\ \PMA

Instituto Portugués
do Mar e da Atmosfera

Ve

AQUATRANSFER

ol oo,

VIl ACCAO DE TRANSFERENCIA

Cultivo de novas espécies com potencial aplicacdo em
aquacultura, biotecnologia e outras industrias

Cofinanciado por:
-~ PORTUGAL UNIAO EUROPEIA
%ALGARVE
2020 T

Fundo Europeu
de Desenvolvimento Regional




A |PMA €

Instituto Portugués

do Mar e da Atmosfera AQUATRANSFER

Cultivo de novas espécies com potencial aplicaggo em aquacultura,
biotecnologia e outras industrias

Em alinhamento com as estratégias para o Algarve de fomentar os recursos endogenos
da regidao, é importante divulgar o potencial de outras espécies marinhas. Na regiao
algarvia existem varias unidades de producdo de aquacultura em tanques de terra e/ou
exploracdes de salicultura, as quais podem diversificar os seus produtos através do
cultivo de novos organismos com elevado valor econdmico, ou futuro potencial
econdmico. A producao destes organismos tem aplicacbes em varias areas, como a
biotecnologia, cosmética, nutracéutica e mercado gourmet.

Nesta acdao serao disponibilizados conteldos sobre cultivo da de varias espécies,
nomeadamente: macroalgas (aplicacdes biotecnoldgicas -farmacéutica, cosmética,
nutricdo, bio-remediacdo); ouricos do mar (mercado gourmet, transformacao);
camarinha (mercado gourmet); tainha, o facto de ser uma espécie que se alimenta de
produtos de origem vegetal podera utilizar de uma forma mais eficiente sem recurso as
farinhas e 6leos de peixe (aquacultura, transformacao).
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- Recepgdo dos participantes

Cultivo de novas espécies com potencial aplicagdo em
aquacultura, biotecnologia e outras industrias

Narcisa Bandarra
Potencial de utilizagdo de macroalgas baseado na
caracterizacao de nutrientes, contaminantes e em estudos
de bioacessibilidade, casos de estudo.

Cldudia Afonso
Avaliacdo do potencial em bioactividade antioxidante e
anti-inflamatoria de um conjunto representativo de
micro- e macroalgas

Carlos Cardoso
Cultivo de ourigo-do-mar: um novo pico na inovagdo em
aquacultura em Portugal

Jodo Aratijo & Ana Mendes
Intervalo café
Pratica: Induc¢do da reproducdo em ourigo-do-mar
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CULTIVO DE NOVAS ESPECIES COM POTENCIAL b
APLICACAO EM AQUACULTURA,
BIOTECNOLOGIA E OUTRAS INDUSTRIAS

AQUATRANSFER_Agquacultura, Valorizacao dos Produtos Marinhos

Narcisa Bandarra de Maio de 2018

narcisa@ipma.pt



Introducao

Os organismos marinhos representam
uma enorme fonte de biomassa e sao
caracterizados por uma extrema
diversidade de formas de vida e moléculas

Um conhecimento cientifico mais aprofundado e
novas tecnologias podem permitir transformar este
potencial numa fonte essencial de novos alimentos




BIOPROSPECCAO & BIOTECNOLOGIA

Atividade bioldgica

Biomoléculas Antibacteriana
Anti-cancerigena

* Carotenodides
Anti-inflamatéria

* Polifendis Anti-hipertensiva

. |Sopreno'ides Antioxidante
Antiviral

* Lipidos/fosfolipidos

Imunoestimulante/Imunomoduladora

* Péptidos Opidide
* Enzimas Reguladora hormonal
lemen
Suplementos . Outras

Outras Aplicagoes

v -

Alimentos funcionais

Nutracéuticos




Bioprospec¢ao de compostos bioactivos

Identificacao e elucidacao estrutural de compostos de recursos sub-
explorados dos mares - —_
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Bioprospec¢ao de compostos bioactivos

Utilizacao de grande variedade de métodos analiticos para a
deteccao de novos compostos

Ex: GC/MS Ex: LC/MS/MS



Medicao de atividades bioldgicas

Aplicacao de metodologias realistas para a medicao in
vitro de atividades biologicas

detl o] o

Ex: Estudos de actividade Ex: Estudos de imuno-
anti-inflamatoria modulacao

P3




Lectinas, proteinas que se encontram nas algas..

GIcNAc1

Branch (1-6)

Branch (1-3)

} \‘
|

Ligacao da lectina a hidratos de carbono

Exibem um vasto leque de propriedades bioactivas, desde
actividade anti-inflamatoria e anti-nociceptiva



Compostos bioactivos em invertebrados marinhos

Este composto
apresenta actividade

OH O

Echinochrome
(2,3,5,6,8-pentahydroxy-7-ethylnaphthoquinone)

Como agente antibacteriano, podendo ser testado como um
aditivo alimentar substituto de conservantes sintéticos...



Compostos bioactivos em invertebrados marinhos

As holoturias sao igualmente
ricas em glico-esfingolipidos

Este e outros compostos estao envolvidos na regulacao de muitas
funcdes celulares, com especial destague para o funcionamento
resiliente dos neurdnios — Potencial nutracéutico



Ex. Acidos gordos 6mega 3

OBJETIVOS

1. Utilizar fontes
sustentaveis

2.Desenhar novos
compostos com
melhores
propriedades
biologicas

ORGANISMOS
MARINHOS




Estrutura das
membranas

Fonte de
Energia

Precursores de
eicosanodides Processos
regulagao

J genetica

Funcao dos acidos gordos




Acidos gordos 6mega 3

Sintese pouco eficaz
Acido Gordo ALA (18:3m3)
Essencial
EPA (20:503)
Acidos Gord?s <0,05%
Fundamentais

6

N Wang et al. 2006 Am. J
° Clin. Nutr, 84: 5-17




Funcdo dos acidos gordos (EPA)

Eicosanoides:

Prostaglandinas
(série2)
Tromboxanos
(série2)
Leucotrienos
(séried)
Lipoxinas

omega 6 omega 3
18:2n-6 18:3n-3
Y’ A6-dessaturase ¢
18:3n-6 184 n-3
I Elongase ‘

Y (ELOVLS) Y
20:3 n-6 20:4 n-3
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Eicosanoides:
Prostaglandinas
(série3)
Tromboxanos
(série 3)
Leucotrienos
(série 5)




Fun¢ao dos acidos gordos

Balangco dmega 6: dmega 3

BALANCO

Razao 6mega 6:0mega 3

Adequado

2-4:1







LT 60-65%

PUFA > 85%

DHA 35-40%

Estrutura das
membranas

*60- 65% dos lipidos do cerebro sao acidos gordos polinsaturados e destes
mais de 85% esta constituido por DHA (35-40%).



DHA

Baixo consumo de acidos gordos omega-3 podem levar a condicoes tais
como dislexia, depressao, agressao, doeng¢a de Alzheimer, entre outras.

DHA selectivamente incorporado na
funcgao sinaptica, transmissao mais
rapida.

Com a idade diminui a
capacidade do figado
metabolizar o DHA.
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Funcao dos acidos gordos (DHA)

Meursiroghins
(e.g. PEDF, BONF,
CHTF, UIF, NT3) /

175-HpDHA
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Bazan et al., 2011



Microalgas marinhas produtoras de DHA

Thraustochytrium sp. Aurantiochytrium sp.

\ J

|
Heterotroficas

Isochysis galbana
Diacronema vikianum

Thraustochytrium sp. ATCC 26185 Y, .
Aurantiochytrium sp. ATCC PRA-276 Autotroficas
Estirpes adquiridas a ATCC (American Type Culture Collection)




Microalgas Heterotroficas LIPIDOS

0 4 16 DHA (22:60)3)
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Producao de lipidos estruturados
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Avaliacao dos Beneficios

Mais eficaz na prevencao
de doencas neuroldégicas

R

In vitro W In vivo W

Cultura de
= IES

&

so &

& &
Estudos de Bioensaios
intervencao

Bioacessibilidade



NUTERITION RESEARCH 36 (2016) $52-4563

Available online at www.sciencaedirect.com [ TLlrition fepaparct |
ScienceDirect
v nrjournal com

Original Research

Docosahexaenoic acid at the sn-2 position of (e

structured triacylglycerols improved n-3
polyunsaturated fatty acid assimilation in
tissues of hamsters

Narcisa M. Bandarra® %, Paula A. Lopes© !, Susana V. Martins <, Julia Ferreira®,
Cristina M. Alfaia®, Eva A. Rolo®, Jorge J. Correia®, Rui M.A. Pinto?,
Rebeca P. Ramos-Bueno®, Irineu Batista® P, José A.M. Prates®", José L. Guil-Guerrero®

Contents lists available at ScienceDirect

Algal Research

journal homepage: www.elsevier.com/locate/algal

Insights on the safety of carotenogenic Chlorella vulgaris in rodents

Cristina de Mello-Sampayo ?, M. Luisa Corvo ”, Rogério Mendes %, Diana Duarte ¢, Joana Lucas ?, Rui Pinto ?,
Ana Paula Batista 9, Anabela Raymundo ©, Beatriz Silva-Lima ?, Narcisa M. Bandarra ¢, Luisa Gouveia 9

Appl Biochem Biotechnol (2014) 172:1866-1881
DOI 10.1007/512010-013-0616-1

Preparation of Triacylglycerols Rich in Omega-3 Fatty
Acids from Sardine Oil Using a Rhizomucor miehei Lipase:
Focus in the EPA/DHA Ratio

Paulo Bispo - Irineu Batista - Raul J. Bernardino -
Narcisa Maria Bandarra



Aguaculture 474 (2017) 66-74

ELSEVIER

-

Contents lists available at ScienceDirect

Aquaculture

Journal homapage: www.elsevier.com/locata/aquaculturea

The impact of alternative dietary lipids on the in vitro bioaccessibility of sole @ S
fillets for human consumption

C. Afonso™"™, C. Cardoso™", M. Freire®, LE. Silva®, F. Linares®, J.L.R. Villanueva“,
L.M.P. Valente™®, N.M. Bandarra®"

RISCO VS BENEFICIO

Matriz/Composto de interesse

Aplicacao




Conclusoes

» Os recursos marinhos sdao uma fonte preciosa de compostos
bioativos,

» As propriedades bioldgicas, quimicas e fisicas destas substancias
abrem oportunidades para aplicacdes inovadoras,

» A biotecnologia associada a aquacultura permite garantir a
valorizacao de compostos presentes nos recursos marinhos,

» A ciéncia deve investir no conhecimento das propriedades e na
avaliacao da bioacessibilidade de nutrientes com beneficios para a
saude.



"A mente que se abre a uma
nova ideia

jamais voltara ao seu
tamanho original.”

Albert Einstein

Muito obrigada pela atencao!

Narcisa Bandarra

narcisa@ipma.pt
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Potencial de utilizacao de macroalgas baseado na
caracterizacao de nutrientes, contaminantes e em
estudos de bioacessibilidade, casos de estudo.

Claudia Afonso, Cardoso C, Bandarra, NM

cafonso@ipma.pt

VIIl ACCAO DE INTERACCAO - 29 de Maio de 2019

Cultivo de novas espécies com potencial aplicacao em aquacultura, biotecnologia e
outras industrias

Local: EPPO — Estacao Piloto de Piscicultura de Olhao

AQUATRANSFER @




MACROALGAS

Phaeophyceae

Chlorophyta (verdes)
(castanhas) -

Ulva prolifera <88

Chaetomorpha linum'
. LS4

Rhodophyta
(vermelhas)

Gelidium sesquipedale




MACROALGAS
v Recurso subexplorado (sustentabilidade)

v Importantes na cadeia alimentar marinha

v' Representam, como alimento, uma pegada de
carbono menor

v Valor nutricional

» Selvagem

Cultivada:

* Mais facil de colher do que selvagens

* Provavelmente composicao diferente

* Importante na remocao de nutrientes, P e N
e etc

Vantagens

>> Reabilitacao de ecossistemas costeiros



MACROALGAS

A oferta e consumo de produtos a base de macroalgas marinhas
tem vindo a aumentar = Beneficios

Particularmente, as macroalgas marinhas podem apresentar
compostos interessantes com valor nutricional e atividade bioldgica

= Elementos essenciais como o iodo;
= Baixo teor caldrico;

= Acidos gordos tipo ®-3 PUFA;

= Proteinas e hidratos de carbono;

» Polifendis e outras substancias

Atividades antioxidante, anti-inflamatoria, ..., antidiabética



MACROALGAS

L 78/16 Jornal Oficial da Unido Europeia 21.3.2018

RECOMENDACOES

Perigos/Riscos

RECDMENDA(;AO (EU) 2018/464 DA COMISSAO

Contaminantes de 19 de mmargo de 2015
(AS, Cd, Pb e Hg) relativa 4 monitorizacio de metais e de iodo em algas marinhas, haléfitos e produtos & base de
lodo s s

EFSA’s Activities on Emerging Risks in 2016
Potential emerging issue evaluated - ID351/ Potential risks associated to uses of seaweed

- * efsam
Emerging Risks Activities 2016 [
Table 3: Potential emerging issues evaluated
No. ID Potential emerging issue evaluated® Category Identified Emerging Recommendations by the Emerging Risk
no.™ by issue Knowledge Networks/EFSA follow-up
(Y/N/Not
sure)
1 351 Potential risks associated to uses of seaweed. Microbiclogical EREN Y EREN recommendations:

A change in consumption habits linked to the general  hazard/Chemical
belief that algae are ‘healthy food' may trigger higher  hazard/New
demand and consumption in years to come. Seaweed  consumer trends

1. MSs should include seaweed products in their
national food consumption surveys and try to

15 also used In animal feed and as a natural fertiliser,
Potential health risks being reported are: (i) increased
risk for iodine intaxication; (i) high arsenic levels in
food and risk of groundwater contamination following
the application of seaweed fertiliser; (Jii) metal
poliution,, metals can be inserted Into food chains via
bloaccumulation in primary producers (e.g. seaweed),
and may potentially lead to toxic effects; (iv)
norovinus contamination; (v) risk associated with
opportunistic dinoflagellates producing toxins that can
be isolated from macroalgae. and filamentous
cyanobacteria growing epiphytically on edible marine
macroalaae

capture detalled and disaggregated intake data
that are necessary to estimate exposure.

2. Member States should monitor iodine and
heavy metals content in seaweed food
products,

3. EFSA should highlight the issue for inclusion
on the EU research agenda.

EFSA follow-up:

1. Keep monitoring research developments on
seaweed related projects.

2. Explore MINTEL data base to assess new
products growth trend



A MACROALGAS

No entanto, o teor de compostos pode variar (fresca, seca ou
como suplemento alimentar) em funcao de:

e condicoes em que sao produzidas, espécie, época do ano, etc;
* método usado para processar o ingrediente ou alimento;

* tipo de preparacao (po, extrato, etc.) usado em suplementos
alimentares

* outros



ESTUDO DO POTENCIAL DE MACROALGAS PARA
FUTURAS APLICACOES

Ou»‘tra’si Alimento

— . ™~
o~

Saude
Potencial aplicac&o lidade & Segura Consumidor
Suplementos \
‘ .- ;/: \ u Bem
' ‘) ' estar

Compostos Atividades Biologicas Bioacessibilidade

lipidos, polifendis, Anti-inflamatoria,

elementos essenciais, antioxidante, citotoxicidade,
contaminantes, etc. potencial anti-
hipercolesterolémico, etc.




Sistema in vitro que simula o processo digestivo

(Afonso et al., 2015)

Bioacessibilidade = quantidade de um composto que é libertada
do alimento durante o processo digestivo, tornando-se acessivel
para absor¢ao gastrointestinal e entrada na corrente sistémica
(biodisponivel)

= modelo in vitro que simula a digestao
humana (boca, estomago e intestino) com
proteases, lipases e outras enzimas

= Determinagao dos compostos na fragao e %
Chyme fully digested

bioacessivel e ndo digerida ﬂ

Bioaccessible



Lipidos

O teor em gordura é baixo, varia em média entre 0,5e 5 %
(dw)

Na maioria das espécies, os PUFA n-3 sao predominantemente
compostos por AG de cadeia curta, como o C16 n-3 and C18 n-3

EPA é sempre superior ao DHA

Existem espécies com teores apreciaveis de EPA (dw) como nas
algas vermelhas Osmundea pinnatifida e  Pterocladiella
capillacea, > 12 % of total AG, raro nas macroalgas verdes e
castanhas.



Food Science &%
+Technology - %5¢®

International Journal of Food Science and Technology 2019. 54. 880-390

Original article

Azorean macroalgae (Petalonia binghamiae, Halopteris scoparia
and Osmundea pinnatifida) bioprospection: a study of fatty acid
profiles and bioactivity

Ana M. Campos_."2 Joana Malos,'l Claudia Afonso,'” Romina Gomes,' Narcisa M. Bandarra'” & Carlos
Cardoso'** ()

1 Faculdade de Ciencias da Universidade de Lisboa, Campo Grande, 16, 1749016 Lisbon, Portugal

2 Division of Aquaculture and Upgrading (DivAV), Portuguese Institute for the Sea and Atmosphere (IPMA, IP), Rua Alfredo Magalhacs
Ramalho, 6. 1495006 Lishon. Portugal

3 CIIMAR,. Interdisciplinary Centre of Marne and Environmental Research, University of Porto, Rua dos Bragas 289, 4050-123 Porto,

Portugal

Summary

Keywords

{ Received 20 July 2018; Accepted in revised form 14 October 2018)

The Azorean macroalgae Peralonia binghamiae, Halopteris scoparia and Osmundea pinnatifida are under-
valued and require further study regarding their potential use as food. These three seaweed species had
low fat contents. and their fatty acid (FA) profiles were characterised by a high proportion of saturated
FA (SFA) in the case of O. pinnatifida and similar weights of SFA and polyunsaturated FA (PUFA) in
the other two species. Within the PUFAs, the ®3 PUFAs were the most prominent in O. pinnatifida and
P. binghamiae. yielding ®3/w6 ratios that were higher than one. Eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5 ©3)
was the most important w3 PUFA (10-14%). Regarding the other bioactive compounds. the polyphenols
were found to reach non-negligible levels (140-220 mg/I100 g dw). Significant antioxidant activity was
detected. Ethanolic extracts of H. scoparia and aqueous extracts of P. binghamiae showed cyclooxyge-
nase-2 (COX-2) inhibitory capacities between 40% and 79%. indicating anti-inflammatory activity.

Anti-inflammatory activity, fatty acids, Halopteris scoparia. Osmundea pinnatifida, Petalonia binghamiae.



ood Research International 105 (2018) 271-277

Contents lists available at ScienceDirect

Food Research International

journal homepage: www.elsevier.com/locate/foodres

Composition and bioaccessibility of elements in green seaweeds from fish
pond aquaculture

C. Afonso™"", C. Cardoso™"™", A. Ripol"*, J. Varela®, H. Quental-Ferreira™", P. Pousao-Ferreira™",
M.S. Ventura®, LM. Delgado®, I. Coelho®, 1. Castanheira®, N.M. Bandarra™"

Natural Product Communications Vol 1
No. 5
Composition, Anti-inflammatory Activity, and Bioaccessibility of 603 - 608

Green Seaweeds from Fish Pond Aquaculture

Andrea Ripol", Carlos Cardoso™ ", Cliudia Afonso™, Jodio Varela®, Hugo Quental-Ferreira™,
Pedro Pousdo-Ferreira™ and Narcisa M. Bandarra™

Recehesd: 18 April 2017 | Revised: 24 June 2007 Accepted: & July 2007

DOl 100 100E fsn3.511 EPPO

’?‘rb
ORIGINAL RESEARCH WILEY - — ' r‘
Fatty acid profiles of the main lipid classes of green seaweeds | , Lisbon ’ ‘
from fish pond aquaculture - NGl

Carlos Cardoso™ @ | Andrea Ripol™® | Cliudia Afonso™® | Margarida Freire® |
Jodo Varela® | Hugo Quental-Ferreiral® | Pedro Pousdo-Ferreira® | Narcisa Bandarra'?

Ihdo

Figure 1. EPPO premises and transport of samples to Lisbon laboratory.



Composicéao aproximada das cinco espécies de algas verdes
cultivadas em IA

Composicao

aprox.(g/100q) R. riparium U. lactuca U. prolifera C.linum U. intestinalis
Humidade 87,2+0,02 | 88,9+0,4% 95,7 +£0,1d 93,8 £0,2¢ 90,1+ 0,1Pb

cinza (ww) 2,2+0,12 1,9+0,12 0,5+ 0,0¢ 0,9+0,1° 2,0+0,02
cinza(dw) 175+0,42 17,5+0,72 11,3+ 0,7¢ 14,4 + 1,5 20,3+ 0,24
Proteina (ww) 54+0,72 3,5+0,6° 1,8 £ 0,4¢ 3,7+0,3° 3,4+1,0°
Proteina (dw) 42,4+512 |31,6+5,7° 41,8 +£ 9,62 59,9 +4,7¢ 34,4+ 10,13
Lipidos (ww) 0,3+0,02 0,2 + 0,020 0,1+0,0° 0,1+0,1° 0,1+0,0°
Lipidos (dw) <2,2%

H. carbono (ww) 4,9+0,62 5,5+0,32 2,0+ 0,5° 1,5+ 0,4 4,4 + 0,92

H.carbono (dw) 38,2+4,62 49,4+3,1° 450+12,02> 23,6+6,1°¢ 44,3 £ 9,430

Valores apresentados como médiatdesvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam diferencas estatisticas (p<0.05).



Perfil de acidos gordos (%) nas 5 espécies de macroalgas verdes
estudadas

® SFA © MUFA ®PUFA

!




Perfil de acidos gordos (%) das cinco espécies de macroalgas

estudadas
AG (%) R. riparium U.lactuca  U. prolifera U. intestinalis C. linum
16:0 (paimitico)  203%0,2° 192+01°  210%02°  193%00° |329%04
s SFA 344+01° 380+00° 381+02° 382+02° 466+12°
18:1 57+ 157+02° 77+00°  115+02°  73+00° | 174+02"°
s MUFA 230+02° 166+01°  149+01° 166+01°  234+02°
18:2 w6 (linoleico) 108+ 04° 95+02" | 220+08" | 81+00° 21+01°

16:3/16'4 3 40+01° 106+01° 87+03° 09+01° 110+03
18:3 3 (a-linolénico) 105+ 0.0° | 0,1+0,0° 0,2+0,1° 0,1+0,0° 41+01°
2053 (P)  27+00° 16+00  22+01°  17+01 | 06+00°
22:6 3 (DHA) 04+00° 02+00° 0,2 +0,0° 0,2 +0,0° 0,4 +0,0°

y PUFA 331+04° 268+03 300+05 26,0+ 0,4 122+03°
T @3 | 20,1 +0,1° | 141+00° 140+03° 146+04”  89+02°
S @b 120+05 121+03° |247+08 | 107+00°  24+01°
T 03/S @b 17+01° 12+00° 06+00" 14+0,0 37+00"

Valores apresentados como médiatdesvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam diferencas estatisticas (p<0.05).




Distribuicdo das classes de lipidos (%) determinadas

por TLC das cinco espécies de algas verdes estudadas

Classes lip. (%) R.riparium  U.lactuca | U. prolifera | U. intestinalis  C. linum
Lipidos Polares 26,1 +3,92  42,1+4,0° | 57,3+ 8,5¢ 215+1,22 28,0+0,8
Lipidos Apolares | 73,9+3,9| 57,9+4,00 | 42,7+8,52 785+12¢ 72,0=+0,8°

Valores apresentados como médiatdesvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam diferencas estatisticas (p<0.05).




Composicao elementar (mg/kg dw) das cinco

espécies de macroalgas estudadas.

Element R. riparium U. lactuca U. prolifera C. linum U. intestinalis
Cr 3,60+005 3,92+0,172 6,17+2,382 549+0,552 5,82+0,332
Mn [135.1 +04°¢| 93,6+9,0° 102,1+0,1° 32,2+2,22 29,6 £ 0,72
Co [139£001c  1.42+0.07 1,13+0,02°® 0,62+0,052 1,01+0,03°
Ni 3,03+0,06> [4,69+0,17¢f 1,96+0,06 1,83+0,202 2,96+0,08°
Cu 68,9+ 0,6¢ |146,8+3,0¢ 50,1+0,2° 51,5+0,5° 16,2 + 0,12
zn 59,3 + 0,9P 63,8+ 2,00 63,5+ 4,50 329+ 462 5324+ 323b
As 5,15+0,06> 4,14+0,49%2 4,02+0,18 |6,37+0,20° 634+ 0.0ﬂ
Se 0,44 +0,03¢ 0,19+0,01% 0,16+0,022 |0,71+ 0,04d| 0,26 + 0,02b
Sr 1414+ 12¢] 723+0.0% 890+12° 590+1142 70,1+ 0,12
Mo 0,36 +£0,012 0,26+0,022 0,52+0,01° |1,10+0,039 0,63 =+0,04¢
Cd 0,43+0,01¢| 0,14+0,01¢ 0,06+0,00>° 0,02+0,002 0,06=+0,00°
Sn 0,15+0,00*¢ 0,11+0,002 0,15+0.022 0,17+0,012
I |281,5 + 6,7C| 114,0+0,8> 120,3+14,1° 93,4+5,3° 45,1+ 0,12
Pb 1,47 +0,05» 1,45+0,17° 0,62+0,012 |1,66+0,12°> 2,03+0,16°¢

Valores apresentados como médiatdesvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam di

ferencas estatisticas (p<0.05).

Hg < 0.0015 mg/kg dw




Bioacessibilidade (%) provenientes das 5 espécies de macroalgas verdes (Rr -
Rhizoclonium riparium, Ul - Ulva lactuca, Up - Ulva prolifera, Chl -
Chaetomorpha linum, Ui - Ulva intestinalis).
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Entdo, para estimar a ingestao diaria de um dados elemento é
importante ter-se em conta os resultados da bioacessibilidade

lodo na R. riparium como exemplo:

Antes da digestdo | 281,5+6,7 mgl/kg dw

| DRI of 150 pg adultos (IOM, 2004)
| UL- 1,100 pg/dia (NRC, 2000)

0.5 g R. riparium seca é suficiente para se atingir a DRI parao | e atendendo ao UL
um consumo didrio de 4 g desta alga seca pode representar um perigo

Depois da digestdo | 88,6+ 10,4 mg|/kg dw

2 g de R. riparium seca cobre o DRI para o | e o perigo de exceder o UL ocorre para

consumos de 13 g de R. riparium seca

diatéticas diarias deste elemento.

Os resultados do calculo do iodo bioacessivel mostram que necessitamos ingerir
uma maior quantidade de macroalga seca de forma atingir as recomendacdes
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Bioaccessibility of target essential elements and contaminants from Fucus )
spiralis o

o 2 > ‘ Jodo Francisco™™", Carlos Cardoso™*", Narcisa Bandarra™®, Pedro Brito”, André Horta®,
F ucus sp Ir aI Is . Rui Pedrosa®, Maria M. Gil®, Inés Margarida Delgado”, Isabel Castanheira’, Cliudia Afonso"

Table 2
Eszential ement compasition (Mg, Mn, Co, and I} of F. spirglis before (oitiall and after the in vitro digestion (Bio) and their hioaccessibility percentages (Bioac).

Mg IOdO Mn Co

Indidal Buo Bhoas B i Oa C Initial Bio Bioac Initial Bio Bioac
E (%) g8l lg/gh lug/g) g gl (%) ezl (g gl (&)
Fresca = LDe" G55 & 16§ 351 & 1.5° 168 £ 0.4 48 % 123 & (.0&" 154 & 0.07" TET & 24§ 856 £ B3 545 & 7.8 Bif & 4.2
& QLBO" G5 & (LG 135 = 2* TR0 & 25 118 & 1.4° 103 & 1.5° B32 + 0.Bf 280 = 4" 193 & 25" Bad & 1.1

v seaweed. Values are presented as average = standard dey
the Bioaccessble values (p < (0L05). §Statistic differences comparing fresh and FD bioacr

presented in wet-weight and FD are in dry-weight. “Statistic differences comparing the initial values and
the same element (p = 0.05)

Liofilizada 56 %

Table 4
Contaminant elements (As, Cd, Pb, and Hg) from F. spiralis before (Initial) and after in vitro digestion (Bio) and their bioaccessibility percentages (Bioac).
s cd Fh Hg
Initial Bio Bioac Initial Bio Bioac Initial Bio Bioac Initial Bio Bioac
(ugsg) (pgie) (%) (ng/g) (ng/g) (%) (ng/g) (ng/g) (%) (ng/g) (ng/g) (%)
F 6.89 + 0.09* 422 = 011 622+ 21 166 * 7* 140 + 8* 842 + 06§ 892 * 196 789 = 189 885 + 32 340 = 170 - -
FOr 244 = 2.0* 152 = 1.2* 624 = 0.3 544 + 34* 470 £ 35* B7.1 = 08§ 130 = 7 115 * &* 883 = 0.1 136 = 6.6 - -

F - Fresh seaweed. FD - Freeze-dry seaweed. Values are presented as average + standard deviation; F results are presented in wet-weight and FD are in dry-weight.

*Statistic differences comparing the initial values and the bioaccessible values (p = 0.05). §5Statistic differences comparing fresh and FD bioaccessibility percentages
for the same element (p < 0.05).
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Petalonia binghamiae

Perfil mineral

tratamento culinario/hidratagdo vs Bioacessibilidade (%)

-~ Osm

Table 5 — Bioaccessibilitv of selected elements (in %) from the studied seaweed species Petalonia binghamiae and Osmundea pinmatifida (sun-

dried or rehwvdrated at 5 °C, 20 °C, 40 °C and 100 °C, and steamed).

Element Sun-dried J°C 20°C 40°C 100°C Steam
P 0. F 0. P 0. F 0. F 0. P 0.

o binghamine pinnatfida  binghangne pinnatifida binghangae  pinnatifida binghangae  pinnatifida biug!;ﬂmh pinnatifida bmi];nmi pinnatifida
Li T4 £ 0 65 £ 14 66 £ 0° 62 £ 44 69 £ 0 6174 75 £ 32 7284 49 £ 2¢ 66 £ 34 65 x4 57x24
Mn 23z 3 2714 38x11= 2804 28x00= 2774 3gx3s 30 x4~ 19 +1# 21 £ 148 323 8x0F

Co 13 2= 13 £248 18 = 3= 8z 2aBC 2008 13 £448 17 £ 52 15 £24 19 +1# 6 = 0B 4118 3z0°

Ni 26 = 52 8234 34x1% 61548 2608 7474 38x11= TOX 1248 16x4 61 £148 3522 42x2B
As 65 =1 T8 £24 8582 100 £ 45 91 £ 52 101 £ 15 T8 £ 52 99 £ 6% 65 + = 98 £ 3% TTE£12: B9 L 148
Br 82x112 61 =04 67 42 43 = 0° 64 £ 42 51 £28 65 £ 12 47 £ 2BC 72 +32 55 £ 448 7002 52 2B
Sr 17 =32 52 £ 148 2212 78 £ 354 22+ 52 58 £ 648 =T 80 x84 211 73164 18=x(02 4515
Cd 37 =3 69 £ 14 63 62 83z (0% 7302 82 £ 1B TO£02 90 £ 5B 63 £ 2= 85z 2% 66172 55=0F
I 6917 13 £04 60 42 11 £14 61 £4= 1314 66 £ 12 12 £14 57+1# 14 £24 631 13 £04

Values are=presemred=zs—orerzge=statidard deviation. Different lower cases letters within a row comespond to statistical differences (p=0.03) in Petalonia binghamias.
Different upper cases letters within a row comrespond to statistical differences (p<0.03) in Osmundea pinnatifida.
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v As macroalgas podem ser uma fonte preciosa de compostos mas
podem também apresentar contaminantes,

v'Os teores de nutrientes e contaminantes podem ser variaveis
dependendo da espécie, época do ano, ambiente, etc;

v'para estimar a ingestdo dietética adequada de compostos alvo
provenientes de macroalgas, ¢ importante ter em consideragao os
resultados da bioacessibilidade.

As MA possuem um grande potencial para alimentos inovadores
U

Porém, importa conhecer para recomendar e aplicar



Deve-se investir no conhecimento dos compostos,

propriedades bioldgicas, avaliacao da bioacessibilidade e
efeitos na saude associados a consumo de macroalgas

Eficaz avaliacao do risco-beneficio das macroalgas,
adicionando conhecimento & valor
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Cultivo de novas espécies com potencial aplicacao em aquacultura, biotecnologia
e outras industrias

Local: EPPO — Estacao Piloto de Piscicultura de Olhéo

Avaliacao do potencial em
bioactividade antioxidante e
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OBJECTIVOS

= Determinacao de bioactivos relevantes em micro- &
macroalgas

= Quantificacao da actividade antioxidante das algas
= Avaliacao da actividade anti-inflamatadia das algas

= Correlagao e interpretacao dos resultados
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ALGAS ESTUDADAS: ALGAS VERMELHAS
ALGAS CASTANHAS

H. scoparia

P. binghamiae

A. esculenta

P. capillacea
S. latissima
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ALGAS ESTUDADAS: ;45 verDES
MICROALGAS

U. intestinalis

U. prolifera

Tetraselmls sp IMP3

U. lactuca
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INTRODUCAO

®= Compostos fendlicos possuem actividade antioxidante

= Polifendis, carotendides, fitosterdis e polissacarideos podem
contribuir para a actividade anti-inflamatoria
cH’ CH? CH? CH?
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INTRODUCAO

Laminarina, um B-glucano (polissacarideo) é abundante
em macroalgas castanhas e microalgas diatomaceas

Laminarin

OH
OH

Pode ter varias bioactividades:

- Hipocolesterolémica & hipolipidémica
- Imunomoduladora

- Anti-inflamatoria
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METODOS

Amostras
Microalgas (Skeletonema sp. & Tetraselmis sp.)
Macroalgas castanhas, verdes e vermelhas

Macroalgas do Atlantlco Norte

Analise do Teor Total de Fenois

Método de Folin-Ciocalteu com medicao espectrofotométrica
(Singleton & Rossi, 1965)

Analise do Teor em [-glucano (laminarina)

Um ‘kit’ de doseamento do 3-glucano para a detecgao e
quantificacdao da laminarina
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Actividade Antioxidante
Medida por 3 métodos: ABTS (Re et al., 1999), DPPH (Miliauskas et al., 2004) &
FRAP (Benzie and Strain, 1996)

Actividade Anti-Inflamatoria
Extractos testados in vitro numa concentracao de 1 mg/ml com recurso a um ‘kit’
comercial baseado na inibicao da ciclooxigenase-2 (COX-2)
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RESULTADOS D Extractos Aquosos TEOR FENéLICO

D Extractos Etandlicos
mg EAG/100 g p.s.

P. binghamiae H.scoparia O. pinnatifida A.esculenta S.latissima P.capillacea G.sesquipedale

BHE@® e 3
@Q@G@@@

U. prolifera U. intestinalis R.riparium Skeletonema sp. Tetraselmis sp.

U. lactuca C linum
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RESULTADOS TEOR FENOLICO

= Nivel fendlico entre 10 e 370 mg EAG/100 g p.s.

= Nos extractos aquosos, Skeletonema sp. apresentou o teor
fendlico mais elevado

= Nos extractos etanolicos, Skeletonema sp. tambéem
apresentou o teor fendlico mais elevado

= Nao houve tendéncia clara na relacao entre os extractos
aquosos e os etanolicos
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RESULTADOS TEOR FENOLICO
mg EAG/1009 D.S. . Bioacessivel
U. prolifera U. intestinalis R.riparium  U. lactuca C. linum A.esculenta S.latissima

DO e e

= Na fraccao bioacessivel, os teores fenoélicos foram muito
baixos

= Extractos de algas podem ser necessarios para aumentar a
bioacessibilidade dos compostos fenolicos
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RESULTADOS TEOR DE éGLUCANO

B-Glucano (%, p./p.s.)
A 2,74

Laminarin

OH

Skeletonema sp.  Tetraselmis sp. P. binghamiae H. scoparia O. pinnatifida



|I|gl\7ﬂ\\ 9+ B e d?w%m marZOZO AQUATRANSFER@

rrrrrr Operacional Mar 2020

RESULTADOS TEOR DE -GLUCANO

* Teor de B-Glucano (laminarina) foi baixo nas espeécies
estudadas de macroalgas

= A alga vermelha O. pinnatifida evidenciou o teor mais baixo
e a alga castanha P. binghamiae o teor mais elevado

= Teor de B-Glucano foi particularmente elevado na microalga
Skeletonema sp.
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RESULTADOS ANTIOXIDANTE
DPPH (% inibicizo) DPPH - EXTRACTOS AQUOSOS

t 74 73

6

Skeletonema sp.  Tetraselmis sp. P. binghamiae H. scoparia O. pinnatifida
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RESULTADOS ANTIOXIDANTE
DPPH (% inibicio) DPPH - EXTRACTOS ALCOOLICOS
A 84

Skeletonema sp.  Tetraselmis sp. P. binghamiae H. scoparia O. pinnatifida
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RESULTADOS ANTIOXIDANTE
DPPH (% inibicio) DPPH - EXTRACTOS ALCOOLICOS

A

P. capillaceaG. sesquipedale U. prolifera U. intestinalis U. lactuca R. riparium C. linum
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RESULTADOS ANTIOXIDANTE

= No caso da Skeletonema sp. e macroalgas estudadas,
extractos aguosos exibiram actividade antioxidante mais alta
do que os extractos alcoolicos

" Entre 0s extractos aguosos, P. binghamiae mostrou niveis
mais elevados do que outras especies de macroalgas

= Nos extractos alcodlicos, o nivel mais elevado foi atingido
pela Tetraselmis sp. e 0 mais baixo por algumas algas verdes
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RESULTADOS ANTIOXIDANTE
ABTS (% inibicio) ABTS - EXTRACTOS AQUOSOS

91 90 93

85

Skeletonema sp. Tetraselmis sp. P. binghamiae H. scoparia O. pinnatifida A. esculenta S. latissima
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RESULTADOQOS ANTIOXIDANTE
ABTS (% inibicio) ABTS - EXTRACTOS ALCOOLICOS

Skeletonema sp. Tetraselmis sp. P. binghamiae H. scoparia O. pinnatifida A. esculenta S. latissima
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RESULTADOS ANTIOXIDANTE

= NOS extractos aquosos, a actividade antioxidante, tal como
medida pelo ABTS, fol mais elevada na H. scoparia do que
noutras especies de algas

= O extracto aquoso da S. latissima mostrou um efeito no
ABTS modesto

= Os extractos alcoolicos de Skeletonema sp. e A. esculenta
destacaram-se pela elevada actividade antioxidante



RESULTADOQOS ANTIOXIDANTE
ABTS (% inibicso) ABTS — FRACCAO BIOACESSIVEL
' 90 90

= A fraccao bioacessivel nao mostrou
actividade antioxidante na maior parte
das algas

= Nos casos das algas castanhas A.
esculenta e S. latissima verificou-se
uma alta actividade antioxidante na
fraccao bioacessivel

A. esculenta S. latissima



4
@2\ 9Tl A,.ppy, “ZAr2020 AQUATRANSFER@,

rrrrrr Operacional Mar 2020

RESULTADOS ACTIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

ACTIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA - EXTRACTOS AQUOSOS

50

a0 1

30

20 +

Inibiciio da COX-2 (%)

10 1




@ V97t A,.p77 €22aI2020 AQUATRANSFER@,

Programa Operacional Mar 2020

RESULTADOS ACTIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

ACTIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA - EXTRACTOS ETANOLICOS

ag ) 29 82
20 +
ey 70
£
™ ]
0 =10
=]
i 50 A
[}
=
'E- 40
2 30 -
E
20 T
10
Q T T
@ B 3 P -'a & .
F N . o 2 > o &
& 3 " -v;'?ﬁ@ g NG P @ &
<P o > A ¥ R & “-.
t\i‘% Q‘{F Ef}‘ :?\' ‘\m Qﬁ? ﬁ} Qp %‘F
& + A2




IIFCI\TA\\ 97y A,.ppy 2aAI2020 AQUATRANSFER@

Programa Operacional Mar 2020

RESULTADOS ACTIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

= Os extractos etanaolicos tiveram em muitos casos maior
actividade anti-inflamatdria do que os extractos aquosos

" Entre os extractos aquosos, a alga verde R. riparium
evidenciou a mais elevada actividade anti-inflamatoria

= A nivel dos extractos etanolicos, a Skeletonema sp.
mostrou uma elevadissima actividade anti-inflamatoria



{QA\\ 9. A,.phy, 222020 AQUATRANSFER@

rrrrrr Operacional Mar 2020

RESULTADOS ACTIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA
ACTIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA - BIOACESSIVEL

30

25

20 +°

da COX-2 (%)

15 7

Inibicio

10 7

5 +

0 < 1 1 1 1
A, 5. u. L. U. lactuca R. C.linum
esculenta latissima  prolifera  intestinalis riparium

= A A. esculenta mostrou alguma actividade anti-inflamatoria
na fraccao bioacessivel
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CONCLUSOES

v Niveis significativos de substancias fendlicas foram
encontrados nas algas
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v Os teores de 3-glucano foram muito baixos com excepg¢ao da
Skeletonema sp.

‘/Os métodos DPPH & ABTS indicaram os extractos aquosos de P.
binghamiae e H. scoparia como os mais antioxidantes

v A actividade anti-inflamatdria mais elevada foi detectada no
extracto etandlico de Skeletonema sp.

v Das algas estudadas, P. binghamiae, H. scoparia e
g g p
Skeletonema sp. mostraram o maior potencial nutracéutico
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t Procura mundial >
Esforco de pesca

F.atS’“?S ec_ologlcos © Frota de pesca dirigida (Japzo,
biologicos intrinsecos

(separados ou em interacdes Chile)

complexas) \ J J

Variabilidade:

declinio em < Abundancia espacial
abundancia e
<+

Biomassa « Recrutamento
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Producao em Aquacultura Reprodutores

- Recurso pesqueiro nao Ensaios de producao de ouricos-do-mar
sustentavel .

- Recente, embora investigado (Paracentrotus lividus) na IPMA com
em varios paises; reprodutores capturados na costa do

- Dificil de completar todo o o

ciclo de vida em cativeiro: Algarve em 2016 e condicionados em

-Transicao de larvas
plancténicas para juvenis ,
bentdnicos representa uma e P
fase muito critica; =
-Captura de individuos
selvagem e alimentando-os até
a maturacao das gonadas.

instalagcoes de EPPO.




Cultivo de ourico-do-mar: um novo pico na
inovagao em aquacultura em Portugal AQUATRANSFER

Stock Reprodutores Indugéo

[ Cultivo larvar

Fixacao h

Engorda Metamorfose (pelagico — benténico)
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Reprodutores
Alimentado com:
macroalgas Ulva sp. (recolha em
tanques de terra da EPPO) e
graos de milho

Reproducao
@ [nducao de desova com KCI
T (0,5 M)

4 fertilizacao in vitro (1:500)
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Membrana de fertilizacdo

Odbcitos

Ovo fecundado

Incubacao

- Aproximadamente 24h

- Arejamento reduzido ou inexistente
- lluminagao reduzida

Ovo fecundado

Primeira clivagem
2 horas apos fecundagdo

Mbérula
5 horas apos fecundagéo

Blastula
22 horas apos fecundagdo

Gastrula (fase final)
22 horas ap0s fecundagdo
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Cultivo larvar
Condicoes basicas

- Larva pelagica
- Arejamento reduzido

- Fotoperiodo natural Alimentacao

- Temperatura 19-20°C

- Renovacoes diarias de 30% (sem Microalgas

circulacao) - Diatomaceas: Género Chaetoceros e
- Densidade média de cultivo 1500 Skeletonema

larvas/litro - Criptdfita: Género Rhodomonas

- Haptofita: Género Isochrysis

$

Ensaios presentes: uso de cocolitoforideos (calcario)
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Cultivo larvar

Fases de desenvolvimento

4 bracos 6 bracos 8 bragos Pré-juvenil
0-5 dias 6-12 dias 13-16 dias 16-18 dias

D
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Cultivo larvar

Ensaio de alimentacao de larvas

- Skeletonema (diatomacea)- Sem

:[3) .ditete:s:Rh ) 1009 ‘ referéncias de utilizagao

ieta 1- Rhodomonas 100%

Dieta 2- Skeletonema 100% - Rhoqomonas' Frequentemente
Dieta 3- Rhodomonas 50%+ Skeletonema 50% referénciada

Design experimental

- 3 tratamentos

- 5 replicados (baldes de 6 litros)
- N inicial: 15.000 larva por balao

Skeletonema
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12 DAH 15 DAH

Principais - Maior sobrevivéncia dieta 2 (Skeletonema 100%)
‘ - Melhor desenvolvimento da dieta 3 (Mistura)
resultados

- Mortalidade na dieta 1 (Rhodomonas 100%)- Presenca de Vibrio
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e

/’) i
P C) Cultivo larvar
p

g h\ 4 " N N .l
(\1&!}/ Il Principais dificuldades !!
Promover a manutengao das Demasiado arejamento danifica
larvas na coluna de agua > as larvas
Agua sem circulagdo e sem Degradacao da qualidade da
sinfonagem directa | > agua

> Presenca de algumas bactérias

Qualidade da microalga pode causar grande mortalidade
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Metamorfose e fixacao
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Metamorfose e fixacao

Condicoes basicas

- Arejamento reduzido

- Fotoperiodo natural

- Temperatura 19-20°C

- Renovacoes diarias de 30% (sem
circulacao)

Estruturas de Fixacao

Cascas de Ostra

Placas de plastico
onduladas

Macroalgas

Biofilme:
Colonizacéao de
microalgas,
bactérias, eftc...



Cultivo de ourico-do-mar: um novo pico na
inovacao em aquacultura em Portugal AQUATRANSFER @

/}/@ Metamorfose e fixagéo
Il Principais dificuldades !

Capacidade de fixagcao Nem todas as larvas conseguem
> atingir a competéncia para
fixacao
Transicao da forma de Adaptacao a alimentacao por
alimentacao > raspagem. Disponibilidade de
alimento
Qualidade da agua > Degradacao da matéria organica

Cnidarios, crustaceos, moluscos
Introducao de organismos vivos | > que predam os ouricos ou
através das estruturas de fixagao competem pelo alimento
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Pré-Engorda

Condicoes basicas

- Aumento do arejamento

- Temperatura 18-20°C

- Fotoperiodo natural

- Sistema de circulagao aberto
- Alimentacgao: Mistura de microalgas e
macroalgas (Ulva spp.) ’

L Raspagem e filtracao

[

By
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Ensaios de engorda
A- Juveourico

OBJECTIVO: Determinar o crescimento de juvenis de ourigo-do-mar com dois regimes de
dieta

Desde os 120 DAH até 230 DAH

200 ourigos por cada tanque de 110 litros (densidade
1000 ourigos por m?

Dieta 1- Alga (Ulva spp.) exclusivamente

Dieta 2- Alga + Milho

5-10%. dia’ da biomassa
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Ensaios de engorda
A- Juveourico

Principais resultados .
% GSI Indice
gonadossomatico

Peso total (g)

AG profile
100 125 150 175 200 225 250 «  Abundéancia de PUFA
Idade (DAH)  DietaAn-3 PUFA 36.3+1.4%

Dieta A- Macroalga + Dieta B n-6 PUFA 29.8+7.3%
Dieta B- Macroalga + milho

v'Crescimento
somatico sem
diferencas
significativas

v'"Maior crescimento
gbnadas com
alga+milho

v'Diferencgas a nivel
do perfil da AG
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Ensaios de engorda
C- Offshore

- Longlines de mexilhao

- Empresa Testa & Cunhas

- Offshore Porto Mds (Lagos)
- Julho de 2018
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12 Parte Crescimento

5 metros 10 metros
GrupoA Diametro (cm) | Peso (g) | Diametro (cm) | Peso (g)
2000 juvenis (2,3 diametro; 6,46 g 20 = L >

Profundidade 5 metros

Grupo B
1920 juvenis (1,8 diametro; peso 3,31 g
Profundidade 10 metros

Alimentacgao: Ulva spp. e milho
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C- Offshore

22 Parte Resultados esperados

Grupo A

. Crescimento
3 torres de caixas a 5 metros

Profundidades

Mortalidade
CriE 5 e 10 metros
3 torres de caixas a 10 metros Densidades indice
gonadossomatico
Grupo C

1 torre com densidade 63 ind/caixa

Grupo D Propriedades
1 torre com densidade 33 ind/caixa organolépticas



