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Resumo

O uso generalizado de filtros UV convencionais tem levantado preocupagdes quanto aos seus
potenciais efeitos adversos na salide humana e nos ecossistemas marinhos. Neste contexto, o
desenvolvimento de alternativas mais seguras e sustentaveis, tanto para a saide humana como
para os ecossistemas marinhos, tornou-se uma prioridade. Este estudo teve como objetivo
avaliar o potencial de cianobactérias como fonte natural de compostos bioativos com potencial
fotoprotetor, contribuindo para o desenvolvimento de formula¢Ges de protetor solar mais
seguras para o ambiente. Duas estirpes marinhas de cianobactérias foram cultivadas e
submetidas a extracdo com etanol a 20% (v/v). As ficobiliproteinas foram identificadas e
guantificadas por espectrofotometria, tendo sido também avaliada a presenca de aminoacidos
tipo micosporina (MAAs) e a atividade antioxidante através do ensaio DPPH. A estirpe verde
apresentou maiores concentracBes de ficocianina (56 pug/mg) e aloficocianina (29 pg/mg),
enguanto a estirpe vermelha revelou maior teor de ficoeritrina (37 ug/mg). A anélise espectral
evidenciou absorgdo nas regides UVB e UVA, indicando potencial fotoprotetor dos extratos.
Adicionalmente, os extratos demonstraram atividade antioxidante dependente da
concentracdo, no ensaio DPPH. Em conjunto, estes resultados sustentam o potencial dos
compostos derivados de cianobactérias como uma alternativa sustentdvel e amiga dos
ecossistemas marinhos aos filtros UV convencionais. Este trabalho contribui para o
desenvolvimento de estratégias de fotoprotecdo mais sustentaveis, sendo necessarios estudos
adicionais para avaliar a sua seguranca e eficacia em formulagées finais.

Palavras-chave: cianobactérias, micosporina, sequestro do radical livre, antioxidante,
fotoprotecao

Abstract

The widespread use of conventional UV filters has raised concerns regarding their potential
adverse effects on human health and marine ecosystems. In this context, the development of
safer and more sustainable alternatives, both for human health and marine environments, has
become a priority. This study aimed to evaluate the potential of cyanobacteria as a natural
source of bioactive compounds with photoprotective properties, contributing to the
development of more environmentally safe sunscreen formulations. Two marine cyanobacterial
strains were cultured and subjected to extraction with 20% (v/v) ethanol. Phycobiliproteins were
identified and quantified by spectrophotometry, and the presence of mycosporine-like amino
acids (MAAs) as well as antioxidant activity were evaluated using the DPPH assay. The green
strain showed higher concentrations of phycocyanin (56 pg/mg) and allophycocyanin (29
ug/mg), while the red strain exhibited a higher content of phycoerythrin (37 pug/mg). Spectral
analysis revealed absorption in the UVB and UVA regions, indicating the photoprotective
potential of the extracts. Additionally, the extracts demonstrated concentration-dependent
antioxidant activity in the DPPH assay. Overall, these results support the potential of
cyanobacteria-derived compounds as a sustainable and marine ecosystem-friendly alternative
to conventional UV filters. This work contributes to the development of more sustainable
photoprotection strategies; however, further studies are required to assess their safety and
efficacy in final formulations.
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1.Introdugao

A exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV) constitui um dos principais fatores de risco para
gueimaduras solares, envelhecimento cutaneo e cancro da pele. Por esta razdo, o uso de
protetores solares constitui uma estratégia fundamental de fotoprotecao. No entanto, alguns
filtros solares quimicos amplamente utilizados, como a oxibenzona (benzophenone-3) e o
octinoxato (ethylhexyl methoxycinnamate), tém suscitado preocupac¢bes devido aos seus
potenciais efeitos adversos sobre a salide humana e o ambiente [1,2]. Estes compostos atuam
absorvendo radiacdo UV, mas podem também ser absorvidos pelo organismo apds aplicagdo
topica, tendo sido detetados em fluidos bioldgicos como urina, plasma e leite materno [2-5].
Embora a relevancia clinica desta absorg¢do ainda ndo esteja totalmente esclarecida, a exposicao
continua levanta preocupacdes, sobretudo em populagées mais vulneraveis, como gravidas e
criangas [3,4]. Alguns estudos sugerem que estes compostos podem apresentar atividade
estrogénica e antiandrogénica, indicando um possivel efeito de disrupgdo enddcrina [2,5]. A
oxibenzona tem ainda sido associada a reagdes alérgicas e dermatite de contacto [2,7].

Do ponto de vista ambiental, estes filtros entram nos ecossistemas aqudticos através de
atividades humanas e dguas residuais, ndo sendo completamente removidos pelos sistemas de
tratamentos convencionais. A sua presenca em ecossistemas marinhos tem sido associada a
efeitos negativos, incluindo o branqueamento de corais, danos no DNA e alteracdes no
desenvolvimento de organismos marinhos [1,2,3,7], evidenciando a necessidade urgente de
alternativas mais seguras.

Perante estas evidéncias, é imperativo desenvolver alternativas que aliem eficacia, seguranca e
sustentabilidade. Neste contexto, a investigacdo de compostos naturais produzidos por algas,
microalgas e cianobactérias, que apresentam elevada capacidade de absorcdao UV, estabilidade
guimica e menor impacto ambiental surge como uma abordagem promissora.

As cianobactérias sdao organismos fotossintéticos procaridticos com grande diversidade
metabdlica, fisioldgica e morfoldgica [8]. Apresentam elevada capacidade de adaptacdo a
ambientes variados e extremos e produzem metabolitos secundarios com atividade bioldgica e
potencial biotecnolégico [8,9]. Entre estes, destacam-se compostos antioxidantes, capazes de
inibir reacGes de oxidagdo protegendo os tecidos dos danos oxidativos [9]. Além do potencial
antioxidante, as cianobactérias produzem uma variedade de enzimas e outros compostos
naturais com aplicagdes promissoras na medicina, industria, agricultura e biorremediagado
[8,10]. As ficobiliproteinas sdo pigmentos fluorescentes hidrossoliveis envolvidos na
fotossintese, captando luz e transferindo energia para a clorofila [11]. Apresentam aplicacGes
biotecnoldgicas em areas ambiental, cosmética e biomédica [11]. As micosporinas (MAAs) sdo
pequenos compostos naturais produzidos pelas cianobactérias, com elevada capacidade de
absorc¢do da radiagdo UV e atividade antioxidante [12]. Estes compostos sdao promissores para
aplicagdes em cosméticos, farmacéutica e agricultura, devido a sua estabilidade quimica e
bioatividade.

A caracterizagao destes compostos, através de extragdo com solvente, espectrofotometria UV-
Vis e ensaios de atividade antioxidante (DPPH), permite avaliar o seu potencial como base para
uma formulagdo de protetor solar eficaz, com menor impacto para o ambiente marinho.

1.1 Objetivos

O presente estudo teve como objetivo desenvolver uma formulagdo de protetor solar a base de
compostos naturais de cianobactérias capacidade de absor¢dao de radiagao UV, atividade
oxidante e reduzido impacto ambiental, como alternativa aos filtros UV convencionais.



2. Material e Métodos

O trabalho foi realizado nas instalacGes laboratoriais do Centro Interdisciplinar de Investigacdo
Marinha e Ambiental (CIIMAR).

2.1. Cultivo de cianobactérias

Numa fase inicial, procedeu-se a preparac¢do do meio de cultura (Fig. 1) para as duas estirpes de
cianobactérias marinhas, com base no protocolo do meio 78 (Kotai, 1972). Para tal, foi preparada
uma solu¢do num baldo volumétrico de 4 litros, contendo agua com sal marinho tropical (25
g-L™"), previamente autoclavada, de modo a simular condi¢bes de salinidade marinha. O meio
foi suplementado com nutrientes essenciais ao crescimento das cianobactérias, de acordo com
a composicdo descrita para o meio Z8 (Anexo 1), nomeadamente: solu¢do A (10 mL-L™), solucdo
B (10 mL-L™), solugdo de ferro (10 mL-L™), solu¢do de micronutrientes (1 mL-L™") e vitamina B12
(1 mL-L™). Em seguida, as estirpes de cianobactérias marinhas foram transferidas para o meio
de cultivo. (Fig. 2).

Fig.1- Materiais utilizados na preparagdo do meio Z8 Fig.2 - Balfio com cianobactérias

2.2. Extracao

Apds crescimento adequado, a biomassa das duas estirpes foi filtrada, lavada com agua
destilada, congelada e liofilizada. A biomassa seca foi triturada com recurso a um almofariz e
pildo (Fig.3), e pesada numa balanca digital (Fig.4). De seguida, preparou-se uma solucdo de
etanol 20% (v/v) e misturou-se com a biomassa em tubos de Falcon de 50 mL. A homogeneizagdo
foi realizada por vortex e, apds se colocarem os tubos num banho de gelo (Fig.5), ultrassom (3
min, amplitude 20%, ciclo 55 s pulsado/ 5 s pausa) (Fig.6). Apds centrifugacdo dupla (15 min
cada), o sobrenadante foi reunido num baldo de fundo redondo e o etanol evaporado em
rotavapor (condensador -82C e banho a 352C). A fase aquosa foi congelada e liofilizada. O
rendimento da extragao foi calculado comparando-se a massa do extrato seco com a biomassa
inicial.

Fig. 3 - Biomassa triturada Fig. 4- Pesagemda  Fig. 5 — Banho de gelo
biomassa triturada

Fig. 6— Condi¢Oes da sonda



2.3. Identificagao e quantificagao de compostos

2.3.1 Ficobiliproteinas

Cerca de 2 mg do extrato seco (Fig.7) foram dissolvidos em agua destilada (0,5 mg/mL), em
quatro réplicas (duas por estirpe). A absorbancia foi medida por espectrometria UV-Vis
(Shimadzu UV-1800) em 562, 615, 652 e 675nm, utilizando cubetas de 1 cm, calibradas com
agua destilada, o solvente (Fig.8). As concentracdes das ficobiliproteinas, ficocianina (PC),
aloficocianina (APC) e ficoeritrina (PE), foram calculadas segundo o método descrito por Bennett
e Bogorad (1973) e correcdes de Lauceri et al. (2018) para minimizar interferéncia da clorofila a.

Assim, foi feita a corre¢do dos valores de absorbancia a 615 nm e 652 nm, para minimizar a
interferéncia da clorofila a, segundo as seguintes expressdes:

AGlSPhs= 1,012 X Aelsmeasured - 0,215 X A675measured
AGSZPhs= 1,038 X AGSZmeasured - 0,256 X A675measured

Subsequentemente, as concentragBes das ficobiliproteinas, expressas em mg/mL, foram
determinadas através das seguintes equacgdes:

[PC]= (A®%5pnsr — 0,474 x AB5%pys)/ 5,34

[APC] = (A®%phs— 0,208 x A®5phs)/ 5,09
[PE] = [Ass2nm — 2,41 x (PC) - 0,849 x (APC)] / 9,62

Fig.8- Pipetagem do solvente
para a cuvete

Fig.7- Pesagem dos 2 mg de extrato

2.3.2. Pesquisa espetofotométrica da micosporina

Quatro solugbes (1 mg/mL) foram preparadas em etanol 20% (v/v) e pipetadas (Fig.9) em
microplacas (200 uL por poco) (Fig.10). Os espetros de absor¢do foram obtidos com leitor de
microplacas BioTek Synergy HT (Fig.11)

Fig.10- Microplaca Fig.11- Leitor de microplacas BioTek
Fig.9- Pipetagem das solugBes para a microplaca Synergy HT



2.4. Ensaio antioxidante (DPPH)

O ensaio de atividade antioxidante foi realizado com a solugdao de DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) dissolvida em metanol, um radical livre sintético de coloracdo violeta, para
avaliar a capacidade de sequestro de radicais livres das amostras. Por limitacdo de tempo, o
ensaio foi realizado apenas com a estirpe verde. Para o ensaio, utilizou-se uma microplaca de 96
pocos. A primeira linha foi reservada para os brancos, compostos por 25 uL da solugdo de extrato
e 200 pL de metanol, a fim de descontar a cor intrinseca das amostras. A primeira coluna
continha os controlos: 200 puL de DPPH em metanol e 25uL de etanol 20% (v/v), utilizado como
solvente da amostra. Nas restantes colunas, foram adicionados 25 plL da solucdo de extrato e
200 pL da solucao de DPPH. As amostras foram preparadas em diferentes concentracdes por
diluicdo seriada: 1 mg/mL (coluna 2), 0,5 mg/mL (coluna 3), 0,25 mg/mL (coluna 4), 0,125 mg/mL
(coluna 5) e 0,0625 mg/mL (coluna 6) (Fig.12). Apds preparacdo, a microplaca foi incubada
durante 15 minutos a temperatura ambiente e protegida da luz com papel de aluminio. A
absorbancia foi medida a 515 nm, utilizando o leitor de microplacas Biotek.

A atividade antioxidante foi calculada em quatro etapas:

1. Absorbancia (Abs) média dos ensaios:

Abs média = (Abs do ensaio 1 + Abs do ensaio 2) / 2

2. Correcdo do valor da absorbancia, subtraindo o branco:

Abs corrigida = Abs média — Abs do branco

3. Percentagem de radical livre remanescente:

% de radical livre = (Abs amostra x 100) / abs controlo

4. Percentagem de radical livre sequestrado:

% de radical livre sequestrado = 100 - % de radical livre
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Fig. 12 - Microplaca
2.5. Formulag¢do de um creme O/A

A partir do extrato de cianobactérias previamente obtido, procedeu-se a formulacdo de um
creme do tipo O/A (éleo em agua), incorporando o extrato na emuls3o. Inicialmente, o extrato
foi triturado num almofariz até se obter um po fino. De seguida, procedeu-se a pesagem dos
componentes: extrato (0,250 g), dgua destilada (32,5 g), alcool cetilico (4,5 g), vaselina (2,5 g),
parafina liquida (5 g), glicerina (5 g), NIPAGIN (conservante) (0,05 g) que previne a
contaminacdo, e LSS (Lauril sulfato de sédio) (0,5 g). A glicerina foi adicionada ao extrato e a
mistura foi agitada. Posteriormente, o NIPAGIN foi incorporado e transferido para um gobelé
com agua, ao qual se adicionou o LSS, homogeneizando. Paralelamente, preparou-se a fase
oleosa (alcool cetilico, vaselina e parafina liquida), num gobelé. Ambas as fases foram aquecidas
a 70 °C em banho-maria. Quando homogéneas e a mesma temperatura, a fase aquosa foi
adicionada gradualmente a fase oleosa, sob agitacdo manual com vara de vidro. Apds a mistura,
manteve-se a agitacdo durante o arrefecimento, de modo a evitar a separa¢do de fases e
garantir a estabilidade da emuls3o.



3. Resultados e Discussao

3.1. Identificagao e quantificagao das ficobiliproteinas

A quantificacdo das ficobiliproteinas das duas estirpes estd apresentada na Tabela 1. A estirpe
verde apresentou maior concentracdo de ficocianina (56 pug/mg) e aloficocianina (29 pg/mg)
enguanto a estirpe vermelha revelou maior teor de ficoeritrina (37 ug/mg).

Tabela 1. Resultados da quantificagdo das diferentes ficobiliproteinas
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Estes resultados evidenciam perfis pigmentares distintos entre as estirpes, refletindo a
diversidade metabdlica das cianobactérias. As ficobiliproteinas desempenham um papel central
na captacao de luz durante a fotossintese, sendo também reconhecidas pelas suas propriedades
antioxidantes [11].

A maior abundancia de ficocianina na estirpe verde é particularmente relevante, uma vez que
este pigmento tem sido associado a capacidade de neutralizacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), podendo contribuir para a protecdo contra o stress oxidativo induzido pela
radiacdo UV [13]. Por outro lado, a maior concentragdo de ficoeritrina na estirpe vermelha
podera conferir vantagens na absorcdo de comprimentos de onda distintos, contribuindo para
um espectro de absor¢do mais alargado

3.2. Identificagdao de compostos do tipo micosporina (MAAs)

Os espetros de absorgdo das estirpes verde e vermelha estudadas estdo apresentados nas
figuras 13 e 14.
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Fig. 13 — Espetro da estirpe verde Fig. 14 — Espetro da estirpe vermelha

Os resultados sugerem a presenca de compostos semelhantes a aminoacidos tipo micosporina
(MAAs), conhecidos pela sua capacidade de absorver radiagdo UV.

No entanto, o comprimento de onda maximo observado (270 nm) n&o coincide totalmente com
os valores tipicos descritos para MAAs (geralmente entre 310-360 nm), o que indica que
poderdo estar presentes outros compostos ou formas modificadas destes metabolitos [14]. Para
confirmacdo inequivoca da presenca de MAAs, seria necessaria a utilizagdo de técnicas analiticas
mais especificas, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Apesar desta limitacdo, os espetros obtidos evidenciam absorg¢éo nas regiées UVB (290-320 nm)
e UVA (320-400 nm), sugerindo que os extratos apresentam potencial fotoprotetor. Este tipo



de absorcdo é consistente com a fun¢do natural destes compostos em organismos
fotossintéticos, onde atuam como “filtros solares” bioldgicos [12].

3.3. Avaliagao da atividade antioxidante (DPPH)

Os valores das absorvancias e o grafico dose-resposta para o sequestro do radical livre DPPH
estdo apresentados nas figuras 15 e 16, respetivamente.
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Fig. 15 - Resultado das absorvancias Fig. 16 — Grafico da % sequestrada em fungdo da

concentragdo da amostra

O ensaio com o radical livre DPPH demonstrou um aumento do sequestro radicalar com o
aumento da concentracdo do extrato, evidenciando uma relacdo dose-dependente. Este
comportamento indica a presenca de compostos com atividade antioxidante, capazes de
neutralizar radicais livres. A atividade observada poderd estar associada a presenca de
ficobiliproteinas e compostos tipo micosporina, mas também a outros metabolitos secundarios
produzidos por cianobactérias, como carotenoides, amplamente descritos pela sua capacidade
antioxidante [15].

A atividade antioxidante é particularmente relevante no contexto da fotoprotegao, uma vez que
a radiagdo UV induz a formagdo de espécies reativas de oxigénio, responsaveis por danos
celulares, envelhecimento cutaneo e processos inflamatérios. Assim, a combinag¢do de absorgdo
UV e atividade antioxidante representa uma estratégia complementar de protecdo.

3.4. Caracterizagdo do creme protetor solar

O creme formulado apresentou uma textura homogénea, estabilidade fisica e auséncia de
separacado de fases (Fig. 17 e 18), indicando uma formulagao viavel do posto de vista tecnoldgico.
O creme apresentou uma cor acinzentada, dada a presenca do extrato, cuja percentagem de
incorporagdo foi de 0,5%.

Fig. 17 — Emulsdo apds o arrefecimento Fig. 18 — Creme final na embalagem

Inicialmente, o produto ndo apresentava odor, no entanto, apds a adicdo de uma esséncia de
meldo e pepino, passou a apresentar essa fragrancia. Os resultados obtidos indicam que foi
possivel formular com sucesso, um creme protetor solar do tipo O/A, apresentando boa



homogeneidade e estabilidade, sem evidéncia de separacdo de fases. A textura consistente, a
auséncia de grumos e a suavidade ao toque sugerem propriedades reoldgicas adequadas,
nomeadamente uma viscosidade equilibrada, boa espalhabilidade e coesdo, caracteristicas
importantes para a aplicacdo a aplicacdo tépica do produto [16].

A adicdo de uma esséncia permitiu melhorar as caracteristicas sensoriais do creme, fator
relevante para a aceitacdo pelo utilizador.

Apesar da estabilidade observada a cuto prazo, seria importante realizar ensaios de estabilidade
ao longo do tempo, de modo a avaliar eventuais alteragdes fisico-quimicas e determinar
durabilidade, seguranca e prazo de validade do produto.

4. Conclusao

O presente trabalho permitiu desenvolver uma formulacao de protetor solar a base de extratos
de cianobactérias, evidenciando o seu potencial como alternativa aos filtros UV convencionais.
Os resultados demonstraram a presenca de compostos com capacidade de absorc¢do da radiacao
UV e atividade antioxidante, reforcando o seu papel na fotoprotecdo. A formulacdo do tipo 6leo-
em-agua revelou-se homogénea e fisicamente estdvel, demonstrando a viabilidade da
incorporagdo dos extratos numa matriz cosmética funcional. Estes resultados evidenciam o
potencial das cianobactérias como fonte sustentdvel de compostos bioativos para aplicagdes em
fotoprotecao, com menor impacto ambiental, particularmente relevante para a preservacao dos
ecossistemas marinhos. No entanto, a validacdo completa desta abordagem requer estudos
adicionais, nomeadamente avaliagGes de estabilidade a longo prazo, eficacia em condi¢des reais
de utilizacdo e seguranca da formulagao.
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ANEXO 1

Solugdo A
Reagent Name g/l g/2L
NaNOs Sodium nitrate 46.7 93.4
Ca(NO0s3)2.4H20 | Calcium nitrate tetrahydrate 5.9 11.8
MgS0a4.7H:0 Magnesium sulfate heptahydrate 2.5 5.0
Solugdo B
Reagent Name g/l g/2l
KzHPO4 Potassium phosphate dibasic 3.1 6.2
Na:COs Sodium carbonate 2.1 4.2
Micronutrientes
Solution mi/I ml/500ml
lal2 10 5ml
13 e 14 100 50 ml
Fe-EDTA
Solution ml/I ml/2L
FeCls* 10 20 ml
EDTA-Na** 9.5 19 mi
* FeCl3 Solution
Reagent Name 100ml 250ml
FeCl3.6H20 Ferric chloride 2.8g 74
HCI (0.1 N) Hydrochloric acid 100ml 250ml
** EDTA-Na Solution
Reagent Name 100 ml 250 ml
EDTA Ethylenediamine tetraacetic acid 39¢ 9.75¢g
NaOH (0.1 N) | Sodium hydroxide solution 100 ml 250 ml
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