

294 13-07-2002 Valadares G. pistillata NF 25.8 21.3

295 13-07-2002 Valadares A. devoniensis G 19.0 5.3

296 13-07-2002 Valadares C. teedei var. lusitanicus NF 10.1 10.0

297 13-07-2002 Valadares C. teedei var. lusitanicus GF 11.4 14.0

298 13-07-2002 Valadares C. teedei var. lusitanicus T 12.2 33.5

299 11-08-2002 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 14.3 - Enviadas p/F

300 11-08-2002 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 14.0 - Enviadas p/F

301 11-08-2002 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 15.5 - Enviadas p/F

302 26-08-2002 SPedro Moel | C. crispus NF 23.4 14.1

303 26-08-2002 SPedro Moel | C. crispus T 27.0 18.4

304 26-08-2002 SPedro Moel | C. crispus GF 20.9 7.4

305 26-08-2002 SPedro Moel | G. pistillata GF 27.7 52.0

306 26-08-2002 SPedro Moel | G. pistillata NF 27.8 52.7

307 26-08-2002 SPedro Moel | G. pistillata T 27.5 29.8

308 26-08-2002 SPedro Moel | G. crenulatus TB 17.8 3.0

309 26-08-2002 SPedro Moel | A. devoniensis G 17.0 3.0

310 23-08-2002 Baleal G. crenulatus TB 18.0 4.0

311 23-08-2002 Baleal A. devoniensis G 18.0 4.7

312 23-08-2002 Baleal C. jubata - - -

313 23-08-2002 Baleal C. acicularis - 17.2 57.0

314 23-08-2002 Baleal C. teedei GF 12.3 32.0

315 23-08-2002 Baleal C. teedei T 14.6 49.0

316 23-08-2002 Baleal C. teedei NF 12.4 31.9

317 24-08-2002 S. M. Porto G. pistillata GF 28.0 51.0

318 24-08-2002 S. M. Porto G. crenulatus TB 17.6 3.8

319 24-08-2002 S. M. Porto M. stellatus G 24.0 3.0

320 26-07-2002 A-Ver-o-Mar | M. stellatus G 28.2 10.7

321 26-07-2002 A-Ver-o-Mar | C. crispus NF 22.7 36.5

322 26-07-2002 A-Ver-o-Mar | C. crispus T 25.3 21.4

323 26-07-2002 A-Ver-o-Mar | A. devoniensis G - -

324 26-07-2002 A-Ver-o-Mar | C. teedei var. lusitanicus T 10.7 42.2
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325 26-07-2002 A-Ver-o-Mar | C. teedei var. lusitanicus GF 12.1 14.2

326 26-07-2002 A-Ver-o-Mar | C. teedei var. lusitanicus NF 12.3 52.6

327 26-07-2002 A-Ver-o-Mar | C. jubata NF 10.7 33.0

328 26-07-2002 A-Ver-o-Mar | C. jubata GF 12.2 12.6

329 26-07-2002 A-Ver-o-Mar | G. crenulatus TB 23.6 23.3

330 26-07-2002 A-Ver-o-Mar | G. pistillata T 23.8 25.0

331 26-07-2002 A-Ver-o-Mar | G. pistillata H 26.3 26.8

332 26-07-2002 A-Ver-o-Mar | G. pistillata NF 24.5 27.7

333 11-09-2002 Afife M. stellatus G 27.3 9.8

334 11-09-2002 Afife G. pistillata GF 21.5 25.2

335 11-09-2002 Afife G. pistillata T 222 31.8

336 11-09-2002 Afife G. pistillata NF 20.4 10.0

337 11-09-2002 Afife C. crispus NF 28.5 20.8

338 11-09-2002 Afife C. crispus T 28.5 27.5

339 11-09-2002 Afife A. devoniensis G 17.7 1.0

340 11-09-2002 Afife G. crenulatus TB 15.3 26.1

341 13-08-2002 P. do Norte G. pistillata T 27.0 59.6

342 13-08-2002 P. do Norte G. pistillata GF 27.3 28.0

343 13-08-2002 P. do Norte G. pistillata NF 26.7 65.4

344 13-08-2002 P. do Norte G. pistillata H 28.0 26.5

345 13-08-2002 P. do Norte C. crispus GF 26.1 13.8

346 13-08-2002 P. do Norte C. crispus NF 26.7 12.5

347 13-08-2002 P. do Norte C. crispus T 28.0 13.8

348 13-08-2002 P. do Norte M. stellatus GF 29.2 11.8

349 13-08-2002 P. do Norte M. stellatus NF 28.4 16.9

350 13-08-2002 P. do Norte C. acicularis - 25.0 39.0

351 13-08-2002 P. do Norte G. crenulatus TB 18.8 19.2

352 13-08-2002 P. do Norte C. jubata NF 12.3 24.0

353 13-08-2002 P. do Norte C. jubata GF 14.7 27.0

354 13-08-2002 P. do Norte C. teedei var. lusitanicus T 22.6 10.8

355 13-08-2002 P. do Norte C. teedei var. lusitanicus GF 13.7 25.0

356 13-08-2002 P. do Norte C. teedei var. lusitanicus NF 20.0 14.6

357 11-08-2002 Buarcos M. stellatus GF 31.7 6.3

358 11-08-2002 Buarcos C. crispus NF 23.1 27.0

359 11-08-2002 Buarcos C. crispus GF 24.0 20.6 ER?;;“{;()“@“ seca

360 11-08-2002 Buarcos C. crispus T 25.4 26.2

361 11-08-2002 Buarcos G. pistillata H 27.4 22.9

362 11-08-2002 Buarcos G. pistillata GF 29.6 60.0

363 11-08-2002 Buarcos G. pistillata T 27.5 29.8

364 11-08-2002 Buarcos G. pistillata NF 27.8 63.8

365 11-08-2002 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF 17.1 49.0

366 11-08-2002 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T 18.7 41.2

367 11-08-2002 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF 15.3 26.2 Raman, RMN

368 11-08-2002 Buarcos C. acicularis - 20.5 45.9

369 11-08-2002 Buarcos G. crenulatus TB 21.1 6.6

370 11-08-2002 Buarcos C. jubata GF 14.2 24.7

371 11-08-2002 Buarcos C. jubata NF 14.3 33.0

372 11-08.2002 Buarcos A. devoniensis G 18.4 12.1

373 08-10-2002 Buarcos G. pistillata GF P/ cultura

374 08-10-2002 Buarcos G. pistillata T P/ cultura

375 13-08-2002 Moledo C. crispus GF 224 11.8

376 13-08-2002 Moledo C. crispus T 27.2 31.7

377 13-08-2002 Moledo C. crispus NF 25.4 31.3

378 13-08-2002 Moledo G. crenulatus TB 24.6 3.0

379 13-08-2002 Moledo A. devoniensis G 19.0 7.9

380 13-08-2002 Moledo C. teedei var. lusitanicus GF 14.9 23.0

381 13-08-2002 Moledo C. teedei var. lusitanicus T 16.0 17.5

382 13-08-2002 Moledo C. teedei var. lusitanicus NF 15.9 16.4

383 13-08-2002 Moledo M. stellatus GF 36.9 15.1

384 13-08-2002 Moledo M. stellatus NF 36.6 14.8

385 13-08-2002 V. P. Ancora | C. teedei var. lusitanicus T 14.0 51.7

386 13-08-2002 V.P. Ancora | G. pistillata T 28.0 24.0

387 13-08-2002 V.P. Ancora | G. pistillata NF 29.3 52.0

388 13-08-2002 V. P. Ancora | C. acicularis - 20.8 43.9

389 13-08-2002 V.P. Ancora | G. crenulatus TB 17.2 2.1

390 13-08-2002 V. P. Ancora | M. stellatus G 26.6 12.0
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Cédigo | Data colheita Local Espécie Geracio Peso seco | Conteiido Obs.
(% peso carragenana
fresco) (% peso
seco)
391 13-08-2002 V.P. Ancora | C. crispus GF 25.7 214
392 13-08-2002 V.P. Ancora | C. crispus NF 26.0 42.9
393 13-08-2002 V.P. Ancora | C. crispus T 28.6 35.7
394 26-07-2002 Agucadoura C. teedei var. lusitanicus GF 229 17.1
395 26-07-2002 Agugadoura C. teedei var. lusitanicus T 10.7 31.7
396 26-07-2002 Agucadoura C. teedei var. lusitanicus NF 20.0 17.0
397 26-07-2002 Agucadoura G. pistillata NF 30.0 40.6
398 26-07-2002 Agucadoura G. pistillata GF 29.1 40.0
399 26-07-2002 Agucadoura G. pistillata T 333 27.2
400 26-07-2002 Agucadoura C. jubata NF 14.5 20.6
401 26-07-2002 Agucadoura M. stellatus G 29.5 4.0
402 26-07-2002 Agucadoura C. crispus GF 26.6 19.3
403 26-07-2002 Agucadoura C. crispus NF 214 18.1
404 26-07-2002 Agucadoura C. crispus T 253 40.4
405 26-07-2002 Agucadoura C. acicularis - 23.6 25.8
406 26-07-2002 Agucadoura G. crenulatus TB 20.9 7.6
407 11-09-2002 Moledo M. stellatus GF 36.9 15.1
408 11-09-2002 Moledo M. stellatus NF 36.6 14.8
409 11-09-2002 Moledo C. crispus NF - 31.3
410 11-09-2002 Moledo C. crispus T - 17.8
411 11-09-2002 Moledo C. crispus GF - 11.8
412 20-03-2003 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T Seca e moida IR
413 20-03-2003 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF Seca e moida IR
414 20-03-2003 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF Despigment., seca e moida | IR, Raman
415 16-04-2003 Buarcos G. crenulatus TB Despigment., seca e moida | Raman
416 16-04-2003 Buarcos C. jubata NF Despigment., seca e moida | Raman
417 16-04-2003 Buarcos C. jubata GF Despigment., seca e moida | Raman
418 16-04-2003 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF Despigment., seca e moida | Raman
419 16-04-2003 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF Despigment., seca e moida | Raman
420 03-06-2003 Buarcos C. jubata GF Despigment., seca e moida | Raman
421 03-06-2003 Buarcos A. devoniensis G Despigment., seca e moida | Raman
422 03-06-2003 Buarcos G. crenulatus TB Despigment., seca e moida | Raman
423 03-06-2003 Buarcos C. crispus GF Despigment., seca e moida | Raman
424 03-06-2003 Buarcos C. crispus NF Seca e moida IR
425 03-06-2003 Buarcos C. crispus T Seca e moida IR
426 03-06-2003 Buarcos G. pistillata GF Seca e moida IR
427 03-06-2003 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T Seca e moida IR, Raman
428 03-06-2003 Buarcos C. teedei var. lusitanicus GF Seca/moida, extracgdo aquosa &Eﬁmm,
SEC—I;/IALLS
429 03-06-2003 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF Seca e moida IR
430 03-06-2003 Buarcos C. teedei var. lusitanicus T Seca/moida, extracgdo aquosa ;l}\,/[l;aman,
SEC-MALLS
431 27-11-2003 Buarcos G. pistillata GF Seca/moida, extracgdo aquosa Raman, RMN
432 27-11-2003 Buarcos G. pistillata T Extracgdo aquosa e alcalina RMN,
SEC-MALLS
433 27-11-2003 Buarcos Grateloupia doryphora - Seca e moida IR
434 27-11-2003 Buarcos G. crenulatus TB Seca e moida IR
435 20-03-2003 Buarcos C. teedei var. lusitanicus NF Extracgdo aquosa RMN,
SEC-MALLS
436 26-07-2002 Apulia C. crispus GF 26.6 19.3
437 26-07-2002 Apulia C. crispus NF 26.7 18.1
438 26-07-2002 Apulia C. crispus T 25.9 13.8
439 26-07-2002 Apulia M. stellatus GF 29.0 10.7
440 26-07-2002 Apulia M. stellatus NF 29.2 11.8
441 26-07-2002 Apulia G. crenulatus TB 22.0 12.0
442 26-07-2002 Apulia C. jubata NF 12.3 20.6
443 26-07-2002 Apulia C. jubata GF 12.2 26.0
444 26-07-2002 Apulia G. pistillata GF 27.3 40.0
445 26-07-2002 Apulia G. pistillata T 333 27.7
446 26-07-2002 Aptlia G. pistillata NF 26.7 40.2
447 26-07-2002 Apulia C. teedei var. lusitanicus T 22.6 11.0
448 26-07-2002 Apulia C. teedei var. lusitanicus GF 22.9 17.0
449 26-07-2002 Apulia C. teedei var. lusitanicus NF 20.0 14.6
Xa 2 meses de cultura M. stellatus G Cultura laboratorial Raman
Xb 2 meses de cultura M. stellatus G Cultura laboratorial RMN
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Anexo |l

Utilizagao das carragenanas
Aplicagoes na area alimentar

Na Unido Europeia ¢ feita a distingdo entre a carragenana refinada e a
carragenana semi-refinada (SRC, PES). As autoridades europeias aprovaram o uso do
codigo E407 para designar a carragenana refinada e o cédigo E407a para a carragenana
semi-refinada (lista de agentes emulsionantes, estabilizantes, espessantes e gelificantes
permitidos (http://europa.eu.int/comm/food/fs/sfp/flav_index en.html). A opinido do
comit¢ cientifico europeu, na 4rea alimentar, pode ser consultada em
http://www.cybercolloids.net/news/EU-carrageenan-opinion.pdf (SCF, 2003).

Nos Estados Unidos da América (EUA) as carragenanas siao reconhecidas, pelos
especialistas da “Food and Drug Administration” (21CFR 182.7255), como GRAS
(“generally recognised as safe”), tendo sido aprovadas como aditivo alimentar (21 CFR
172.620). Consultar a base de dados dos aditivos alimentares, EAFUS, da U.S. Food &
Drug Administration, em http://vm.cfsan.fda.gov/~dms/eafus.html.

A Organizagao Mundial de Saude (WHO, World Helth Organization), pela voz
dos especialistas em alimentos e aditivos, concluiu que nao era necessario especificar
um limite para a dose diaria maxima em carragenanas
(http://www.who.int/pcs/jecta/trs909.pdf) (FAO/WHO, 2001).

Estes pareceres técnicos e regulamentagdes permitem que a carragenana seja
usada, com seguranca, na area alimentar. O uso de carragenana em aplicacdes
alimentares foi recentemente revisto no “Handbook of Hydrocolloids” (Imeson, 2000).
As principais aplicagdes nesta area encontram-se sumariadas na Tabela 1.8 (capitulo
“Introdugao”).

Industria dos produtos lacteos e confeitaria

A principal industria alimentar, no que respeita ao uso de carragenanas, ¢ a
industria dos derivados lacteos. Em geral sdo usadas pequenas quantidades de
carragenana, que variam entre 0.01 e 0.05% (Puvanenthiran ef al., 2000). Por exemplo,
a adi¢do de carragenana kappa (0.01 a 0.04%) ao queijo evita a separa¢do do soro; uma
quantidade idéntica de carragenana, adicionada aos gelados, também evita a separacao
dos seus diferentes componentes e evita a formacdo de cristais de gelo. O cacau
presente no leite achocolatado pode ser mantido em suspensao pela adi¢cao de pequenas
quantidades de carragenana kappa. As misturas soliiveis de cacau ou chocolate possuem
na sua composi¢ao carragenana lambda para que, quando adicionadas ao leite ou a agua,
se dissolvam facilmente. Para além disso, a carragenana lambda permite estabilizar as
particulas de cacau no leite e aumentar (potenciar) o seu sabor, tornando a bebida mais
agradavel. A carragenana lambda (0.2 a 0.3%) pode melhorar as bebidas lacteas com
café, prevenindo a separacdo da matéria gorda. Algumas embalagens pequenas com
leite UHT tém carragenana kappa de forma a evitar a separagdo da fraccao proteica. A
carragenana lambda ou kappa podem ser adicionadas a cremes lacteos naturais (batidos
de leite) para ajudar a diminuir o valor caldrico, incorporando ar quando estes sdo
agitados (Imeson, 2000).

A pesquisa e a producdo de novos produtos com elevado valor acrescentado,
constitui um desafio constante para as empresas produtoras de carragenanas. Um novo
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mercado na 4rea alimentar surgiu na década de 90 do século passado, aquando da
procura de alternativas para a substituicdo da gelatina de origem animal, devido a
propagagdo da doenca das vacas loucas (Nunes ef al., 2003). Embora a carragenana nao
possa substituir a gelatina em todas as aplicagdes, a fraccdo iota constitui um excelente
substituto desta na confeitaria.

Alimentos de base aquosa

Como referido anteriormente, com o aparecimento da encefalopatia
espongiforme bovina (BSE ou doenga das vacas loucas), foram desenvolvidos esforcos
no sentido de encontrar substitutos para a gelatina de origem animal (Nunes et al.,
2003). As gelatinas de origem animal tiveram grande sucesso na industria das
sobremesas devido, sobretudo, a sua textura suave e facilidade na libertacdo dos sabores
e aromas, devido a sua temperatura estrutural e de fusdo caracteristicas. As gelatinas
feitas a base de carragenana iota t€ém a desvantagem de possuirem uma temperatura de
fusdo muito elevada e, por isso, ndo sdo agradaveis quando ingeridas. No entanto, t€ém a
vantagem de nao derreterem em dias quentes € de ndo precisarem de frigorifico para
gelificarem, caracteristica muito vantajosa em paises tropicais. Além disso, as gelatinas
de carragenana iota ndo enrijecem com o passar dos dias.

Nos ultimos dois anos as companhias de ingredientes alimentares desenvolveram
misturas de hidrocoloides que imitam as propriedades da gelatina. Estas companhias
descobriram que ao combinarem varios tipos de carragenana com farinha de alfarroba e
amido, conseguiam obter uma grande variedade de gelatinas com diferentes
temperaturas de fusdo e com diversas texturas. Mousses e sobremesas de longa duragdo
baseadas na carragenana e na pectina sao opg¢des validas para determinados grupos
étnicos e vegetarianos, pois ndo contém gelatina animal.

As geleias convencionais de frutos sdo baseadas na pectina e num elevado
conteado de agucar. Nas geleias “light”, de baixo conteido calorico, a pectina ¢
substituida por misturas de carragenana kappa e iota. As bebidas que simulam sumos de
fruta podem ser reconstituidas pela dissolugdo de um p6 em agua fria. A adicao de
carragenana lambda da corpo a bebida e potencia o seu sabor. Os sorvetes constituem
uma alternativa cremosa e sem gordura aos gelados de base lactea; o uso de misturas de
carragenana kappa e iota, em adicdo a farinha de alfarroba ou pectina, da origem a
texturas suaves.

Os condimentos ¢ molhos para saladas com pouca gordura, ou mesmo sem
gordura, contém carragenana kappa ou iota para manter em suspensdo as ervas
aromaticas e potenciar o sabor. Uma combinag¢do de carragenana e xantana ¢ usada em
maioneses de baixo conteudo calorico.

Produtos a base de carne

Na preparacdo de fiambres, a adi¢do de carragenana a salmoura melhora a
qualidade do produto, pois a carragenana absorve a dgua e interage com as proteinas
soluveis, promovendo a sua retengao.

Nos tltimos anos tem havido um incremento na procura por produtos a base de
aves pré-cozinhadas, tais como a galinha (frango) e o peru. Para que este tipo de
produto ndo perca peso e se mantenha com uma textura agradavel ¢ usual “injectar”
uma salmoura com sal, fosfato e carragenana na massa muscular das aves.

O uso de hidrocoldides na obtengdo de produtos alimentares tem sido testado
como substituinte de gordura. Quando se reduz a gordura e o sal a carne fica menos
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tenra, menos suculenta e, consequentemente, perde sabor. Para evitar isto sdo
adicionados fosfatos e carragenana de forma a reestruturar o aspecto e o sabor original.
A carragenana kappa tem sido usada, com algum sucesso, na substitui¢do de metade da
gordura normal presente nas salsichas do tipo “Frankfurt”. A mistura de carragenana
iota com carne de vaca picada permite obter um hamburguer de baixo contetdo
caldrico, como ¢ o exemplo do “MacLean” comercializado por uma conhecida rede de
restaurantes.

As aplicagoes da carragenana em alimentos pré-cozinhados a base de carne sao
uma das areas com grande possibilidade de expansao (McHugh, 2003).

Alimentos para animais

A industria de comida para animais de estimagdo (gatos e cdes) € a principal
consumidora de SRC, ou seja de carragenana semi-refinada (PES). O seu consumo
anual ¢ de cerca de 5.500 toneladas. Esta industria também pode usar carragenana
refinada, mas o seu pre¢o, quando comparado com o da SRC, ¢ demasiado elevado
(cerca de 4 vezes superior). O uso de farinha de algas torna-se ainda uma melhor opgao
quando combinada com a farinha de alfarroba, pois ¢ necessaria menos carragenana.
Estes dois hidrocoléides ajudam a manter homogénea a mistura dos diferentes
componentes: a carne, a 4gua e 0s aromas.

Aplicacdes em areas nao alimentares
Aplicacbes técnicas

As tintas aquosas podem ser espessadas e estabilizadas com carragenana kappa e
iota (0.15 a 0.25%). A sua principal funcdo ¢ a de evitar a deposi¢cdo dos pigmentos. A
adi¢ao de carragenana também melhora a fluidez da tinta.

A carragenana iota ¢ usada para suspender e estabilizar as particulas insolaveis
em vernizes ceramicos e suspensoes abrasivas.

A clarificagdo de bebidas pode ser feita com todos os tipos de carragenana,
apesar disso a carragenana preferida por esta industria ¢ a kappa. A carragenana
adicionada a cerveja e ao vinho funciona como agente de complexagdo (formacao de
complexos carragenana-proteina). As particulas formadas sdo removidas através de
processos de filtragem ou por centrifugacao. Neste processo sao normalmente preferidas
as carragenanas semi-refinadas.

As carragenanas, juntamente com outros polissacarideos, sdo usadas em 6leos
para perfuragdo, para aumentar a sua viscosidade. Este incremento de viscosidade
melhora a capacidade de transporte do fluido (SIAP, 1996).

Aplicagbes médicas

Na investigacdo médica as carragenanas sao usadas para promover a formagao
de edemas em cobaias (Tobacman, 2001), como modelo de inflamagdo, para o ensaio de
novos medicamentos anti-inflamatérios (Renn, 1997).

A administra¢do de fraccdes de carragenana directamente no sistema sanguineo
promove a activacdo do sistema imunitario (Thomson e Fowler, 1981; Nachimuthu ef
al., 1991).

291



Anexos

Hoje, as carragenanas sdo reconhecidas como agentes que ajudam a prevenir ou
a inibir o desenvolvimento de infecgdes virais por via sexual (Neushul, 1990;
Zacharopoulos e Phillips, 1997; Schaeffer e Krylov, 2000; Perotti e al., 2003).

As carragenanas sdo também consideradas como novas drogas, promissoras no
combate ao HIV (Yamada et al., 1997; Haslin et al., 2001). O modo de actuagdo das
carragenanas (e de outros polissacarideos sulfatados) estd relacionado com a
transcriptase reversa do virus (Nakashima et al., 1987). Os fucanos (outro ficocoldide
sulfatado) sdo considerados mais activos do que as carragenanas, pois possuem um
maior grau de sulfatagdo e, por isso, preferido para futuras aplicacdes médicas (Feldman
et al., 1999; Schaeffer e Krylov, 2000).

As carragenanas tém sido consideradas como uma boa fonte de “fibras”
dietéticas e estudos recentes mostraram que tém efeito hipo-glicémico e anti-
colesterolico (Panlasigui et al., 2003).

Aplicagdes farmacéuticas

Na industria farmacéutica as carragenanas sdo usadas como excipientes, devido
as suas propriedades fisicas. A carragenana iota (0.1 a 0.5 %) ¢ usada para estabilizar
emulsdes e suspensdes de 6leo mineral e na preparacdo de drogas insoluveis. Os
complexos de carragenana podem ser usados para promover a libertagdo controlada de
compostos farmacéuticos (principio activos). No fabrico de capsulas a carragenana ¢
usada como ingrediente € como agente de revestimento (Schmidt ez al., 2003).

Agricultura

Oligossacarideos de carragenana, preparados por hidrolise acida ou por
degradacao enzimatica, sdao comercializados pelos laboratéorios Goemar como
fertilizantes e estimulantes de crescimento (www.goemar.com). Quando aplicados na
fase de floracdo, estes compostos estimulam a nutricdo, da qual resulta uma melhor
floragdo e consequente frutificagdo. Os oligossacarideos sulfatados sdo reconhecidos
como estimulantes dos mecanismos de defesa das plantas. Além disso as
oligocarragenanas podem ser usadas como estimuladoras do crescimento (Bouarab et
al., 1999; Potin et al., 1999).

Ambientadores em gel

Quando ¢ necessario disfarcar os maus odores em determinadas zonas da casa, o
uso de ambientadores em gel constitui uma das opc¢des disponiveis. Estes ambientadores
sdo feitos a base de carragenana kappa, sal de potdssio, agua e perfume. Quando
misturados estes componentes formam um gel perfumado que se adapta bem a qualquer
tipo de embalagem. A embalagem ¢ depois selada para evitar a evaporacdo do odor.

Cerca de 200 toneladas/ano de carragenanas sao consumidas por esta industria (Imeson,
2000).

Pasta de dentes
Os ingredientes essenciais usados no fabrico de pasta de dentes sdo o calcério
(ou diatomito), o detergente, o aroma, a agua e um agente que dé corpo a pasta e

assegure a correcta mistura destes. O agente espessante tixotropico (carragenana iota)
permite que a pasta flua facilmente. A carragenana iota (1 %) ¢ um dos agentes
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espessantes mais Uteis na industria da higiene pessoal. Visto que o mercado das pastas
de dentes ¢ de dimensdo consideravel, mesmo um 1 % de concentrag@o representa um
grande mercado para a carragenana iota (Imeson, 2000).
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