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Resumo

As microalgas sdo reconhecidas como fonte de compostos bioativos de alto valor
acrescentado, que possuem uma ampla gama de aplicacdes. Porphyridium cruentum é
uma microalga vermelha que possui uma gama de constituintes intracelulares e
extracelulares interessantes, como polissacéaridos, ficobiliproteinas e acidos gordos

polinsaturados.

A biomassa de P. cruentum foi produzida sob duas condi¢cdes diferentes de
concentracdo de NOsz , MN (6mM) e HN (18 mM) em diferentes escalas de producao:
laboratorial e em fotobiorreatores flat panel (FBR FP), tendo sido recolhida no inicio da

fase estacionaria de crescimento.

A biomassa produzida em FBR FP foi separada do meio de cultura através de
ultrafiltrac@o (UF) utilizando uma membrana polimérica de acetato de celulose (AC) de
139 kDa. A partir do meio de cultura recuperado, os polissacaridos extracelulares foram
fraccionados também por UF através de duas membranas de AC com limite de excluséo
molecular de 10 kDa e 4 kDa.

De forma a avaliar a producdo de compostos intracelulares nas diferentes condi¢cdes
de crescimento foram realizados dois métodos de extragdo: extragdo convencional em
multi-etapas (ME) e extragéo assistida por micro-ondas (MAE). Os extratos resultantes

foram avaliados quanto ao conteddo em biomoléculas e propriedades antioxidantes.

A biomassa produzida a escala laboratorial apresentou o maior conteudo em
biomoléculas intracelulares, sendo possivel alcancar 1270,230 + 105,960 mg de
polissacaridos neutros/g biomassa, 81,263 + 2,656 mg de polissacéaridos sulfatados/g
biomassa e 36,858 + 0,702 mg de proteina total/g biomassa, obtido por ME. Ja a
biomassa produzida em FBR FP apresentou o maior contedo em compostos fendélicos
totais e flavondides totais, alcancando 8,665 + 0,181 mg GAE/g biomassa e 51,782 +
2,315 mg CE/g biomassa, respetivamente, obtido por MAE utilizando KOH 0,1 M como
solvente. O extrato FHCI proveniente da ME realizada a MN1 foi ainda sujeito a

fracionamento por cromatografia de troca ionica.

De forma a identificar diferencas estruturais nos extratos, caracterizar parcialmente
biomoléculas detetadas e avaliar as propriedades fotofisicas foram aplicadas as

técnicas espetroscopicas, FTIR e espetroscopia de fluorescéncia, respetivamente.

Palavras-Chave: Microalgas vermelhas; Porphyridium cruentum; ultrafiltracéo;

compostos bioativos; propriedades antioxidantes.






Abstract

Microalgae are recognized as a source of high added value bioactive compounds,
which have a wide range of applications. Porphyridium cruentum is a red microalga that
has a range of interesting intracellular and extracellular constituents such as

polysaccharides, phycobiliproteins and polyunsaturated fatty acids.

P. cruentum biomass was produced under two different conditions of NO3", MN (6mM)
and HN (18mM) at different production scales: laboratory and in flat panel

photobioreactors (FBR FP), having harvested at the beginning of the stationary phase.

The biomass produced in FBR FP was separated from the culture medium by
ultrafiltration (UF) using a polymeric membrane of cellulose acetate (CA) with a MWCO
of 139 kDa. From the recovered culture medium, extracellular polysaccharides were also
fractionated by UF through two AC membranes with molecular exclusion limits of 10 kDa
and 4 kDa.

To evaluate the production of intracellular compounds under different growth
conditions, two extraction methods were performed: conventional multi-step extraction
(ME) and microwave-assisted extraction (MAE). The resulting extracts were evaluated

for biomolecule content and antioxidant properties.

Biomass produced on a laboratory scale showed the highest content of intracellular
biomolecules, reaching 1270,230 + 59,105,960 mg of neutral polysaccharides/g
biomass, 81,263 + 2,656 mg of sulfated polysaccharides/g biomass and 36,858 + 0,702
mg of total protein/g biomass, obtained by ME. The biomass produced in FBR FP had
the highest content of total phenolic compounds and total flavonoids, reaching 8,665 +
0,181 mg GAE/g biomass and 51,782 + 2,315 mg CE/g biomass, respectively, obtained
by MAE using 0,1 M KOH as solvent. The FHCI extract from the ME performed on MN1

was further subjected to fractionation by ion exchange chromatography.

To identify structural differences in the extracts, partially characterize detected
biomolecules and evaluate the photophysical properties, spectroscopic techniques were

applied, FTIR and fluorescence spectroscopy, respectively.

Key Words: Red microalgae; Porphyridium cruentum; ultrafiltration; bioactive

compounds; antioxidant properties.
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1. Introducao

As microalgas sdo uma fonte rica de nutrientes e compostos bioativos com diferentes
atividades biolégicas, como proteinas, entre as quais enzimas, lipidos, vitaminas,
pigmentos, compostos antioxidantes, entre outros. O interesse por microalgas surgiu do
aumento da procura por biomassa sustentavel para a producdo de componentes
bioativos com varias aplica¢cdes comerciais em diversas areas, incluindo farmacéutica,
nutracéutica, cosmecéutica, biocombustiveis, biofertilizantes, tratamento de &guas

residuais, alimentacado e proteémica [1]-[3].

Y

Devido a possibilidade de produzirem em excesso e acumularem determinados
metabolitos sob condigbes especificas de crescimento, a existéncia de diferentes
espécies e estirpes, a flexibilidade metabdlica, a adaptacdo a diversas condi¢des de
cultivo, ao uso minimo de solos para a sua producédo, a possibilidade de crescimento
rapido e alta eficiéncia fotossintética, o numero de estudos sobre a utilizagdo de
microalgas como fonte de produtos biologicamente atrativos tem vindo a crescer

rapidamente [3]-[5].
1.1. Microalgas

As microalgas s&o microrganismos unicelulares, multicelulares, filamentosos ou
sifonaceos, existentes em sistemas de agua doce e salgada, que sdo categorizados
como eucariotas, embora as cianobactérias procariotas também sejam incluidas muitas
vezes na categoria de microalgas. Atualmente existem cerca de 200000 espécies
identificadas com teores de nutrientes e compostos bioativos distintos, tendo aplicagédo

em varios setores industriais [1], [6], [7].

Do ponto de vista filogenético, as microalgas eucariotas surgiram mais tarde do que
as cianobactérias e resultaram de duas etapas de endossimbiose independentes. A sua
classificacdo taxonémica depende da estrutura celular basica, do ciclo de vida e da
composicao dos pigmentos. Relativamente a composi¢do dos pigmentos, existem nove
classes, sendo que o0s grupos principais sdo Phaeophyceae (algas castanhas),
Chlorophyceae (algas verdes), Pyrrophyceae (dinoflagelados), Bacillariophyceae

(diatomaceas), Chrysophyceae (algas douradas) e Rhodophyceae (algas vermelhas)

[6], [8].

Estes microrganismos séo fotossintéticos, pelo que absorvem a luz solar, capturam
o CO; do ar, absorvem elementos, como fosforo e azoto, dos habitats aquaticos, e

produzem cerca de 50% do oxigénio atmosférico. Além disso, tém outros requisitos
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como os macronutrientes (Na, Mg, Ca e K) e micronutrientes (Mo, Mn, B, Co, Fe e Zn).
A maioria das microalgas séo portanto fotoautréficas, no entanto, algumas também tém
a capacidade de utilizar compostos organicos como fonte de carbono, podendo ser
heterotroficas ou mixotréficas. As necessidades nutricionais podem variar em fungéo da
espécie de microalga e o seu crescimento esta dependente ainda da temperatura, do
pH, da salinidade, da intensidade da luz, do tipo de fonte de carbono, da agitacdo e

mistura no biorreator, entre outros fatores [2], [8], [9].

No que respeita aos sistemas de cultivo em larga escala, estes incluem sistemas
abertos, onde h& contacto direto com 0 meio ambiente, e sistemas fechados, onde é

inexistente esse contacto da cultura com a atmosfera [10].

Os sistemas abertos sédo divididos em aguas naturais (lagoas e lagos) e lagoas
artificiais (circulares e raceways, Figura 1). Para aplicagdo comercial, os sistemas
abertos sdo os mais usados, uma vez que apresentam menores custos, boa troca
gasosa com a atmosfera, arrefecimento por evaporacéo, facilidade de operar, de limpar
e de aumento de escala. Contudo, existe um maior risco de contaminagao, altas perdas

por evaporacao, requerem grandes areas e dependem fortemente do clima [1], [11].

Figura 1 — Raceway (A) e thin layer cascade (B) da Allmicroalgae.
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Os fotobiorreatores (FBR) de sistemas fechados séo categorizados de acordo com a
sua geometria em colunas verticais, tubulares ou flat panels (Figura 2). Os
fotobiorreatores apresentam um maior controlo dos parametros de cultivo, alta
produtividade, menor risco de contaminacdo, menos perdas de CO; quando
comparados com o0s sistemas abertos, e podem ser utilizados para espécies de
microalgas mais sensiveis. No entanto, 0s custos de construcdo e operacdo sao
maiores, requerem refrigeracdo na maioria dos casos e 0 aumento de escala é dificil [1],
[11].

3, W R | .
o S5 | & | e o QT

Figura 2 - Fotobiorreatores em coluna vertical (A), tubular (B) e flat panel (C) da Alimicroalgae.

Do metabolismo primario das microalgas podem ser obtidos compostos bioativos,
como proteinas, acidos gordos, vitaminas e pigmentos. A partir do metabolismo
secundario poderdo ser sintetizados compostos bioativos como aminoéacidos do tipo
micosporina, esterbis, cetonas e lectinas. Estes compostos podem apresentar
atividades antifungicas, antivirais, antimicrobianas, antioxidantes, antitumorais, entre
outras. Na maioria das microalgas, 0os compostos bioativos sdo acumulados na
biomassa. Contudo, em alguns casos, esses metabolitos sdo excretados para o meio.
[12], [13].

As microalgas podem assumir a forma de agregados polimicrobianos, em vez de
culturas puras de células Unicas e dispersas. Os materiais que mantém essas células
juntas para formar uma matriz homogénea séo excretados pelas proprias microalgas
para o seu ambiente. Estas substancias sédo extracelulares e poliméricas constituidas
maioritariamente por polissacaridos, proteinas, acidos nucleicos e lipidos, que afetam

as propriedades fisico-quimicas dos agregados de microalgas. Estas EPS podem
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proteger as células contra substancias toxicas, desidratagao e stress e, ainda possuem
propriedades antivirais e antitumorais, com aplicacdo clinica, e outras que permitem o

seu uso em tratamento de 4guas residuais [14].
1.1.1. Microalgas Vermelhas

As microalgas vermelhas integram um grande grupo taxondmico de microalgas
marinhas bentoénicas, pertencentes aos subfilos Cyanidiophytina e Rhodophytina e sdo

uni e pluricelulares, apresentando uma forma celular esférica ou oval [8].

Estas microalgas ndo possuem flagelo e duas das suas principais caracteristicas sdo
a auséncia de parede celular e a presenca de uma matriz de gel de espessura variavel
exterior & membrana citoplasméatica. Esta matriz € constituida por polissacaridos
(mucilagem polisacaridica), sendo uma parte desses polissacaridos excretada para o
meio na forma de EPS sollveis (também conhecidos por polissacaridos libertados, RPS)
e permanecendo os restantes EPS ligados a membrana citoplasmatica (também
designados por polissacéridos ligados, BPS). Dependendo das condi¢gbes de cultura, a
quantidade de EPS excretados e solubilizados no meio de cultura pode aumentar

significativamente a sua viscosidade [8].

Outra caracteristica importante deste grupo de microalgas é a presenca de
pigmentos, designados por ficobiliproteinas (PBPs). Estas ficobiliproteinas incluem 4
tipos de proteinas: ficoeritrina (PE) (responsavel pela cor rosa/vermelha das
microalgas), ficocianina (PC), aloficocianina (APC) e ficoeritrocianinas (PEC), que
absorvem num intervalo de comprimentos de onda entre 490 e 650 nm, gama em que
a clorofila a e os carotenoides apresentam baixos valores de absorvancia. Estas
ficobiliproteinas permitem a adaptacdo das microalgas vermelhas até a uma
profundidade de 250 metros, onde apenas os fotdes azuis de baixo comprimento de
onda e alta energia conseguem penetrar. Uma vez que as PBPs capturam e transmitem
eficientemente a energia, em particular a da luz verde-azulada presente em altas

profundidades, ocorre absorgdo e otimizagéo da luz para a fotossintese. [8], [15].

Entre as microalgas exploradas a escala industrial, as microalgas vermelhas tém
atraido um crescente interesse como fonte de compostos valiosos, como 0s
polissacaridos extracelulares (EPS), ficobiliproteinas e acidos gordos polinsaturados
(PUFAS) [8].

A seguir sdo analisadas as caracteristicas da microalga vermelha Porphyridium

cruentum, que foi objeto de estudo deste trabalho.
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1.1.2. Porphyridium cruentum

Taxonomicamente, a microalga Porphyridium cruentum pertence a divisdo
Rhodophyta, classe Bangiophyceae, ordem Bangiales, familia Porphyridiaceae e
género Porphyridium [16].

P. cruentum € uma microalga unicelular com células esféricas de diametro entre 6 e
10 um (Figura 3). Esta microalga cresce em agua salina e ndo possui parede celular. A
fonte da sua cor vermelha é a ficoeritrina, que desempenha um papel importante
juntamente com outras ficobiliproteinas presentes. A P. cruentum também apresenta
clorofila a e clorofila d, mas o pigmento vermelho sobrepBe-se a cor dos restantes
pigmentos e torna-se o principal na rece¢éo da luz no processo da fotossintese [17]—
[19].
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Figura 3 - Cultura de células de Porphyridium cruentum ao microscopio 6tico (adaptado) [20].

Esta microalga vermelha apresenta uma gama interessante de constituintes de alto
valor, como pigmentos carotenoides (principalmente zeaxantina), lipidos (em particular
acidos gordos polinsaturados), ficobiliproteinas (maioritariamente B-ficoeritrina),
proteinas e exopolissacaridos que encapsulam as células, substituindo a parede celular,
e conferindo viscosidade as culturas. A maioria desses EPS sdo polissacaridos
sulfatados (sPS) aniénicos, compostos por acido glucurénico e varios monossacaridos
neutros importantes, como xilose, galactose e glucose. Os EPS de P. cruentum sao dos
compostos com maior interesse, devido ao facto de apresentarem atividades

antioxidante, antibacteriana, antiviral, antitumoral e anti-hiperglicémica [5], [17]-[19].

Face a sua tolerancia a mudangas ambientais dindmicas, ao seu ciclo de producao

relativamente curto e ao alto rendimento por unidade de area cultivada, P. cruentum
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apresenta uma forte vantagem competitiva do ponto de vista econdémico e torna-se

atraente para a producao sustentavel de biomassa em larga escala [16], [21].
1.2. Compostos Bioativos

A diversidade evolutiva e filogenética das microalgas resultou numa grande
variedade, no que respeita a sua composicao quimica, o que faz com que sejam
extremamente atrativas para a exploracao de uma ampla gama de biomoléculas. Estas
biomoléculas sdo metabolitos sintetizados por diferentes vias complexas dentro das
células e a sua producdo e acumulacao depende de vérios fatores, como condi¢des

ambientais bidticas e abidticas [22], [23].

Tal como mencionado anteriormente, os compostos bioativos produzidos pelas
microalgas apresentam alto valor e sdo aplicAveis numa vasta gama de areas.
Inicialmente, pensava-se que as microalgas produziam trés produtos, lipidos, proteinas
e hidratos de carbono. Contudo, nas Ultimas décadas, varios estudos mostraram que as
microalgas sdo fontes de outros produtos de alto valor, tais como &cidos gordos
polinsaturados, pigmentos, entre os quais ficobiliproteinas, e vitaminas, que podem ser

isolados e usados em diversas industrias [22], [24].
1.2.1. Polissacéridos

Os polissacéaridos sdo hidratos de carbono e sendo poliméricos, consistem em
cadeias longas lineares ou ramificadas de residuos de monossacaridos ligados entre si
por ligacdes glicosidicas. Estas macromoléculas podem ser homopolissacéridos,
apresentando apenas um tipo de monossacarido, ou heteropolissacaridos,

apresentando mais do que um tipo [25].

Diferentes organismos podem sintetizar polissacaridos, como bactérias, fungos,
plantas terrestres, macroalgas, microalgas, entre outros. No caso das microalgas, os
polissacaridos podem ser intra ou extracelulares. Relativamente aos intracelulares,
acumulam-se no interior das células e sdo conhecidos como polissacaridos de
armazenamento. Em relacdo aos extracelulares, estes podem permanecer ligados
diretamente a membrana da célula ou podem ser libertados no meio como

exopolissacaridos [25].

A espécie e as condi¢cdes em que a microalga é cultivada influenciam a composicéo
dos polissacéaridos, bem como a carga (associada a presenca de grupos sulfato ou de
monossacaridos acidos) e a conformacdo da cadeia no espaco. Por sua vez, estas

propriedades afetam as func¢des bioldgicas intrinsecas, tais como, antioxidantes,
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anticancerigenas, antibacterianas, antivirais, anti-inflamatoérias ou antiparasitarias, e que

potenciam a sua aplicagdo nos setores nutracéutico e farmacéutico [25].

Os polissacaridos intracelulares da microalga Porphyridium cruentum sao
essencialmente polissacaridos sulfatados e amido florideano. O amido florideano é um
polissacarido de armazenamento encontrado no citosol e formado por residuos de D-

glucopiranose com ligacdes glicosidicas a-(1 — 4), Figura 4 [21].

Figura 4 - Estrutura quimica do amido florideano [26].

Os polissacaridos extracelulares de P. cruentum sdo sintetizados no complexo de
Golgi e os seus principais residuos sdo de xilose, galactose, glucose, e acido
glucurénico (Figura 5). Os EPS néo séo toxicos, sdo, geralmente, sollveis em agua e
uma das suas principais caracteristicas € o comportamento fluidodinamico, produzindo
solucdes altamente viscosas em concentracdes relativamente baixas de polimero, em

amplas gamas de pH e temperatura [21], [27]. .

A B
o) Hen,on
HO o o
HO H HO OH
OH OH

H,OH COOH

C D
C & o
OH OH

Figura 5 - Estruturas quimicas da xilose (A), galactose (B), glucose (C) e do acido glucurénico
(D) (adaptado) [28].
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1.2.1.1. Polissacéaridos sulfatados

Os polissacaridos com alta funcionalizacdo de sulfato sdo conhecidos como
polissacéaridos sulfatados (Figura 6). A maioria s&o aniénicos, devido a ligagéo de grupos
funcionais carregados negativamente ao esqueleto central dos polimeros lineares ou

ramificados [29].
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Figura 6 - Estruturas quimicas de polissacaridos sulfatados: carragenano (A), fucano (B) e
ulvano (C) [30].

Este tipo de polissacaridos tem sido amplamente estudado devido as suas
bioatividades, como por exemplo, efeitos antiviral, antitumoral, anticoagulante, anti-
inflamatério, antioxidante, antiangiogénico, entre outros. A bioatividade destes
compostos depende do peso molecular, do grau de sulfatagéo, posi¢cao do grupo sulfato,

e solubilidade em &gua [29].

Os polissacaridos sulfatados de P. cruentum sdo muitas vezes encontrados como
EPS, apresentando elevado peso molecular e carregados negativamente. A presenca
de uma proteina ligada covalentemente ou uma glicoproteina ligada néo

covalentemente é também caracteristica dessas biomoléculas [29], [31].

Os grupos sulfatados e a presenca de agucares funcionalizados, como &cido urénico
e outros ligandos (oligoelementos e proteinas), é responsavel pela atividade dos EPS.
Além disso, a elevada estabilidade dos EPS a mudangas ambientais e a acdo de
algumas enzimas, permite a sua utilizacdo, por exemplo, como biolubrificantes,

tonificantes vasculares e intensificadores de melanina [21].
1.2.2. Ficobiliproteinas (PBPs)

As ficobiliproteinas sdo um grupo de proteinas coloridas, que estdo envolvidas na
captacado da luz em cianobactérias e algas vermelhas, e que possuem vérias aplicacdes.
Estas proteinas sédo organizadas em complexos supramoleculares, designados por
ficobilissomas (PBSs), que se encontram dispostos em arranjos regulares na superficie

externa dos tilacéides [15], [32].
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As PBPs sdo moléculas estaveis, soliveis em agua, constituidas por cadeias
polipeptidicas conjugadas com crémoforos tetrapirrdis néo ciclicos e ligados
covalentemente por cisteina. Nos Ultimos anos, as ficobiliproteinas tém atraido muitos
interesses devido as suas propriedades espetrais e corantes, e em ciéncias terapéuticas
sdo também exploradas as suas atividades antiviral, antibacteriana, anti-inflamatéria,

imunomoduladora, antitumoral, antioxidante, entre outras [21].

Com base no espetro de absorcao de luz, existem quatro classes de ficobiliproteinas,
que sdo: ficoeritrina (vermelho rosa, Amax = 490-570 nm), ficocianina (azul, Amax = 610-
625 nm), aloficocianina (azul-verde, Amax = 650—-660 nm) e ficoeritrocianina (azul-rosa,
Amax = 560—600 nm). As ficoeritrinas ainda séo divididas em trés sub-classes principais,
dependendo do seu espetro de absorcéo, B-ficoeritrina (B-PE), R-ficoeritrina (R-PE) e
C-ficoeritrina (C-PE). Por sua vez, as ficocianinas dividem-se em C-ficocianina (C-PC),
R-ficocianina (R-PC) e R-ficocianina Il (R-PCII). Os prefixos B-, R- e C- caracterizaram,
no inicio, a origem dos pigmentos, Bangiales, Rhodophyceae e Cyanophyceae,
respetivamente. No entanto, atualmente, os prefixos ndo se referem a origem do

pigmento, mas indicam as suas caracteristicas espetrais especificas [8], [21], [33]-[35].

Em Pophyridium cruentum, as ficobiliproteinas sdo maioritariamente ficoeritrina
(70%), ficocianina (20%) e aloficocianina (10%), sendo a ficoeritrina o principal produto

de valor isolado desta microalga [21], [36].
1.2.3. Acidos gordos polinsaturados (PUFAs)

Os acidos gordos sao o principal constituinte dos lipidos e podem classificar-se em
saturados ou insaturados, dependendo da existéncia de ligacdes duplas. Os acidos
gordos insaturados sdo ainda classificados em mono e polinsaturados com base no
namero de insaturacdes. Os PUFAs sdo os principais constituintes estruturais da
membrana celular. Entre os PUFAs, os acidos gordos w-3 e w-6 sédo reconhecidos como

essenciais, pois como nao sao produzidos pelo Homem, séo requeridos pela dieta [37].

As microalgas podem acumular até 30-70% de lipidos no seu peso seco, sob certas
condi¢Bes. Na maioria das microalgas, os lipidos sdo constituidos principalmente por
acidos gordos saturados e monoinsaturados. Contudo, algumas espécies de microalgas

tém a capacidade de sintetizar acidos gordos polinsaturados [38].

Comparando com outros géneros de microalgas, Porphyridium tem um teor em
lipidos relativamente baixo. No entanto, os seus lipidos sdo bastante interessantes
porque compreendem &cidos gordos polinsaturados de cadeia longa (LC-PUFASs) [21],
[39].

11/130



Introducéo

No caso de Porphyridium cruentum, o &cido araquidénico (ARA) compreende cerca
de 33% e o 4cido eicosapentaendico (EPA) 17% do total de acidos gordos [21]. O ARA
pertence a familia dos w-6 e pode atuar como agente imunossupressor e anticoagulante
natural, enquanto o EPA pertence a familia dos w-3 e pode ser utilizado na prevencgéo
e tratamento da hipercolesterolemia e em casos clinicos de diabetes, distarbios
cerebrais, cancro, artrite, psoriase, Alzheimer, bem como na cicatrizacdo de feridas
[21], [39].

O teor de LC-PUFA em P. cruentum é altamente dependente das condi¢bes
ambientais. Algumas das condi¢fes que podem aumentar a producdo destes lipidos
sdo a intensidade da luz, salinidade, temperatura, pH, concentracéo de oxigénio, taxa
de arejamento, aditivos e niveis de azoto. Deste modo, é crucial otimizar as condi¢des
de crescimento desta microalga vermelha, para que seja possivel a maximizacao da
producéo de LC-PUFAs [40].

1.3. Extrac&o e Purificagdo de Compostos Bioativos

Atualmente, ndo ha davida da importancia da extragdo e caracterizacdo de
compostos bioativos de fontes naturais, devido a sua capacidade de proporcionarem

varios beneficios em diversas areas.

Representando as microalgas uma dessas novas fontes ricas em compostos
bioativos, sdo essenciais 0 estudo e a caracterizacdo das diferentes espécies de
microalgas para confirmar o potencial de producdo de um determinado componente
bioativo. Para tal, ap6s producédo da microalga é necessaria a separacdo da biomassa
do meio de cultura, processo este que apresenta desafios, devido ao pequeno tamanho,
densidade (quase semelhante & da agua) e baixa concentracdo das microalgas no meio

de cultura e a posterior purificagdo dos metabolitos produzidos [4], [41], [42].

A separacao por centrifugacdo € normalmente aplicada neste contexto e para a
producdo em grande escala, principalmente de produtos de alto valor. Contudo, a
separacdo em pequena escala requer uma técnica economicamente atraente. Neste
sentido, a tecnologia de membranas tem-se tornado uma opg¢ao viavel, uma vez que a
separacao celular pode ser realizada em modo descontinuo ou em sistemas continuos
com o acoplamento de membranas a reatores biol6gicos, dependendo da aplicacao.
[41]-[44].

Relativamente aos EPS solubilizados no meio existem varios métodos para a sua
separacdo e purificagdo, como por exemplo a precipitacdo usando &alcoois e a

ultrafiltracdo. Na precipitacdo com alcoois, podem ser utilizados metanol, etanol e
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isopropanol, tendo a polaridade do alcool e a temperatura de precipitagdo impacto no
rendimento de polissacéaridos e também na co-precipitacdo de impurezas. Este método
tem como vantagens a possibilidade de se poder reciclar os alcoois por destilacdo e de
poder ser utilizado também em solucdes altamente viscosas. No entanto, ndo é muito
apropriado para purificar polissacaridos de microalgas marinhas, uma vez que estes sdo

contaminados por sais que co-precipitam com os EPS [45].

A ultrafiltracdo (UF) como técnica de isolamento e purificacdo de exopolissacaridos
tem sido pouco investigada, contudo € uma tecnologia que se apresenta promissora.
Este processo de separacdo é baseado em membranas, utilizando um gradiente de
pressédo transmembranar e atuando como um crivo molecular, conduzindo a uma
separacdo de alto rendimento e ecologicamente in6cua. No entanto, os EPS estdo
associados ao aparecimento de fouling das membranas devido as suas caracteristicas

reoldgicas, o que resulta numa diminuigéo do fluxo e aumento do custo operacional [44].
1.3.1. Processos de Separacdo por Membranas

A separacdo por membranas envolve o uso de uma barreira permeéavel e seletiva
(membrana) entre duas fases, que restringe de forma especifica a transferéncia de
massa entre estas. Para que haja o transporte através da membrana, é necessaria a
aplicacdo de uma forca motriz (gradientes de pressdo, concentracdo, temperatura e
potencial elétrico) aos componentes existentes no fluxo de alimentacdo. Durante o
processo, a alimentagédo é dividida num retentado (rejeitado pela membrana) e num

permeado (passa através da membrana) [41], [46].

O processo de separacao por membranas apresenta baixos consumos energéticos,
ndo requer a utilizacdo de produtos quimicos, possibilitando a recirculacdo do
permeado, permite a selecdo de membranas de forma a otimizar os fluxos de
permeacdo e adequa-se a suspensfes muito sensiveis ao cisalhamento. Contudo, é
necessario controlar as condi¢ges hidrodinamicas para limitar a colmatacéo e os danos
celulares. O fouling é atribuido a acumulagéo e deposicao de solutos ou particulas na
superficie e nos poros da membrana. Com o objetivo de reduzir este fendmeno, deve
ter-se em atencéo ao modo de operacao do processo de permeacgao, ou seja, operagao
em modo frontal ou em modo tangencial. No processo de filtracdo frontal, a alimentacdo
€ perpendicular a superficie da membrana, acumulando particulas a superficie da
membrana e formando uma camada (bolo). No processo de filtracdo tangencial, a
alimentacdo circula tangencialmente a superficie da membrana, reduzindo a
acumulacédo de solutos, uma vez que estes sdo “arrastados” pelo caudal de alimentagao

[41]-[44], [46]-[48].
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Dependendo do tamanho do poro, da pressdo aplicada e, consequentemente, do
potencial de aplicacdo, os processos de filtracdo por membranas sao classificados em

microfiltracdo, ultrafiltracéo, nanofiltragdo e osmose inversa [49].

Os processos de microfiltracdo e de ultrafiltracdo sédo frequentemente usados no
isolamento de produtos a partir de microalgas, principalmente para separacdo da
biomassa do meio de cultura, devido a sua alta eficiéncia e facilidade de uso. Neste
trabalho, foi utilizado o processo de ultrafiltracdo para separacéo da biomassa do meio
de cultura e para isolamento e purificacdo de exopolissacaridos. A ultrafiltracdo é
caracterizada pela utilizacdo de membranas com diametro de poros entre 1 e 100 nm,

permitindo a separacao de solutos com peso molecular entre 1 e 500 kDa [41], [42], [50].

Para a obtencdo dos componentes bioativos das microalgas sdo necessérias varias
etapas de downstream que incluem rutura celular (para compostos intracelulares),

extracao, fracionamento, purificagdo e/ou conversdo bioguimica e formulacao final [51].

Apo0s a separacao da biomassa do meio de cultura, 0 passo mais critico para aceder
as biomoléculas armazenadas internamente é a lise celular. Os processos atuais
consomem muita energia, sdo caros, envolvem etapas de extracdo longas e utilizam
solventes organicos, o que pode ter implicacbes ambientais significativas. Além disso,

existe o risco de desnaturacdo das biomoléculas de interesse [51], [52].

Portanto, de modo a melhorar a viabilidade econémica do processo e promover a
comercializacdo do produto, os processos devem ser robustos, energeticamente
eficientes, minimizar o impacte ambiental e manter a qualidade do produto. Assim, tém
sido exploradas técnicas alternativas sustentaveis, como por exemplo extrac¢des
assistidas por micro-ondas e por ultrassons, e com fluidos supercriticos, que podem ser

utilizadas para a rutura celular [51]-[53].
1.3.2. Extragcdo por Métodos Convencionais

Os métodos de rutura celular podem ser classificados em mecanicos, como a
moagem com esferas, ultrassons e a homogeneizacdo de alta pressdo, e nao
mecanicos, que podem ser divididos em térmicos, quimicos ou biol6gicos. A maioria dos
métodos para a extracao das biomoléculas abrange métodos convencionais que, apesar
de apresentarem vantagens, exigem longos tempos de extracdo, custos de energia
elevados e uso de solventes toxicos, tornando-os caros e prejudiciais para a saude

humana e para o meio ambiente [51], [53].

O método de extragdo convencional por multi-etapas (ME) € um método quimico,

através do qual séo obtidas varias fragdes de polissacaridos, usando agua fria e quente,
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e condicdes &cidas e alcalinas, de modo a maximizar a concentracao de polissacaridos.
Os polissacéaridos sdo moléculas polares e, geralmente, sollveis em agua, podendo ser
extraidos com o auxilio de técnicas como 0 aquecimento. A extracdo de polissacaridos
insollveis requere periodos de extracdo mais longos, temperaturas mais altas ou
mesmo uso de solugBes alcalinas e 4cidas. O método ME apresenta baixo custo de
operagdo e requer equipamentos simples. No entanto, os tempos de extracdo sdo
longos, ha um gasto grande de energia, podera haver desnaturacao térmica de alguns

compostos e transformagéo de algumas moléculas de interesse [54], [55].
1.3.3. Extragdo por Métodos Nao Convencionais

Como referido anteriormente, a extracdo por métodos convencionais apresenta
varias desvantagens, que podem comprometer a qualidade do produto final e ter
implicacdes ambientais. Deste modo, as técnicas de extracdo por métodos néo
convencionais permitem cumprir critérios de quimica verde e de sustentabilidade,

obtencéo de maior rendimento, tempo de tratamento reduzido e menor custo [51], [56].

A extracdo assistida por micro-ondas (MAE) é um exemplo de uma tecnologia
alternativa inovadora, usada para extrair lipidos, pigmentos e outras biomoléculas de
plantas, algas marinhas, e microalgas. Este método baseia-se no aquecimento uniforme
e sem contacto de suspensfes celulares, que resulta na evaporacdo de humidade e
bolhas de alta pressao que rompem as células. A MAE também pode ser realizada a
baixa temperatura sob vacuo ou sem adicdo de solvente externo. As principais
vantagens da MAE séo a reducao significativa do tempo de extragcdo, consumo baixo de
solvente e elevados rendimentos de extragdo. Além disso, este método néo se limita
apenas a moléculas termorresistentes, uma vez que o tempo de extragdo reduzido
permite a extracdo de constituintes termolabeis na sua forma ativa. Contudo, a MAE

apresenta elevados custos de manutencdo, quando aplicada a escala industrial e

necessidade de arrefecimento antes de continuar o processamento [36], [51].
1.3.4. Purificagado de Compostos Bioativos

ApOs os processos de extragdo, as amostras apresentam uma variedade de

biomoléculas que incluem entre outras, polissacéaridos, proteinas e lipidos.

De modo a obter uma amostra pura, podem ser aplicadas varias técnicas de
purificacdo, incluindo precipitagdo com etanol, separacdo por membranas,
cromatografias de troca i6nica, de exclusdo molecular e de afinidade. A precipitacdo
com etanol é frequentemente utilizada nas primeiras etapas de purificagdo, permitindo

remover impurezas de baixo peso molecular [57].
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A cromatografia em coluna, em particular a cromatografia de troca ionica, é o método
mais aplicado na purificacdo de polissacéridos. Este método é adequado para
separacao de polissacéaridos acidicos ou polissacaridos neutros de alto peso molecular
[58].

1.4. Doseamento de Compostos Bioativos

De acordo com 0 exposto, as microalgas séo ricas em compostos que contém
inimeras atividades biolégicas. Deste modo, € necessério recorrer a ferramentas
eficazes, que permitam a identificacdo e quantificagdo dos compostos intra e

extracelulares produzidos por cada espécie de microalga [59], [60].

Portanto, para detetar os varios compostos bioativos podem ser utilizados, por
exemplo, a espetrofotometria de absorcdo no ultravioleta-visivel (UV-Vis), métodos
cromatogréficos, imunoquimicos, fluorimétricos, e colorimétricos. A escolha do método
depende do tipo de informagéo que se pretende obter, da quantificagdo absoluta ou

relativa e do componente a quantificar [61]-[63].

Os espetros obtidos na gama UV-Vis permitem adquirir informacdes sobre a estrutura
de varios compostos. Quando esses compostos absorvem luz ultravioleta ou visivel,
ocorrem transicdes eletronicas para estados de maior energia ou excitados da molécula.
O estudo qualitativo e quantitativo dos compostos pode ser realizado por analise da
forma, da altura e da area da banda espectral de absorcao. A espectrofotometria de UV-
Vis € um método com elevada sensibilidade, rapido, facil de manusear e exige baixo
volume de amostra. Contudo, apresenta algumas limitagcbes como desvios quimicos e

espalhamento de radiagao [64]-[67].

Os métodos cromatograficos baseiam-se nas diferencas das propriedades das
moléculas presentes numa mistura, tais como de adsorgéo, particdo, afinidade e peso
molecular. Deste modo, é possivel detetar e quantificar biocompostos. Existem varios
tipos de cromatografia e a eficacia de cada uma depende da natureza da molécula a ser
separada. No caso das microalgas, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
a cromatografia de troca i6nica de alta eficiéncia (HPAEC) tém sido utilizadas para
detetar a composicdo de monossacaridos presentes nos polissacaridos excretados.
Para a quatificacéo de lipidos, a cromatografia gasosa tem sido amplamente utilizada.
Os pigmentos, tais como as clorofilas, podem ser quantificados com recurso a
cromatografia em camada fina (TLC) e HPLC [25], [68]—[70].

Os métodos imunoquimicos baseiam-se na interacdo especifica anticorpo-

antigénio. Existem varios tipos de métodos imunoquimicos, que envolvem por exemplo,
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detecdo por fluorescéncia, imunodetecdo e detecdo enzimética. As técnicas
imunoquimicas sdo ferramentas poderosas com alta sensibilidade e seletividade.
Contudo, séo técnicas dispendiosas, a obtencao de anticorpos especificos é complexa
e estes sdo sensiveis a fatores fisicos. Além disso, 0s anticorpos policlonais, por serem
menos especificos, reconhecem varios epitopos e apresentam reatividade cruzada [71],
[72].

A fluorescéncia € um método de fotoluminescéncia que possibilita a identificacéo de
compostos fluorescentes a partir dos espetros de excitacdo e de emissdo obtidos. A
detecdo de fluorescéncia é uma tecnologia ndo invasiva, com alta sensibilidade e
reprodutibilidade. Contudo, apresenta complexidade, depende do procedimento de
marcacao, da espécie de microalga e pode requer reagentes de marcagéo, quando 0s
compostos ndo sao emissivos. No caso de P. cruentum, as propriedades fotofisicas das

ficobiliproteinas podem ser avaliadas por fluorescéncia. [60], [73], [74].

Os meétodos colorimétricos também sdo uma ferramenta Util para identificacdo e
quantificag@o de biocompostos. Estes métodos espetrofotométricos envolvem a reagéo
do composto em estudo com outro composto, para produzir uma alteragéo colorimétrica,
que é detetada por registo da absorvancia, de forma rapida, simples e com baixo custo
[60], [63].

O método do fenol-acido sulfarico foi descrito pela primeira vez em 1956, por Dubois,
Gilles, Hamilton, Rebers e Smith [75] e foi posteriormente adaptado para ser utilizado
em microplacas de 96 pogos. Este método representa o procedimento comum para a
determinacédo rapida do teor de hidratos de carbono neutros, em mono-, di-, oligo- e

polissacaridos, proteoglucanos, glicoproteinas, e glicolipidos [76]-[78].

Os hidratos de carbono sdo desidratados a furfurais ou hidroximetilfurfurais na
presenca de acido sulfurico concentrado a alta temperatura. Posteriormente, os furfurais
e derivados reagem com o fenol, produzindo complexos coloridos que absorvem
radiacdo na gama de 480-490 nm, sendo a absorvancia obtida proporcional ao teor de
hidratos de carbono na amostra. A reacdo do método de fenol-acido sulfdrico com a

glucose apresenta-se na Figura 7 [76], [77].
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Figura 7 — Reacado quimica da glucose no método fenol-acido sulftrico [77].

As vantagens deste método sdo o facto de ser um método facil, rapido, simples e
sensivel. Contudo, apresenta varias desvantagens, como o facto de o fenol ser um
reagente cancerigeno, o &cido sulfurico ser muito corrosivo e caustico, a necessidade
de incubacdo em banho-maria e o facto de o método poder ndo distinguir entre
monossacaridos e polissacaridos ou entre monossacaridos livres e combinados [76]—
[78].

O método do carbazol-4cido sulfarico foi descrito por Dische [79] e modificado por

este, posteriormente, em 1947, para a analise de &cido uronico [80].

O método consiste na adicao de &cido sulfarico concentrado a amostra de teste,
resultando em reacdes de desidratacao e hidrélise, formando-se assim o acido 5-formil-
2-furanocarboxilico. Este furano na presenca de carbazol e aquecimento forma uma
solugdo vermelha com intensidade relacionada com o teor de &cido urdnico na amostra

e com uma absorvancia méaxima a 550 nm [81], [82].

Este método colorimétrico é simples, reprodutivel, permite uma rapida analise de
varias amostras, requere pouco volume de amostra, a cor permanece estavel durante
bastante tempo e ndo necessita de equipamentos especiais. No entanto, depende das
condi¢cBes de operacdo, pode ser afetado pela presenca de acglcares neutros e por NaCl
nas amostras [79], [81], [83].

Em 2015, foi desenvolvido por Hahn et al. [84], um método metacromatico especifico
para a determinacéo de polissacéaridos sulfatados usando azul de toluidina [(7-amino-8-
metil-fenotiazin-3-ilideno)-dimetil amoénia] (Figura 8). O azul de toluidina € um corante
de tiazina bésico carregado positivamente que cora os polissacéridos sulfatados,
estabelecendo uma relacéo linear entre o decréscimo da absorvancia a 632 nm e a

concentracd@o destes polissacaridos. [84], [85].

O método do azul de toluidina ndo é corrosivo, é simples, rapido, apresenta baixa

toxicidade e ampla especificidade para polissacaridos éacidos. Contudo, certos
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compostos como alginatos, podem interferir nos ensaios de polissacéaridos sulfatados
[84].

H,N S N

Figura 8 - Estrutura quimica do azul de toluidina [85].

O método do corante do Congo red (Figura 9) € usado para a caracterizacdo de
estruturas terciarias de glucanos, devido as suas interacdes com a hélice tripla de -
(1,3)-(1,6)-glucanos, o que leva a um desvio batocromico de 488 para 516 nm detetado
em espetrofotometria de UV-Vis [62], [86].

Este método é rapido, utiliza pequenos volumes de amostra, apresenta elevada
sensibilidade, baixo limite de detecdo, baixo custo, varias amostras podem ser

analisadas ao mesmo tempo e nao reage com outros polissacéridos.

NH; NH,
ﬁfﬁ»‘:: NS

SO;Na SO;Na

Figura 9 - Estrutura quimica do corante Congo red [87].

Para a detec¢do e quantificacdo de proteinas existem varios métodos como o método
de Lowry e a reagdo de Biureto. Contudo, estes métodos estao sujeitos a interferéncias,

sao insensiveis e podem ser complexos [88].

Em 1976, Bradford [88] descreveu um método para determinar proteinas que envolve
a ligacdo de um corante trifenilmetano, o Azul Brilhante de Coomassie G-250, Figura
10. A ligacdo do corante a proteina € devido a interagBes eletrostaticas com
amino4cidos bdésicos protonados (lisina, arginina e histidina) e por associacdes
hidrofébicas com residuos aromaticos de proteinas separadas. Esta ligacdo forma um
complexo corante-proteina, resultando numa mudanca da absor¢cdo maxima do corante
de 465 nm para 595 nm [89].
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Este método é rapido, sensivel, reprodutivel e apresenta pouca interferéncia de
catides e de hidratos de carbono. Contudo, as interacdes do corante sao principalmente
com a arginina e ndo tanto com outros residuos basicos (histidina e lisina) e aromaticos
(tirosina e fenilalanina). Além disso, ha substancias que interferem neste método, como
o glicerol, detergentes, sulfato de amoénio, alguns tamp@es alcalinos, entre outros [88],
[90], [91].
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Figura 10 - Estrutura do corante Azul Brilhante de Coomassie G-250 [90].

O método de Sulfofosfovanilina (SPV) foi desenvolvido em 1937 por Chabrol e

Charonnat [92] para a quantificac&o de lipidos.

A reagdo SPV é realizada em trés etapas, comecando pela reacdo entre o acido
fosférico com a vanilina para formar ésteres de fosfato com maior reatividade do grupo
carbonilo (reagente SPV). Seguidamente, os lipidos insaturados reagem com acido
sulfirico concentrado a altas temperaturas para formar um ido carbo6nio. Por fim, os
produtos lipidicos resultantes reagem com o reagente SPV, pelo que o ido carbénio
reage com o grupo carbonilo da fosfovanilina para formar um cromoéforo rosa. A

intensidade da cor pode ser quantificada medindo a absorvancia a 530 nm [93], [94].

Este método é simples, requer apenas uma pequena quantidade de amostra, demora
menos tempo que a andlise gravimétrica e a sua precisdo pode ser comparada a
andlises gravimétricas e de cromatografia gasosa. No entanto, é necessério a presenca
de ligacdes duplas ou grupos hidroxilo livres para que se dé a reacdo e a reacdo €

afetada pelo grau de saturacéo [69], [93], [95].
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1.5. Atividade Antioxidante

A oxidacdo € essencial para muitos organismos para a producdo de energia para
alimentar os processos biolégicos. Portanto, os radicais livres sdo produzidos no
metabolismo natural das células aerdbias, principalmente na forma de espécies reativas
de oxigénio (ROS). Depois de produzidas, a maioria destas espécies é neutralizada
pelas defesas antioxidantes celulares (enzimas e moléculas ndo enzimaticas). A
manutencéao do equilibrio entre a producéo de radicais livres e as defesas antioxidantes
€ a condicao essencial para o funcionamento normal do organismo. No entanto, quando
h&d um stress oxidativo, ou seja, um desequilibrio e uma producdo descontrolada de
radicais livres de oxigénio, poderdo surgir doencas como cancro, artrite reumatoide,
aterosclerose e outros processos degenerativos associados ao envelhecimento [96]-
[98].

A fim de reduzir os danos dos radicais livres no corpo humano, sdo usados
antioxidantes sintéticos, como o hidroxianisol butilado (BHA) e hidroxitolueno butilado
(BHT). Contudo, estes sdo suspeitos de apresentarem efeitos carcinogénicos, danos no
figado, e de serem téxicos. Deste modo, a procura por antioxidantes naturais tem
aumentado. Embora a maioria dos antioxidantes naturais disponiveis no mercado sejam
derivados de plantas terrestres, as microalgas estéo a ser cada vez mais consideradas
pela industria alimentar, cosmecéutica e nutracéutica como uma potencial fonte de

compostos antioxidantes naturais [96], [99].

As principais moléculas antioxidantes produzidas por microalgas sdo o acido
ascorbico, Figura 11 (1), glutationa, Figura 11 (2), tocoferdis Figura 11 (3, 4), compostos
fendlicos, Figura 11 (5, 6, 7), carotenoides, entre outros antioxidantes diversos como

aminoacidos do tipo micosporina [99].
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Figura 11 - Estruturas moleculares do acido ascorbico, glutationa, tocoferdis e compostos
fendlicos (adaptado) [99].

Os antioxidantes podem desativar os radicais por dois mecanismos principais, HAT
(Hydrogen Atom Transfer) e SET (Single Electron Transfer). O resultado final é o
mesmo, independentemente do mecanismo, mas a cinética e o potencial para reacfes
colaterais diferem. Os métodos HAT medem a capacidade de um antioxidante para
extinguir os radicais livres por doacdo de hidrogénio. Os métodos baseados SET
detetam a capacidade de um potencial antioxidante transferir um eletrdo para reduzir

qualquer composto, incluindo metais, carbonilos e radicais [100].

Para a determinacdo de compostos fendlicos podem ser utilizadas cromatografias,
espetrometria de massa e ensaios espetrofotométricos como o método de Folin-
Ciocalteu [101].

O método colorimétrico de Folin-Ciocalteu € um método SET que utiliza o reagente
de Folin-Ciocalteu que apresenta na sua constituicdo fosfomolibdato e fosfotungstato.
Este método é baseado na transferéncia de eletr6es em meio alcalino de compostos
fendlicos e outras espécies redutoras para o molibdénio, formando complexos azuis que
podem ser detetados espetrofotometricamente entre 750 e 765 nm. Este método é
simples, sensivel e preciso. Contudo a reacdo é lenta a pH éacido e carece de
especificidade, uma vez que podera sofrer interferéncias com algumas substancias [97],
[100], [101].

Dentro dos compostos fendlicos, existem os flavonodides que também podem ser
detetados por cromatografias, espetrometria de massa e métodos espetrofotométricos.
Dentro dos métodos espetrofotométricos, pode ser utilizado o ensaio colorimétrico de
cloreto de aluminio, onde a reacdo de complexacao é realizada na presenca de nitrito

de s6dio em meio alcalino. O método baseia-se na nitracdo de um anel aromatico
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contendo um grupo catecol com trés ou quatro posi¢cdes ndo substituidas ou ndo

bloqueadas estericamente e a absorvancia é medida a 510 nm [102], [103].

Os ensaios mais usados para avaliar a atividade antioxidante das microalgas séo os
ensaios com ABTS (2,2’-Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), DPPH (2,2-
Difenil-1-picrilhidrazilo) e o método da determinagcdo da capacidade quelante de ides
Fe?* [99].

O método do radical ABTS, também conhecido como TEAC (Capacidade
Antioxidante Equivalente ao Trolox), € um método colorimétrico normalmente
classificado como SET ou HAT. Este método baseia-se numa molécula incolor, ABTS
reduzido, que é oxidada a uma molécula azul-verde, ABTS™. Quando este radical
interage com um antioxidante, Figura 12, apresenta maximos de absorvancia a 645 nm,
734 nm e 815 nm, sendo reduzido novamente a sua forma incolor, ABTS. O método do
radical ABTS é um método rapido, pode ser usado numa ampla faixa de valores de pH,
apresenta boa repetibilidade e é simples de executar. Além disso, o radical ABTS™ é
estavel e soluvel em agua e solventes organicos, o que permite a determinagéo da
capacidade antioxidante em amostras hidrofilicas ou lipofilicas, respetivamente.
Contudo, compostos com potencial redox inferior ao do ABTS podem reduzir o radical
ABTS™, o ensaio € demorado devido a formacao dos radicais, os radicais ndo sao muito
estaveis e os resultados ndo sdo reprodutiveis [100], [104], [105].
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Figura 12 - Reacado quimica do radical ABTS com um composto antioxidante (adaptado) [106].

O método do radical DPPH também é um método colorimétrico classificado como
SET ou HAT. O DPPH é um radical livre estdvel que tem uma cor roxa e um
comprimento maximo de absor¢éo na faixa de 515-520 nm. Este método baseia-se na
interacdo do radical DPPH com um antioxidante, Figura 13, ocorrendo uma mudanca de
cor para amarelo, correspondente ao DPPH reduzido. Deste modo, é possivel
determinar a atividade antioxidante por espetrofotometria. O método do radical DPPH é

simples, rapido e apenas requer um espetrofotometro UV-Vis. No entanto, a
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interpretacdo pode ser complicada quando os compostos apresentam espetros que se
sobrep6e ao DPPH a 515 nm. Além disso, os carotenoides poderao interferir no ensaio,
a cor do DPPH pode ser perdida devido as rea¢cdes HAT ou SET e a acessibilidade
estérica € determinante na reac¢do, sendo que as moléculas pequenas que tém melhor

acesso ao local do radical, apresentam maior atividade antioxidante [100], [106].

NO, NO,

O,N NO, +Antioxidante —J3me= O,N NO,

O/N\Q O \©
Figura 13 - Reac¢éo quimica do radical DPPH com um composto antioxidante (adaptado) [106].

1.6. Técnicas de Caracterizagcdo Estrutural de Compostos

Bioativos

A atividade biolégica de polissacaridos é influenciada pelas suas caracteristicas
estruturais, como peso molecular e distribuicdo do mesmo, tipos e propor¢cdes de
monossacaridos constituintes, localizacdes de ligacdes glicosidicas e conformacgédo de
cadeia. Deste modo, é importante realizar uma caracterizacdo estrutural dos

polissacéaridos e das respetivas ligagbes [107].

Atualmente, existe uma ampla gama de técnicas de caracteriza¢do disponiveis para
obter detalhes estruturais de polissacaridos. Os métodos quimicos envolvem o uso de
reacfes para obter mais informagcfes sobre a estrutura quimica e o arranjo. Em
contraste, as técnicas analiticas estdo a ganhar mais importancia, uma vez que a

preparacdo da amostra é direta e fornece informacdes precisas [108].

A composicao da cadeia de monossacaridos é geralmente estudada pela hidrélise
acida dos polissacaridos e pela analise subsequente dos monossacaridos resultantes.
O perfil de monossacaridos pode ser determinado por cromatografia em camada fina de
alta eficiéncia (HPTLC), analise de polissacaridos por eletroforese em gel (PACE),

HPLC ou, ap6s derivatizacao, por cromatografia gasosa (GC) [108], [109].

A cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS) fornece

informacg0des Uteis sobre a posi¢do da ligacédo glicosidica, a ocorréncia de ramificacdes
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e a composi¢ado de monossacaridos em hidratos de carbono complexos. No entanto, a
analise de espetrometria de massa (MS) em si ndo fornece informagcdes completas

sobre configuracdo anomeérica, forma de anel e isomeros conformacionais [108].

Para a analise estrutural dos polissacaridos, pode realizar-se espetroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e ressonancia magnética nuclear
(RMN). FTIR permite identificar a forma do anel piranosil ou furanosil e configuragédo
anomerica a ou B em residuos de monossacaridos. RMN é usada para determinar as
propor¢cdes de monossacéridos presentes e as proporgdes das suas ligaches
anomeéricas [108], [109].

A espetroscopia de emisséo de fluorescéncia permite medir a interagédo da radiacao
eletromagnética com a matéria em niveis de energia especificos. Nesta técnica, a
amostra absorve a radiagdo eletromagnética e depois emite a luz de comprimento de

onda especifico [110].
1.6.1. Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR é uma técnica espetral rapida, ndo destrutiva e acessivel, que tem
sido amplamente aplicada na analise da estrutura de polissacaridos. Através das
vibragbes moleculares, os grupos funcionais podem ser associados a bandas de
absorcéo infravermelhas caracteristicas, que correspondem as vibragdes fundamentais

dos grupos funcionais [111], [112].

Geralmente, deve prestar-se atencdo a cinco regifes espetrais no espetro de
infravermelho de polissacaridos. A regido | (4000-2500 cm™) apresenta, normalmente,
uma banda forte e larga a 3600-3000 cm™ correspondente a vibracéo de estiramento do
OH. Além disso, a banda a 3000-2500 cm™ pode ser atribuida as vibracbes de
alongamento simétricas e assimétricas dos grupos CH e CH,. As bandas na regiéo Il
(1800-1500 cm*) podem ser atribuidas a vibracoes de alongamento de ligacdes duplas
C=0 e carboxilatos COO". A regido Ill (1500-1200 cm?) inclui vibracdes de deformacéo
de grupos com simetria local, como CH: e inUmeras deformagfes C-OH. Esta regido
apresenta sobreposicao de varias bandas de diferentes vibrag¢des, tornando mais dificil
a atribuicdo de bandas. A regido IV (1200-800 cm™) pode ser chamada de fingerprint. O
aparecimento de novas bandas a 1175-1140 cm™ pode ser o resultado da formacéo de
ligacdes glicosidicas. Além disso, a 900-800 cm™ encontra-se a regido anomérica e
pode ser usada para diferenciar a configuracédo a e  do carbono anomeérico. A regido V
(inferior a 800 cm™) é conhecida como “regido esqueleto”, estando as bandas nesta

regido relacionadas as vibragfes esqueléticas de hidratos de carbono [111].
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Consoante os grupos substituintes, poderéo existir mais bandas. Por exemplo, os
polissacaridos sulfatados apresentam trés bandas caracteristicas a 1200-1270 cm?,
1010-1060 cm™ e 900-800 cm™, correspondendo a estiramento simétrico, assimétrico

de S=0O e estiramento de C-O-S, respetivamente [111].

A presenca de proteinas € possivel ser verificada através da banda da amida | a
1680-1620 cm, correspondente a vibracdo de alongamento da ligagdo C=0, e da
banda da Amida Il a 1560-1520 cm, correspondente a ligacdo NH e CN [112].

Para verificar a presenca de lipidos em microalgas, poderdo identificar-se duas
regides importantes, a banda 3050-2800 cm™ correspondente a vibracdes de
estiramento simétricas e assimétricas de CH e CH, de lipidos e a banda em 1745 cm*
correspondente vibragcdo de estiramento da ligagcdo C=0O dos ésteres de triglicéridos
[113].

1.6.2. Espetroscopia de Fluorescéncia

A fluorescéncia ocorre quando uma molécula absorve energia, passando ao estado
excitado e, quando retorna ao estado fundamental, a energia é perdida como luz ou
fluorescéncia. Os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo nos quais ocorre a
fluorescéncia séo caracteristicos de estruturas moleculares especificas. Os compostos
organicos que absorvem e reemitem luz s&o referidos como fluoréforos. Estes
compostos normalmente apresentam varios anéis aromaticos e/ou ligacdes duplas
conjugadas [114], [115].

A fluorescéncia de uma molécula biologica € caracterizada pelo seu rendimento
quantico e tempo de vida. O rendimento quéntico € a razdo entre o numero de fotdes
emitidos e o nimero de fotbes absorvidos, sendo que quando maior o rendimento
guantico, maior a fluorescéncia. O tempo de vida é definido como o tempo médio que
uma molécula biolégica passa no estado excitado antes de retornar ao seu estado
fundamental [115], [116].

A espectroscopia de fluorescéncia € um método rapido e sensivel para caracterizar
estruturas moleculares e 0 ambiente em que se encontram. Pode ser usado como uma
técnica analitica ndo destrutiva para fornecer informagbes sobre a presenca de
moléculas fluorescentes em todos os tipos de amostras biolégicas. Deste modo, é
possivel caracterizar certas estruturas quimicas de moléculas, permitindo que sejam
aplicadas, por exemplo, como sondas fluorescentes em aplicacdes biotecnol6gicas,
citometria de fluxo, microscopia de imunofluorescéncia, entre diversas aplicagbes [117],
[118].
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2. Enquadramento

Este trabalho final de mestrado teve como objetivo a producao, isolamento e

caracterizacdo de compostos bioativos da microalga vermelha Porphyridium cruentum.

Este trabalho iniciou-se com um estagio de 7 de margo de 2022 a 14 de abril de 2022,
tendo uma duragéo de 6 semanas na Unidade de Investigagdo e Desenvolvimento (UID)
da Allmicroalgae — Natural Products S.A., uma empresa de producdo industrial de
microalgas localizada em Pataias, Leiria. A Allmicroalgae produz microalgas para
integracdo na alimentagdo humana, formulagdo de suplementos dietéticos, ragbes
animais e aplicacdes agricolas, através da integracdo do processo desde a escala
laboratorial, passando pelo scale-up para producdo industrial finalizando com o
embalamento. Esta producdo é realizada em condi¢cdes auto e heterotroficas, em
sistemas fechados, fotobiorreatores tubulares e fermentadores, e em sistemas abertos,

raceways, permitindo uma producéo em larga escala..

Durante a realizag@o do estagio, foi possivel acompanhar o controlo e manutencao
de vérias culturas de diferentes espécies através de microalgas, através da
monitorizacao diaria de diversos parametros, de modo a acompanhar o crescimento
celular e verificar as necessidades nutricionais das culturas. Foi ainda possivel assistir
e prestar auxilio a equipa de producdo em varios momentos de scale-up de diferentes

culturas.

No decorrer do estagio foi produzida biomassa de Porphyridium cruentum em
condi¢cBes autotroficas, em balbes a escala laboratorial em balGes de 2 litros, sob duas
concentragdes de NOs no meio de cultura: 6 mM (MN: médio fornecimento de nitratos)
e 18 mM (HN: alto fornecimento de nitratos). Adicionalmente, a biomassa desta
microalga foi ainda produzida sob as mesmas condigbes de meio em fotobiorreatores

flat panel (FBR FP) de 90 L através de um scale down de um fotobiorreator tubular.

Esta producgéo teve como objetivo verificar o efeito da concentragéo da fonte de azoto
na producdo de biomassa de Porphyridium cruentum e identificar qual das condi¢cfes
estudadas potenciam uma maior produgcdo de compostos intracelulares e
extracelulares, nomeadamente polissacéridos, proteinas, B-ficoeritrina e acidos gordos
polinsaturados. O controlo e manutencdo destas culturas foi feito através da
monotorizagdo diaria de pH, temperatura, salinidade, densidade oOtica, contetdo de
nitratos e pesos secos. Também foram realizadas observagfes ao microscopio para
verificar o estado das células, ou seja, tamanho, cor, agregacao, e identificar possiveis

contaminagoes.
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Concluido o estagio, o restante trabalho foi realizado nas instalagées do Instituto
Superior de Engenharia de Lisboa, nomeadamente no Laboratério de Biotecnologia, no
Laboratério de Ambiente, no Laboratério de Quimica Organica e no Laboratério do

Centro de Investigacao de Engenharia Quimica e Biologica.

A biomassa produzida a escala laboratorial foi separada do meio de cultura pelo
método convencional de centrifugacdo. Os compostos bioativos excretados durante o
crescimento da microalga para o meio de cultura, foram obtidos por precipitacdo com
alcoois A biomassa produzida em FBR FP foi separada do meio de cultura por
ultrafiltracédo, e o fracionamento dos extrapolissacaridos presentes no meio de cultura

foi também efetuado através desta tecnologia.

De modo a obter as biomoléculas intracelulares foram realizados varios métodos de
extracdo convencionais, bem como procedimentos alternativos sustentaveis. Os

polissacaridos intracelulares foram fracionados por cromatografia de troca iénica.

Foram detetados e quantificados diversos biocompostos intra e extracelulares
através dos varios métodos descritos no Capitulo 3, e o seu potencial biolégico foi
avaliado por determinacéo das suas atividades antioxidantes in vitro, bem como através

da avaliacdo das suas propriedades fotofisicas.

A técnica de espetroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foi
utilizada para avaliar os extratos obtidos e polissacaridos purificados, de forma a
identificar diferencas estruturais nos extratos e caracterizar parcialmente biomoléculas
detetadas, uma vez que a atividade bioldgica destes compostos esta relacionada com

a sua composicao quimica e estrutural.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Reagentes

Acido gélico (C;HsOs) da Acros organic. Acetato de celulose (C:H4O2) da Aldrich.
Acido poligalacturénico (CeHi1007) da Alfa Aesar. Fenol (CeéHsO) da BDH. Azul de
Coomassie G-250 (C7HsoN307S,*) da Bio-Rad. Acido ortofosférico 85% (HsPO,), etanol
99,8% (C2HesO) e propan-1-ol 99,5% da Fisher Chemical. Acido sulfarico 95-97%
(H2S0.), acido D-galacturdnico (CeH1007), albumina de soro bovino (BSA) e azul de
toluidina (C1sH16N3S*) da Fluka. Cloreto de aluminio (AICls), Dextrano 100000, 200000
e 400000 Da, nitrito de sédio (NaNO,), polietilenoglicol 3000, 6000, 10000 e 20000 Da
e tetraborato dissodico (Na,B,0O7) da Merck. Carbonato de sédio (Na,COs) da Riedel-
de-Haén. Formamida (CH3sNO) da Scharlau. 2,2’-Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-
6-sulfénico) (ABTS), B-(1,3)-D-glucano de cevada a 95%, carbazol (C12HgN), catequina
hidratada 98% (C1sH140s), congo red 40%, persulfato de potassio (K:S:0s), reagente de
Folin-Ciocalteu, sulfato de dextrano 200000 Da e trolox 97 % da Sigma. Vanilina 99%
(CsHgO3) da Thermo Fisher Scientific. Oleo de colza biolégico da Vitaquell. Metanol
100% (CH40) da VWR. Resina DEAE-52 de troca aniénica da Whatman.

Os restantes reagentes foram fornecidos pela Sigma e pela Merck, tendo sido
selecionados em qualidade e pureza de acordo com a sua aplicabilidade. Estes produtos

foram usados diretamente como recebidos, sem tratamento prévio.
3.2. Material Biolégico

Neste trabalho final de mestrado foi utilizada a microalga vermelha Porphyridium

cruentum pertencente a da Allmicroalgae — Natural Products S.A..
3.3. Métodos

3.3.1. Cultivo e Manutenc¢éo das Culturas

Como referido anteriormente, o crescimento e acompanhamento das culturas de

Porphyridium cruentum foram realizados nas instala¢gdes da UID da Allmicroalgae.

A producdo da biomassa de P. cruentum em condi¢cdes autotroficas a escala
laboratorial foi realizada em modo descontinuo, em triplicado em balBes de 2 L, durante
22 dias até atingir o inicio da fase estacionaria. A inoculagdo foi feita com duas
concentracdes diferentes de meio nutritivo salgado (MNS) (este meio ja contém a
solucdo de micronutrientes e FeCls 2% (m/V)), de forma a se obter duas concentracdes

diferentes de NOs . Para a inoculagdo os meios de cultivo foram preparados com MN
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(médio fornecimento de nitratos), e HN (alto fornecimento de nitratos), obtendo-se 6 mM
e 18 mM de nitratos, respetivamente. A salinidade foi mantida a 30g/L. A inoculacao dos
meios foi realizada de forma a obter uma concentracao inicial de 0,4 g/L. Todos os
materiais e solucdes foram previamente esterilizados em autoclave. As culturas foram
sujeitas a uma temperatura entre 20 a 21 °C com arejamento de CO; e ar constante de
1 L/min, fotoperiodo 24h:0h (luz/escuro) com uma iluminagdo produzindo 700 pmol

fotdes.m?/s e pH entre 7 e 8.

A producédo da biomassa de P. cruentum em FBR FP foi realizada também em modo
descontinuo e em triplicados em flat panels de 90 L, durante 13 dias até atingir o inicio
da fase estacionaria. A inoculagéo foi feita com duas concentracdes diferentes de meio
nutritivo base (MNB), de forma a obter também duas concentracBes diferentes de
nitratos. Obtiveram-se 6 mM e 18 mM de nitratos nas condicbes MN e HN,
respetivamente. A inoculagdo dos meios foi realizada de forma a obter uma
concentracdo inicial de 0,4 g/L. As culturas foram submetidas a condigcbes ambientais
com temperaturas entre 10 e 16 °C, salinidade 30g/L, irradiagéo solar entre 32 e 149
W/m?2, arejamento de CO- e ar constante e pH entre 6 e 8.

O controlo e manutencao das culturas, tanto a escala laboratorial como em FBR FP,
foi realizado através do registo diario do pH, temperatura, salinidade, densidade 6tica a

600 nm, contelido de nitratos, pesos secos e observaces ao microscopio.

Do estagio realizado na Allmicroalgae resultaram 6 amostras de cultura produzidas
a escala laboratorial e 6 amostras de cultura produzidas em FBR FP. As amostras foram

conservadas a -20°C.

3.3.2. Separacao da Biomassa do Meio de Cultura por Centrifugacéo

A biomassa produzida a escala laboratorial foi separada do meio de cultura por
centrifugacéo (centrifuga HERMLE Z383K) a 4500 rpm durante 30 minutos a 4 °C. A

biomassa e o meio de cultura foram reservados a -20 °C até serem utilizados.
3.3.3. Preparacao e Caracterizacdo da Membrana de Ultrafiltracao

Com o objetivo de utilizar tecnologias alternativas, nomeadamente ultrafiltrac&do, na
separacdo da biomassa do meio de cultura e no facionamento dos exopolissacaridos
excretados pela Porphyridium cruentum para o meio de cultura, foram desenvolvidas
membranas polimérica de acetato de celulose com diferentes limites de exclusdo
molecular (MWCO).
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3.3.3.1. Preparacdo da Membrana de 139 kDa

Inicialmente, foi preparada a solucdo polimérica pesando-se para um recipiente
rolhado 17,03 g de acetato de celulose, 39,99 g de formamida e 43,12 g de acetona. O
recipiente foi fechado e selado com parafilme para evitar a evaporacdo de solventes e
colocou-se num agitador mecénico (IKA Labortechnik, KS 125 basic) devidamente
equilibrado, a 800 rpm, durante 24 h e a temperatura ambiente, de modo a obter uma

solucdo homogénea.

A preparacao da membrana foi feita através do método de inversao de fases, em que
a solucao polimérica foi espalhada numa superficie de vidro com a ajuda de um objeto
com uma ranhura devidamente calibrada (faca) seguindo-se a imersdo num banho de
agua gelada. Para tal, apds garantir que todo o material se encontrava limpo e seco,
limpou-se o vidro e a faca com acetona e colocou-se a faca na extremidade superior do
vidro com a ranhura calibrada virada para baixo e para o exterior. Introduziu-se a
solucéo polimérica na faca e iniciou-se o varrimento sobre o vidro. Apos o varrimento,
iniciou-se a contagem de 30 segundos de evaporagéo e, de seguida, colocou-se o vidro
com o filme polimérico num banho de coagulag&o constituido por &gua desionizada e
gelo com temperatura entre 0 e 3 °C, Figura 14. Alguns minutos depois, quando o filme
se comecou a soltar do vidro, procedeu-se a identificacdo da camada ativa da
membrana, que esteve em contato com o ar, retirou-se o filme do vidro e guardou-se

num recipiente com agua desionizada a 4 °C.

Figura 14 - Banho de coagula¢éo para formacdo das membranas.
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3.3.3.2. Montagem e Operacéo na Instalacédo de Ultrafiltracéo

Das diversas membranas preparadas, selecionaram-se duas para colocar no porta-
membranas do médulo de UF (148,8 cm?). As membranas foram colocadas no porta-
membranas sobre uma folha de papel de filtro que serviu de suporte as membranas. As
membranas foram colocadas de forma a ficar com a camada ativa em contato com a

alimentacéo.

A instalacdo de UF de fluxo tangencial é constituida por um tanque de alimentacao,
uma bomba peristaltica (FLUID-O-TECH, Rotoflow), dois mandmetros, um medidor de
caudal e duas células de permeacdo, Figura 15. O caudal e a pressao sdo controlados
por uma valvula a saida da instalagdo e pela valvula que controla a velocidade da
bomba. O caudal é lido no medidor de caudal e a pressdo é monitorizada pelos
mandémetros, sendo o valor real a média da pressdo dos dois mandmetros,

correspondendo a pressédo de entrada e saida.

Figura 15 - Instalagdo de membranas de ultrafiltrac&o.

Previamente a utilizacdo das membranas, estas foram compactadas através da
permeacao de 4gua desionizada durante 2 horas a uma presséao de 3 bar e a um caudal
de 180 L/h.

3.3.3.3. Permeabilidade Hidraulica

A permeabilidade hidraulica, L,, representa a quantidade de &gua permeada por

unidade de tempo, por unidade de area superficial de membrana e por unidade de
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pressdo transmembranar. A determinacdo experimental da permeabilidade hidraulica é
feita representando o fluxo de permeagdo a agua pura, J,, em funcdo da presséo
transmembranar aplicada, AP. O declive da representacéo linear obtida, com ordenada
nula na origem, da-nos a permeabilidade hidraulica, como se pode verificar pela

equagéao 1.

Jp =L, x AP (1)

Para o célculo do J,, os ensaios foram realizados com um caudal de 180 L/h, a 0,6,
1, 1,5, 2 e 2,5 bar, pesando-se o permeado gerado em cada ensaio, medindo o tempo

de recolha e a temperatura das amostras, equacao 2.

_ My )

Os fluxos foram posteriormente corrigidos para uma temperatura de 25 °C, através

da equacéo 3.

2044
3y (25 ° €) = 2emete) O I ) ©

3.3.3.4. Rejeicdo a Solutos Orgénicos

Os ensaios de rejeicdo a solutos orgéanicos de referéncia tém como finalidade a
determinagéo do limite de exclusdo molecular (MWCO) da membrana. Este parametro
esta relacionado com o peso molecular de um soluto de referéncia cuja rejeicdo é

superior a 91%.

Para tal, foram realizados ensaios de permeacéo a solu¢des aquosas (600 ppm) de
polietilenoglicol (PEG) (3000, 6000, 10000 e 20000 Da) e dextrano (40000, 100000 e
200000 Da). Os ensaios foram realizados com um caudal de 180 L/h e a presséo de 1

bar tendo-se registado a temperatura, o tempo de permeacado e a massa de permeado.

A concentragdo dos solutos na alimentagédo e no permeado foi determinada atraves
da medicao do carbono organico total (TOC), utilizando um analisador de TOC (Aurora
1030) e através da medigéo do indice de refragéo, utilizando um sistema de HPLC-IR
(LC-2000 Plus series HPLC, RI-2031 Plus, Jasco). Para cada soluto orgéanico foi,
previamente, feita uma reta de calibracdo que permitiu converter o carbono organico
total, no caso da utilizagdo do analisador de TOC, e as areas medidas pelo HPLC-IR,

em concentracdo de solutos.
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Uma vez conhecidas as concentragdes dos solutos no seio da alimentacéo (Cg) € no
permeado (Cp), foram calculados os coeficientes de rejeicdo aparente, definidos pela
equacgao 4.

f =2 x 100 )

F

3.3.4. Separacéo da Biomassa do Meio de Cultura por Ultrafiltragéo

Para a separacdo da biomassa do meio de cultura dos FBR FP, a biomassa foi
previamente passada por um passador para retirar pedacos maiores que pudessem

obstruir a membrana.

ApOGs essa etapa, a biomassa, que se encontrava num banho termostatizado, foi
alimentada a instalacéo de ultrafiltracdo com um caudal de 180 L/h e 1 bar.

O permeado (meio de cultura) dos FBR FP MN1, MN2 e HN3 foi recolhido para o
mesmo recipiente, sendo retirada amostra de 30 em 30 minutos para célculo do fluxo,
medicdo da turbidimetria do permeado e retentado a 450 nm utilizando um
espetrofotometro (Hach DR/2000), calculo da rejeicdo a turbidimetria e fator de
concentracdo, equacao 5 e 6, respetivamente. No FBR FP MN1 e MN2 foi possivel

recuperar a camada gel formada na membrana ao longo da permeacéo [119], [120].

O permeado dos FBR FP MN3, HN1 e HN2 foi recolhido para 20 recipientes
diferentes de 10 em 10 minutos, calculando-se também o fluxo, medindo-se a
turbidimetria do permeado e retentado a 450 nm utilizando um espetrofotdmetro (Hach
DR/2000) calculo da rejeicéo a turbidimetria e fator de concentracdo, equacéo 5 e 6,

respetivamente.

Turbidimetria oncentrado — TUrbidimetriayermeado % 100 (5)

Rejeicdo a turbidimetria (%) = Twrbidimetria
concentrado

Turbldlmetrlaconcentrada final (6)

Fator de concentragio = Ty -
Turbidimetria oncentrado inicial

O retentado foi, posteriormente, submetido a centrifugacdo (centrifuga HERMLE
Z383K) a 11000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. A biomassa e 0 meio de cultura foram

reservados a -20 °C até serem utilizados.

38/130



Materiais e Métodos

3.3.5. Fracionamento dos Exopolissacaridos por Ultrafiltracéo

O permeado resultante da separacdo da biomassa do meio de cultura dos FBR FP
MNZ1, MN2 e HN3 foi alimentado na unidade de ultrafiltragdo (180L/h, 1 bar), trabalhando
em paralelo com duas membranas polimérica de acetato de celulose, previamente
preparadas e caracterizadas, com MWCOs de 10 e 4 kDa. De 30 em 30 minutos, foi
retirada amostra do permeado resultante da membrana de 10 e 4 kDa (permeado 2 e
permeado 3, respetivamente) e do retentado para calculo do fluxo, medicdo da
turbidimetria do permeado e retentado a 450 nm utilizando um espetrofotometro (Hach
DR/2000), calculo da rejeicdo a turbidimetria e fator de concentragdo, através das

equacdes 5 e 6, respetivamente.

O permeado recolhido aos 10, 50, 100, 150 e 200 minutos resultante da separagéo
da biomassa do meio de cultura dos FBR FP MN3, HN1 e HN2 foi submetido a uma
ultrafiltragéo (1 bar) numa instalagdo com alimentacéo frontal (Amicon Stirred Cell Model
8050), usando uma membrana polimérica de acetato de celulose, previamente
preparada e caracterizada, com MWCO de 10 kDa. No final, foi calculado o fluxo,
medido a turbidimetria do permeado e retentado a 450 nm utilizando um
espetrofotometro (Hach DR/2000) e calculo da rejeicdo a turbidimetria, através da
equacédo 5. Deste processo resultaram 5 permeados e 5 retentados para cada FBR FP,
correspondente a cada fracdo (P2, F1 e R2, F1; P2, F5 e R2, F5; P2, F10 e R2, F10;
P2, F15 e R2, F15; P2, F20 e R2, F20).

(A)
——
Alimentacéo Alimentacéo
FERFP FBR FP

- —| Sobrenadante @
‘ Camada Gel : . —-‘ Retentado 1 }—' o — | Retentado 1 )
~ UF 139 kDa - | Biomassa (%

1 bar, 180 Lih UF 139 kDa
1bar, 180 L/h

Permeado 1 Permeado 1
iferentes;
Pemeado correspondente ao
tempo de permeag:ao 10, 50,
o) 100, 150 € 200 minutos.
"4 oe . o] ee
e (X ° oo O
A o - (X ]
. O o] —_—
- UF 10 kDa UF 4 kDa ° . oo Retentado 2
l lw var, 180Lm 6]

—| Sobrenadante

i

— Biomassa
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@]
o 0
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1bar, 180 L

: I

UF 10 kDa
Instalagio com alimentaco
(Am n Stired Gell Mo deISUSD)
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=

Figura 16 - Diagrama do processo de ultrafiltracdo aplicado aos FBR FP MN1, MN2 e HN3 (A)
e aos FBR FP MN3, HN1 e HN2 (B).
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3.3.6. Isolamento de Compostos Bioativos Extracelulares

Para o isolamento de compostos bioativos excretados para o meio de cultura da
producdo a escala laboratorial, recorreu-se ao método convencional por precipitacao

alcodlica, descrita por Patel et al. [119], tendo sido testados etanol e 1-propanol.

Assim, 0s compostos bioativos extracelulares, presentes no meio de cultura, foram
precipitados por adicdo de 2 volumes de 1-propanol 95% (V/V) e 3 volumes de etanol
90% (V/V). As precipitacGes foram realizadas sem incubacgéo, com incubacgéo overnight
a -20 °C e durante 48 horas a 4 °C (Tabela 1). ApGs estes periodos, recolheram-se 0s
precipitados por centrifugacdo a 5000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. Os precipitados

foram secos em estufa a 50 °C overnight para posterior pesagem.

Tabela 1 - Condi¢8es de precipitacdo dos compostos bioativos extracelulares.

Solvente (vol) Pureza do solvente (%) Tempo de extracdo Temperatura ( °C)

PrOH 2 vol 95 Imediato ambiente
ProH 2 vol 95 overnight -20
PrOH 2 vol 95 48h 4
EtOH 3 vol 90 Imediato ambiente
EtOH 3 vol 90 overnight -20
EtOH 3 vol 90 48h 4

Os EPS foram dissolvidos em agua, respeitando a razdo 5 mg de amostra em 1 mL
de agua destilada. Cada amostra esteve 1 hora numa placa de aquecimento a 50 °C

com agitacao.

Devido a dificuldade de dissolucdo e consequente quantificagdo dos compostos
obtidos, foram testadas véarias condi¢des para o efeito. Primeiro utilizou-se NaOH 1 M
como solvente, respeitando a razdo 5 mg de amostra em 1 mL solvente, durante 1 hora

com aquecimento em placa e agitacdo a 50 °C.

Uma vez que a dificuldade de dissolucéo e quantificacdo se manteve, substitui-se o
aguecimento em placa pela utilizacdo de um banho de ultrassons a 50 °C durante 20

minutos.

Por fim, com o mesmo solvente e mesma razdo massa:solvente, utilizou-se

aquecimento a refluxo overnight a 86 °C.
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3.3.7. Extragdo de Compostos Bioativos Intracelulares

Para a extragdo de compostos bioativos intracelulares, as diversas amostras de
biomassa foram previamente congeladas a -20°C e posteriormente liofilizadas
(UNICRYO MC 2L).

3.3.7.1. Extragcdo Convencional em Multi-etapas

A extracéo convencional em multi-etapas foi efetuada a biomassa produzida a escala
laboratorial com base no método descrito previamente por Semedo, Karmali e Fonseca
[62] com algumas modificacdes. Neste método ocorre a extragdo fracionada em 5
etapas de compostos bioativos intracelulares, utilizando dgua fria seguida de agua em

ebulicdo, e posteriormente em condi¢des acidas e alcalinas (Figura 17).

Foram adicionados 2 volumes de agua destilada a biomassa, seguida de agitagéo a
temperatura ambiente durante 5 minutos e centrifugagdo a 11000 rpm durante 30
minutos a 4 °C. Desta centrifugacéo nao foi possivel recolher sobrenadante, uma vez
que ndo houve separacdo de fases. Deste modo, adicionou-se novamente agua
destilada, agitou-se por mais 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugou-se a
11000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. Recolheu-se o sobrenadante e identificou-se
como FW1.

Ao pellet foi adicionado 1 volume de agua destilada e a mistura foi aquecida a 100
°C durante 3 horas, seguida de centrifugacdo a 11000 rpm durante 20 minutos a 4 °C.
Desta centrifugagdo, mais uma vez, ndo resultou separagdo de fases, tendo-se
adicionado agua destilada a mistura, para fazer uma lavagem e apls segunda

centrifugacéo, o sobrenadante recolhido designou-se como FW2.

Ao pellet resultante desta extracdo adicionaram-se 3 volumes de KOH 1 M e a
mistura foi aquecida durante 20 minutos a 60 °C com agitagéo, seguida de centrifugacao
a 11000 rpm durante 20 minutos e a 4 °C, onde se recolheu o sobrenadante, identificado
como FKOH. O pellet foi lavado com agua destilada, centrifugado e o sobrenadante foi

adicionado a fragdo FKOH. Esta fracdo foi neutralizada com HCI 6 M.

O pellet foi ressuspendido com 2 volumes de HCI 0,6 M e a mistura foi aquecida a
100 °C durante uma hora, seguida de centrifugacéo a 11000 rpm durante 20 minutos a
4 °C. O sobrenadante foi recolhido e identificado como FHCI. O pellet foi lavado com
agua destilada, centrifugado e o sobrenadante foi adicionado a fracdo FHCI. Esta fracdo

foi neutralizada com NaOH 6 M.
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Por dltimo, o pellet resultante foi ressuspendido com NaOH 1 M e a mistura foi
aquecida durante 20 minutos a 60 °C com agitacdo, seguida de centrifugacédo a 11000
rpm durante 20 minutos e a 4 °C. Recolheu-se o sobrenadante e identificou-se como
FNaOH. O pellet foi lavado com &gua destilada, centrifugado e o sobrenadante foi

adicionado a fracdo FNaOH. Esta fracao foi neutralizada com HCI 6 M.

Temperatura

ambiente H,0 100 °C, 3h

4

= -

KOH 1M 80 °C, 20 min

\
y
HCI0,6M 100 °C, 1h

Pellet 4 Sobrenadante 4 FHCI

NaOH 1M 60 °C, 20 min

Pellet 5 Sobrenadante 5 FNaOH

Figura 17 - Esquema ilustrativo do método de extragcdo convencional multi-etapas, fracionado
em 5 etapas, com agua fria e em ebulicdo, seguido de condi¢des acidas e alcalinas.

3.3.7.2. Extracdo Assistida por Micro-ondas

A extragdo assistida por micro-ondas foi realizada num reator micro-ondas
monomodo (Anton Paar Monowave 300) e foi efetuada com base no método descrito
por Yuan e Macquarrie [121] com algumas modificagfes. As condi¢bes de extracao
selecionadas tiveram por base estudos anteriormente desenvolvidos por Gil [122] e
Hussen [123].

Assim, com base em trabalhos anteriormente desenvolvidos para microalgas, as
extracbes foram realizadas sob condi¢cbes diferentes, mantendo sempre a razéo
biomassa: solvente (1:10) constante, como descrito na Tabela 2. Os extratos foram
obtidos ap06s centrifugacdo a 13500 rpm na centrifuga FastGene High Speed e as

fracGes foram identificadas como MAE.
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Tabela 2 - Pardmetros da extracdo assistida por micro-ondas.

Temperatura de Tempo de
Solvente . i o ) Amostra
Extracéo (° C) irradiacdo (min)
Etanol Biomassa produzida a escala
150 15 i
absoluto laboratorial
Biomassa produzida a escala
KOH 0,1 M 120 30 ]
laboratorial e em FBR FP
HCI 0,1 M 120 30 Biomassa produzida em FBR FP

3.3.8. Doseamento de Biomoléculas

Os extratos obtidos foram avaliados quanto aos seus conteldos nos diversos

compostos, através dos meétodos colorimétricos descritos em seguida.
3.3.8.1. Método do Fenol-Acido Sulfarico

Para a quantificacio de polissacéaridos neutros foi utilizado o método do Fenol-Acido

Sulftrico descrito por Masuko et al. [78], com adaptacdes.

Numa placa NUNC de 96 pocos adicionaram-se 50 yL de amostra a analisar, 150 pyL
de Acido sulfdrico concentrado e 30 yL de uma soluc¢é@o aquosa de fenol 5% (m/V). A
mistura reacional foi incubada num banho termostatizado a 90 °C durante 5 minutos.
Apo6s o arrefecimento até a temperatura ambiente, fez-se a leitura da absorvancia num
leitor de microplacas (Bio-Rad 680) a 490 nm. Os doseamentos foram realizados em

triplicado e o ensaio do branco foi efetuado com agua.

O padréo utilizado foi o acido poligalacturonico numa gama de concentragfes entre
0 e 10 pg/p, preparado em tampéao citratos 0,05 M pH 4,5. A quantificag&o foi expressa
em mg/mL para compostos extracelulares e em mg/g de biomassa para compostos

intracelulares.
3.3.8.2. Método do Carbazol-Acido Sulftrico

Para a quantificacdo de polissacaridos acidos foi utilizado o Método do Carbazol-
Acido Sulfarico, descrito por Cesaretti, Luppi, Maccari e Volpe [82], Monsalve-
Bustamante, Rincon-Valencia, Mejia-Giraldo e Moereno-Tirado [124] e Taylor [125],

com adaptacoes.

A mistura reacional composta por 40 yL de amostra a analisar, 400 yL de agua
desionizada, 2 mL de tetraborato de sodio 0,95 g/L H.SO4 e 40 uL de carbazol 0,2%
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(m/V) em etanol, foi agitada e incubada em tubos num banho termostatizado a 90 °C
durante 12 minutos. Apds esta etapa, 300 yL da mistura reacional foram colocados
numa placa NUNC de 96 pocos e a absorvancia foi lida num leitor de microplacas
(FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec) a 528 nm. Os doseamentos foram realizados em
triplicado e o ensaio do branco foi efetuado com agua.

O padréo utilizado foi o acido D-galacturénico numa gama de 0 a 2,5 ug/uL. A
guantificacéo foi expressa em mg/mL para compostos extracelulares e em mg/g de

biomassa para compostos intracelulares.
3.3.8.3. Método do Azul de Toluidina

A quantificacdo de polissacéaridos sulfatados foi realizada pelo Método do Azul de

Toluidina, descrito por Hahn et al. [84] e Hussen [123], com adaptacgdes.

Colocou-se numa placa NUNC de 96 pocos 50 pL de amostra a analisar e 250 uL de
azul de toluidina 0,05 mg/mL, preparado em PBS 0,15 M pH 7,2 1:10. A mistura
reacional repousou 5 minutos no escuro e de seguida leu-se a absorvancia num leitor

de microplacas (Bio-Rad 680) a 655 nm.

Utilizou-se como branco, agua destilada e como padrédo uma solucéo de sulfato de
dextrano com peso molecular médio de 200000 Da, numa gama de concentragdes entre
0 e 0,125 ug/uL. As absorvancias das amostras foram subtraidas as absorvancias dos
respetivos ensaios em branco, e todos os ensaios foram realizados em triplicado. A
guantificacéo foi expressa em mg/mL para compostos extracelulares e em mg/g de

biomassa para compostos intracelulares.
3.3.8.4. Método do Corante Congo Red

Os B-(1,3)-D-glucanos com estrutura em tripla hélice foram quantificados pelo

Método do Corante Congo Red otimizado por Semedo, Karmali e Fonseca [62].

Numa placa NUNC de 96 pocos colocou-se 140 yL de amostra a analisar e 140 pL
da solucdo de Congo red 0,017% (m/V) em tampédo PBS 0,15 M pH 7,2 1:10. A
absorvancia da mistura reacional foi lida num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA
— BMG Labtec) a 510 nm. Os doseamentos foram realizados em triplicado e o ensaio

do branco foi efetuado com agua.

O padréo utilizado foi o 8-(1,3)-D-glucano de cevada numa gama de 0 a 0,050 pg/uL,
preparado em NaOH 1M e posteriormente neutralizado. A quantificagéo foi expressa em
mg/mL para compostos extracelulares e em mg/g de biomassa para compostos

intracelulares.
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3.3.8.5. Método de ligacdo do Azul de Coomassie

Para a quantificacdo de proteina total foi utilizado o Método de ligacdo do Azul de

Coomassie, também conhecido por Método de Bradford [88].

A mistura reacional composta por 100 yL de amostra a analisar e 100 yL da solucéo
de Azul de Coomassie G-250 0,06% (m/V) foi colocada numa placa NUNC de 96 pocgos,
e apos 5 minutos a absorvancia foi lida num leitor de microplacas (Bio-Rad 680) a 655
nm. Os doseamentos foram realizados em triplicado e o ensaio do branco foi efetuado

com agua.

O padréo utilizado foi albumina de soro bovino (BSA) numa gama de 0 a 0,025 ug/uL.
A quantificacé@o foi expressa em mg/mL para compostos extracelulares e em mg/g de

biomassa para compostos intracelulares.
3.3.8.6. Método de Sulfofosfovanilina

A quantificagé@o dos lipidos foi realizada pelo Método de Sulfofosfovanilina, descrito

por Anschau, Caruso, Kuhn e Franco [126], com modifica¢cfes.

Em tubos de ensaio, colocou-se 20 yL da amostra a analisar e incubou-se a 90 °C
num banho termostatizado, durante 10 minutos para evaporacdo do solvente. De
seguida, apos arrefecimento até a temperatura ambiente, adicionou-se 180 pL de acido
sulftrico concentrado. Incubou-se novamente durante 10 minutos a 100 °C num banho
termostatizado e, arrefeceu-se até a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-
se 500 pL do reagente de fosfovanilina (PV) (0,0012% (m/V) de vanilina 99% numa
solucéo de &cido ortofosforico 70,83%) e incubou-se a 37 °C num banho termostatizado
durante 15 minutos. Apds esta etapa, 150 pyL da mistura reacional foram colocados
numa placa NUNC de 96 pogos. Incubou-se 30 minutos no escuro e a absorvancia foi
lida num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec) a 528 nm. Os
doseamentos foram realizados em triplicado e o ensaio do branco foi efetuado com

agua.

O padrao utilizado foi o 6leo de colza bioldgico, preparado em etanol 99,8% numa
gama de 0 a 2,544 ug/uL. A quantificacdo foi expressa em mg/g de biomassa para

compostos intracelulares.
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3.3.8.7. Método de Quantificacdo de Pigmentos

O teor de ficobiliproteinas presente nos extratos de P. cruentum foi calculado usando
um método espetrofotométrico de acordo com Bennett e Bogorad [127], Bryant,
Guglielmi, de Marsac, Castets e Cohen-Bazire [128] e Roman, Alvarez-Pez, Fernandez

e Grima [129], através das equacbes 7, 8 e 9.

cAPC620 7
Absgyo — (m) X Absgs (7)

ePC620 — (¢APC620 * ePC650) /eAPC650

ePC650 8
Abseso — (Gprenn) X AbSszo ®

€APC650 — (eAPC620 * ePC650)/ePC620

Abssys — [PC] * ePC545 — [APC] X eAPC545 (9)
ePE545

Ficocianina [PC] =

Aloficocianina [APC] =

Ficoerotrina [PE] =

A absorvancia foi medida a 565, 620 e 650 nm, num espetrofotbmetro UV-6300PC
VWR e os coeficientes de extingdo massicos utilizados foram os determinados por Juin
et al. [36] utilizando solugbes padréo e usados para simplificar as equagfes 7, 8 e 9 em

10, 11 e 12, permitindo calcular a concentragdo dos pigmentos em mg/mL.

Absgyo — 0,62 X Abs 10

Ficocianina [PC] = —22° 33 650 (10)

Absgsoy — 0,20 X Abs 11

Aloficocianina [APC] = 650 E 620 (11)

Abssgs — 1,26 X [PC] — 0,615 X [APC 12

Ficoeritrina [PE] = —2> [5 5; [APC] (12)

3.3.9. Determinacdo da Atividade Antioxidante
3.3.9.1. Método de Folin-Ciocalteu

Os compostos fendlicos totais foram quantificados pelo Método de Folin-Ciocalteu,

descrito por Reis, Martins, Barros e Ferreira [97], com algumas modificacoes.

Numa placa NUNC de 96 pocos colocaram-se 30 pL de amostra a analisar, 150 pyL
de reagente de Folin-Ciocalteu 1:10 (v/v) preparado em agua destilada e 120 pL de uma
solucdo de Na,COs 75 g/L. A mistura reacional foi incubada durante 30 minutos num
banho termostatizado a 40 °C e de seguida leu-se a absorvancia a 655 nm num leitor
de microplacas (Bio-Rad 680). Os doseamentos foram realizados em triplicado e o

ensaio do branco foi efetuado com agua.
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O padrdo utilizado foi o acido galico numa gama de 0 a 0,25 mg/mL. A quantificagcéo
foi expressa em mg equivalentes de &acido gélico (GAE)/mL para compostos
extracelulares e em mg equivalentes de acido galico (GAE)/g de biomassa para

compostos intracelulares.
3.3.9.2. Método de Cloreto de Aluminio

Para a determinagdo do contetdo de flavondides totais foi utilizado o Método de

Cloreto de Aluminio descrito por Yeh, Hsieh, Wu e Tsai [96] introduzindo alteracfes.

Numa placa NUNC de 96 pocos colocaram-se 25 uL de amostra a analisar, 100 pL
de agua destilada e 7,5 yL de NaNO; 5% (m/V). Apdés 5 minutos de repouso a
temperatura ambiente, adicionaram-se 7,5 uL de AICI; 10% (m/V). Deixou-se repousar
durante mais 5 minutos e adicionou-se 100 uL de NaOH 4% (m/V). Apds 10 minutos
leu-se a absorvancia num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec) a
510 nm. Os doseamentos foram realizados em triplicado e o ensaio do branco foi

efetuado com agua.

O padréo utilizado foi a catequina preparada em etanol 50% (m/V) numa gama de 0
a 1 pg/uL. A quantificacdo foi expressa em mg equivalentes de catequina (CE)/mL para
compostos extracelulares e em mg equivalentes de catequina (CE)/g de biomassa para

compostos intracelulares.
3.3.9.3. Método do Radical ABTS

A atividade antioxidante total foi determinada pelo método do radical ABTS, segundo

Erel [104] e Thaipong. Boonprakob, Crosby, Cisneros-Zevallos e Byrne [130].

Inicialmente preparou-se uma solucdo de ABTS 7 mM contendo K>S,0g 2,5 mM em
agua. Esta solucao foi reservada ao abrigo da luz durante cerca de 16 h, a temperatura
ambiente. Posteriormente diluiu-se esta solucdo em PBS 0,15 M pH 7,2 1:10, até se

obter uma absorvéancia a 655 nm proxima da unidade (solu¢éo ABTS").

Numa placa NUNC de 96 pocos adicionou-se 290 pL da solugédo de ABTS e 10 pL
da amostra a analisar e leu-se a absorvancia num leitor de microplacas (Bio-Rad 680)
a 655 nm. Os doseamentos foram realizados em triplicado e o ensaio do branco foi

efetuado com agua.

O padrao utilizado foi o Trolox em metanol 80% (V/V) numa gama de 0 a 1,00 pg/uL.
A quantificacdo foi expressa em mg equivalentes de Trolox (TE)/mL para compostos
extracelulares e em mg equivalentes de Trolox (TE)/g de biomassa para compostos

intracelulares.
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3.3.10. Fracionamento de Biomoléculas Intracelulares por Cromatografia

de Troca l6nica

O fracionamento de polissacaridos por cromatografia de troca i6nica foi realizado
com base no descrito por Li et al. [131] e Liu et al. [132]. O extrato selecionado para
fracionamento por cromatografia de troca anionica foi o extrato proveniente da extragao
multi-etapas com HCI 0,6 M, da biomassa produzida & escala laboratorial MN1 (ME FHCI
MN1).

Para este efeito, a resina DEAE-52 da Whatman foi previamente preparada ficando
em agitacdo com 2 volumes de agua Milli-Q overnight. Apés esta etapa, verificou-se o
pH da resina (6,3) e empacotou-se a coluna cromatografica (1,5 x 10 cm) por gravidade.
A coluna foi equilibrada com &gua Milli-Q a um caudal de 20 mL/h com o auxilio de uma

bomba peristaltica (Gilson Minipuls 3).

Aplicou-se 1,5 mL do extrato ME FHCI MN1 a coluna, ao caudal pré-estabelecido e

a recolha das fragcbes cromatogréficas (1,5 mL) foi iniciada de imediato.

A eluicao foi efectuada com um gradiente de NaCl de 0 a 1 M, utilizando um sistema
de vasos comunicantes. No final, recolheram-se ainda 3 fragdes com NaCl 1 M e 3
fracbes com NaCl 2 M.

As 60 fracbes recolhidas foram, posteriormente, quantificadas em termos de

polissacéaridos neutros, polissacaridos sulfatados, proteina total e compostos fendlicos

[5]-
3.3.11. Técnicas Espetroscopicas para Caracterizacdo Estrutural

Neste trabalho foram aplicadas duas técnicas espetroscépicas com o objectivo de
caracterizar parcialmente alguns dos compostos produzidos pela Porphyridium
cruentum, nomeadamente espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

e espetroscopia de emissdo de fluorescéncia.
3.3.11.1. Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Com a finalidade de caracterizar parcialmente a estrutura de algumas biomoléculas
intracelulares presentes nos extratos obtidos por ME e MAE, e biomoléculas
extracelulares obtidos por ultrafiltracdo, bem como em fra¢cdes cromatogréaficas, foi
realizada a andlise FTIR. Para tal, as amostras foram liofilizadas (UNICRYO MC 2L) e
secas em linha de vacuo. Os espetros de infravermelho foram registados num

espetrofotometro Bruker Vertex 70 (com software OPUS 5.5) num total de 32
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varrimentos com uma resolucdo de 2 cm?, em pastilhas de KBr, numa gama de 4000-
500 cm™.

3.3.11.2. Espetroscopia de Fluorescéncia

Perspetivando o estudo das potenciais aplicacdes da B-ficoeritrina produzida pela
Porphyridium cruentum, foram avaliadas as suas propriedades fotofisicas, utilizando a
fracdo ME FW1, proveniente da biomassa produzida & escala laboratorial, recorrendo a
técnicas de espetroscopia de absor¢cdo de estado fundamental (UV-Vis) e de

fluorescéncia de estado estaciondrio (emisséo e excita¢ao).

Os espectros foram obtidos a temperatura ambiente utilizando células de quartzo de
1 cm. Os espectros de estado fundamental foram tragados com um varrimento de 250
a 850 nm num espetrofotdmetro de feixe simples JASCO (UV-6300PC) e os espectros
de fluorescéncia (espectrofluorimetro Perkin Elmer LS-45) foram realizados a um
comprimento de onda de excitacdo de 380 nm, na janela espectral de 300 a 700 nm.

Os espectros de emissao/excitacdo foram realizados a partir de solu¢des aquosas e
recolhidos com geometria a 90° (right angle). As solu¢cbes preparadas foram sempre
recém-preparadas em agua ultrapura Millipore®.

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia foram determinados em agua Millipore®
recorrendo ao método do declive, utilizando como padrdo rodamina B (gr = 0,65 em
etanol com geometria a 90 °) [133].
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4. Resultados e Discussao

4.1. Controlo e Manutencdo das Culturas de Porphyridium

cruentum

A inoculacéo das culturas de P. cruentum em fotobiorreatores flat panel e na sala de
indculo, descritas no ponto 3.3.1., foi iniciada nos dias 11 de marco de 2022 e 23 de
marco de 2022, respetivamente, e a biomassa produzida foi recolhida no inicio da fase
estacionaria de crescimento. Através da Figura 18 pode observar-se o crescimento das
culturas de P. cruentum em autotrofia em modo descontinuo, a escala laboratorial, e em
FBR FP, em triplicado.

V™ |
ML L

Figura 18 - Crescimento das culturas de P. cruentum em autotrofia em modo descontinuo, a escala
laboratorial (A) e em FBR FP (B).

O controlo e a manuteng&o das culturas foram realizados através da medigéo diéria
de varios parametros, como referido anteriormente. Através da medi¢do da DO a 600
nm e da determinacao de peso seco, foi possivel construir as curvas de crescimento de
P. cruentum (Figura 19), para as culturas desenvolvidas em meios contendo 6 mM de
concentracdo de nitratos (MN) e 18 mM de concentragcdo de nitratos (HN). A
determinacgéo da concentracdo de nitratos presente no meio de cultura, durante o tempo

de cultura, foi também efetuada como se pode observar na Figura 19.
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Figura 19 - Curvas de crescimento das culturas de P. cruentum a escala laboratorial (IA) e em
fotobiorreatores flat panel (I11A) sob as diferentes concentra¢des de nitratos (IB e IIB).

A concentracdo de P. cruentum a escala laboratorial ndo apresentou diferencas
significativas sob as diferentes condi¢des de crescimento até ao 10° dia. A partir do 12°
dia, o crescimento da biomassa sob a condicdo HN superou o da condicdo MN. No

BN

ualtimo dia de cultivo, a concentracéo de biomassa crescida na condi¢do HN foi de 1,550
+ 0,033 g/L, ou seja, 24% superior & concentracdo da biomassa desenvolvida na
condicdo MN. Ao longo do cultivo, observou-se que a cor da cultura foi ficando cada vez
mais escura, verificando-se também que a cultura sob condicdes HN apresentou-se
sempre mais escura quando comparada com a referida anteriormente. Estas culturas,
e como j& referido, atingiram o inicio da fase estacionaria, no entanto, ndo se verificou

privacao da fonte de azoto.
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Em fotobiorreatores flat panel, o crescimento da biomassa sob a condigcdo MN foi
sempre superior ao da condicdo HN, sendo que no dltimo dia de crescimento (13° dia),
a concentracdo de biomassa da condicdo MN obtida foi de 1,031 + 0,018 g/L, sendo
29% superior a concentracao da biomassa obtida na condigcdo HN. No entanto, ao longo
do crescimento, observou-se que a cor da cultura sob a condicdo HN foi sempre mais
escura do que a cultura sob a condicdo MN. Ao fim de 13 dias, como ja descrito, as
culturas iniciaram a fase estacionaria de crescimento, verificando-se privacao de nitratos
na cultura sob a condicdo MN, ao fim do 10° dia. No entanto, ndo foram alcancadas
concentracdes muito elevadas, a partida devido as condicbes ambientais durante o
cultivo, onde a temperatura exterior variou entre 10 e 16 °C e a irradiacdo solar entre 32
e 149 W/m?. Verificou-se também que, a biomassa produzida nos FBR FP MN3 e HN2
comecou a decrescer, antes de atingir a fase estacionaria de crescimento, este facto
pode ser justificado através das observacdes ao microscopio onde foi possivel verificar

contaminagdes nestas culturas, Figura 20.

Figura 20 - Observacao ao microscopio 6tico de uma cultura de Porphyridium cruentum (630x).

4.2. Processo de Separacédo por Membranas

4.2.1. Caracterizagcdo da Membrana de 139 kDa

A caracterizacdo da membrana foi feita através da determinacdo dos parametros
caracteristicos de permeacdo da membrana em relacdo a agua pura através da
permeabilidade hidraulica, e em relacdo a solutos organicos modelo de pesos
moleculares diferentes, como exemplo os PEGs ou Dextran. através do limite de

exclusdo molecular (MWCO).
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4.2.1.1. Permeabilidade Hidraulica

A determinacédo experimental da permeabilidade hidraulica foi feita representando o
fluxo de permeado a agua pura, Jp, em funcdo da pressdo transmembranar aplicada,
AP. O declive da representacao linear obtida, com ordenada nula na origem, da-nos a

permeabilidade hidraulica, 80,192 kg/(h.m?.bar?), representada na Figura 21.

250
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R2=0,9992
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Figura 21 - Representacao linear do fluxo de permeacéo a 4gua pura em funcéo da pressao
transmembranar aplicada.

4.2.1.2. Limite de Exclusdo Molecular

A intersecgdo da reta log(f/(1-f)) em fungéo do peso molecular dos diversos solutos
organicos de referéncia com a reta y=1 (f=91%), permite a determinacéo do limite de

exclusao molecular, neste caso, 139 kDa, determinada através da Figura 22.
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Figura 22 - Determinacdo do MWCO da membrana de acetato de celulose, 139 kDa.

Peso Molecular (Da)
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4.2.2. Separacao da Biomassa do Meio de Cultura

A biomassa das culturas produzidas nos FBR FP foi separada do meio de cultura
recorrendo a uma ultrafiltragédo utilizando a membrana de acetato de celulose de 139
kDa, previamente preparada e caracterizada, como descrito nos pontos anteriores. Na
Figura 23, esta identificada uma fotografia da instalacdo de membranas de ultrafiltracéo
utilizada aquando da separacéo da biomassa de P. cruentum, e o retentado e permeado
apos o processo de ultrafiltragdo.

Figura 23 - Separacdo da biomassa do meio de cultura proveniente dos fotobiorreatores flat
panel (A); retentado (B) e permeado (C) apds o processo de ultrafiltragcéo.

Nas Figuras 24-29 apresenta-se o fluxo de permeado (A) e a turbidimetria do

permeado e do retentado (B), em fung&o do tempo para cada cultura.
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Figura 24 - Fluxo de permeado (A) e turbidimetria do permeado e do retentado (B) para a
cultura MN1.
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Como se pode verificar pela andlise do fluxo de permeado, em geral, este vai
diminuindo ao longo do tempo, devido a acumulacdo de solutos a superficie da
membrana e formacédo de uma camada com elevada viscosidade, devido a presenca de

uma concentracdo elevada de EPSs produzidos pela P. cruentum.

Relativamente a turbidimetria do retentado, esta vai aumentando ao longo do tempo,
uma vez que a concentracdo da biomassa também aumentou. A turbidimetria do

retentado da cultura HN1 e HN3 n&o foi medida ao longo do tempo.

A turbidimetria do permeado apresentou valores substancialmente mais baixos do
gue a do retentado, como seria de esperar. No entanto, foi observado um aumento ao
longo do tempo, devido ao facto das culturas em estudo terem sido armazenadas a -20
°C ap6s a sua producdo, o que tornou as células mais frageis e, ao descongelarem e ao

contactarem com a membrana ao longo do tempo, ocorreu lise celular.

A turbidimetria do permeado da biomassa do FBR FP MN2 aumentou muito ao longo
do tempo, uma vez que a membrana ficou danificada, enquanto ocorria 0 processo de
permeacao. No final do processo, a membrana teve de ser substituida e recolheu-se a

camada viscosa que se formou-sobre a membrana, designada camada gel.

A biomassa do FBR FP MNL1 foi a Ultima a ser separada do seu meio de cultura. Apés
0 processo, removeu-se a membrana da instalagédo e recolheu-se também a camada
gel formada.

Na Tabela 3, encontram-se os fatores de concentracdo e a rejei¢cdo a turbidimetria
no final do processo de separacdo da biomassa do meio de cultura, para cada cultura
produzida em FBR FP.
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Tabela 3 - Fator de concentracao e rejeicao a turbidimetria no final do processo de separagéo
da biomassa do meio de cultura, para cada FBR FP.

FBR FP  Fator de Concentracdo Rejei¢cdo a Turbidimetria (%)

MN1 3,750 99,2
MN2 3,400 74,7
MN3 3,514 89,1
HN1 - -

HN2 3,388 82,1
HN3 3,556 98,4

Pela analise da tabela anterior, é possivel verificar que o fator de concentragéo foi
superior a 3 em todos os FBR FP, com excecdo do FBR FP HN1, uma vez que ndo
houve medicdo da turbidimetria do Retentado, para esta amotra. A rejeicdo a
turbidimetria foi inferior no FBR FP MN2, uma vez que foi durante a permeagéo deste
que ocorreu a danificacdo da membrana. No FBR FP MN1 foi possivel alcangar o maior
fator de concentracao (3,750) e a maior rejeicdo a turbidimetria (99,2 %).

4.2.3. Fracionamento dos Exopolissacaridos

O retentado (biomassa) foi submetido a centrifugacéo e o permeado (meio de cultura)
das culturas MN1, MN2 e HN3 foi alimentado na unidade de ultrafiltragéo trabalhando
em paralelo, com duas membranas poliméricas de acetato de celulose de 10 e 4 kDa,
como desvrito na Figura 16 (Capitulo 3), previamente preparadas e caracterizadas. Na
Figura 30 apresenta-se o fluxo dos permeados, J,, das membranas de 10 kDa e 4 kDa,

em funcéo do tempo para cada cultura.
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Figura 30 - Fluxo dos permeados das membranas de 10 kDa e 4 kDa para a cultura MN1 (A),
MN2 (B) e HN3 (C).
Pela analise da Figura 30, o fluxo dos permeados das membranas de 10 e 4 kDa,
mantém-se praticamente constante ao longo do tempo. No entanto, o fluxo volumétrico
da membrana de 10 kDa, diminui ligeiramente ao longo do tempo de permeacgéo, devido

a acumulacao de solutos a superficie da membrana (polarizagao por concentragdo).

Na Tabela 4, estao indicados o fator de concentragédo e a rejei¢do a turbidimetria no final

do processo de fracionamento dos exopolissacaridos.

Tabela 4 - Fator de concentracéo e rejeicéo a turbidimetria no final de fracionamento dos
exopolissacaridos.

FBR FP Fator de Concentracéo Rejeicdo a Turbidimetria (%)
10 kDa 4 kDa
MN1 2,782 96,3 92,6
MN2 2,378 95,7 93,4
HN3 2,000 72,6 48,4
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Através dos resultados presentes na Tabela 4, é possivel verificar que o FBR FP
MNL1 foi o que alcancou valores mais elevados de fator de concentracdo (2,782) e
rejeicdo a turbidimetria (96,3 % e 92,6 %). O FBR FP HN3 foi o que alcancou os valores
mais baixos nos dois parametros. Seria de esperar, para cada FBR FP, que a rejeicao
a turbidimetria fosse superior na membrana de 4 kDa do que na membrana de 10 kDa.
Contudo, esse resultado ndo se verificou em nenhum dos FBR FP, o que pode dever-
se ao facto de a membrana de 4 kDa ser mais densa, tornando-se mais visivel a
polarizacdo por concentracdo, acumulando mais solutos a superficie e, deste modo,

formar-se uma barreira & permeacao.

Os permeados das culturas MN3, HN1 e HN2, na separacéo da biomassa do meio de
cultura, foram recolhidos de 10 em 10 minutos, de modo a tentar identificar diferencas
na concentracdo de polissacaridos neutros e proteina total. No permeado da cultura
MN3, foram recolhidas amostra de 2,5 em 2,5 minutos, durante os primeiros 20 minutos,
com o objetivo de se tentar identificar também diferengas na concentracdo de
polissacaridos neutros e proteina total. As fragdes 1, 5, 10, 15 e 20, correspondentes
aos tempos de permeacgdo 10, 50, 100, 150 e 200 minutos, respetivamente, foram
submetidas a uma ultrafiltracdo numa instalagdo com alimentagéo frontal, utilizando
uma membrana de acetato de celulose de 10 kDa, previamente caracterizada. Na

Tabela 5 apresenta-se o fluxo dos permeados de cada fragéo para cada cultura.

Tabela 5 - Fluxo volumétrico dos permeados de cada fragdo para cada cultura.

Jp (25 °C) (kg/(h.m2.bar)

Fracao MN3 HN1 HN2

1 20,908 12,241 10,178
5 11,365 11,712 14,714
10 10,195 9,921 13,597
15 14,272 9,364 8,102

20 10,510 9,927 7,241

Como se pode verificar, o fluxo dos permeados nao varia muito ao longo das fracoes.
Os fluxos dos permeados obtidos nesta instalacéo de alimentacéo frontal foram bastante
inferiores aos obtidos com a membrana de 10 kDa na unidade de ultrafiltracéo

trabalhando em modo tangencial a membrana.
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Na Tabela 6, encontra-se a rejeicdo a turbidimetria no final do processo de

fracionamento dos exopolissacaridos.

Tabela 6 - Rejeicao a turbidimetria no final de fracionamento dos exopolissacaridos.

Rejeicao a Turbidimetria (%)

Fracao MN3 HN1 HN2
1 94,4 88,8 80,6
5 96,1 87,6 83,7
10 93,7 88,3 90,1
15 90,7 88,5 83,6
20 94,6 79,1 83,8

Analisando a Tabela 6, verifica-se que as rejeigcbes a turbidimetria séo elevadas e
praticamente constantes ao longo do tempo de permeacgdo. Além disso, fluxos de
permeado mais elevados, correspondem rejeicdes a turbidimetria maiores (FBR FP
MN3).

O modo de permeacado frontal leva a formacdo de uma camada de solutos a
superficie da membrana que se vai manter ou mesmo acumular ao longo do ensaio de
permeacdo. Essa camada formada funcionara como uma barreira extra a permeagéo
de solutos. Ja no caso da permeacdo tangencial a membrana, a camada de solutos é
minimizada devido ao facto de a alimentacdo fluir tangencialmente a membrana,

deslocando parte dos solutos acumulados a superficie.
4.3. Quantificacdo de Biomoléculas Extracelulares

4.3.1. Biomoléculas Extracelulares Produzidas a Escala Laboratorial

Tal como descrito em 3.3.4., 0s compostos bioativos excretados para o meio de
cultura e produzidos a escala laboratorial, foram precipitados com alcoois e, ap0s varias
tentativas de dissolucéo e quantificacao, foi possivel quantificar apenas as biomoléculas
apoés precipitagdo imediata com 3 volumes de etanol a 90% (V/V) e dissolugdo com
NaOH 1M em refluxo a 86 °C.
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A quantificacao foi realizada as biomoléculas precipitadas e dissolvidas, bem como,
no meio de cultura direto, de forma a identificar se foi possivel concentrar estes

compostos bioativos, Figura 31.
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Figura 31 - Efeito das condi¢Bes de crescimento de P. cruentum, 6 mM (MN) e 18 mM (HN)
de NOs, na producao de polissacaridos extracelulares neutros, &cidos, sulfatados e proteina
extracelular total, quantificados diretamente no meio de cultura e apos precipitagdo com etanol
a 90% (VIV) e dissolucdo em NaOH 1M.

Pela andlise da Figura 31, verifica-se que relativamente aos polissacaridos neutros,
aparentemente nao foi possivel concentrar estes compostos, uma vez que foi detetada
uma maior concentracéo de polissacaridos neutros no meio de cultura direto do que nos
EPS que foram precipitados, com excecdo dos meios de cultura MN1 e MN2. Além
disso, para os meios de cultura HN1, HN2 e HN3 precipitados, ndo foram detetados

polissacaridos neutros.

Em relacdo aos polissacaridos acidos, ndo foi possivel quantificar este composto
bioativo no meio de cultura direto devido a uma interferéncia no método de doseamento
gue resultou na formagdo de uma cor azul, impossibilitando fazer a leitura da

absorvancia correta.

Nos EPS precipitados foram detetados polissacaridos neutros e acidos, com uma
concentracdo superior na condicdo de crescimento MN do que na condigdo de
crescimento HN, alcancando a concentracdo maxima de 0,800 + 0,154 mg/mL de
polissacaridos neutros em MN2 e 0,737 + 0,007 mg/mL de polissacéaridos acidos em
MNL1.

Os polissacéaridos sulfatados foram concentrados com este método de precipitagéo,
a excecdo de MN1 e HN3. Esta biomolécula apresenta maiores concentracdes na

condicdo de crescimento HN do que na condicdo de crescimento de MN (exceto MN1),
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alcancando um teor maximo de 0,066 + 0,000 mg/mL em HN1. No que diz respeito a
proteina total, também foi possivel concentrar este composto bioativo, uma vez que nao

foi detetado no meio de cultura direto.

O contetdo em proteina total também alcancou maiores teores na condicdo de
crescimento HN, relativamente & condi¢do de crescimento MN, atingindo o méaximo de
0,016 = 0,001 mg/mL em HNL1.

De ressalvar que a dissolu¢éo dos EPS em NaOH 1 M com refluxo a 86 °C overnight,
nao foi completa, o que podera indicar que a concentracdo dos compostos quantificados
nao corresponde a totalidade de biomoléculas precipitadas e o facto de ter havido
necessidade de se utilizar uma temperatura elevado durante varias horas, pode ter

provocado a degradacao dos mesmos, justificando também estes resultados.

Outro aspeto a salientar, € que podera ter também ocorrido lise celular durante o
descongelamento das amostras que estavam conservadas a -20 °C, tendo-se
eventualmente identificado e quantificado biomoléculas intracelulares no meio de

cultura.

Através da quantificacdo destas biomoléculas diretamente no sobrenadante, néo é
possivel identificar diferengcas significativas entre a producdo de compostos
extracelulares da condicdo MN e HN. No entanto, apos precipitacdo dos EPS, as
maiores concentracdes de polissacaridos neutros e acidos encontram-se na condi¢ao
de crescimento MN (entre 0,117 £ 0,005 mg/mL e 0,800 + 0,154 mg/mL de
polissacéaridos neutros e entre 0,558 + 0,007 mg/mL e 0,737 + 0,007 mg/mL de

polissacaridos acidos), tal como seria de esperar [134].

Segundo Li et al. [134], para a P. cruentum crescida em frascos de 250 mL. a
concentracdo maxima de EPS neutros, apos dialise de 100-500 Da, determinada pelo
método do fenol-acido sulftrico, foi de 0,342 mg/mL ao dia 16 de cultivo. Coward et al.
[135] demonstrou que esta microalga, desenvolvida em fotobiorreatores de coluna
vertical em modo descontinuo e, apds precipitacdo do meio de cultura com etanol,
excretou 2,05 mg/mL de EPS ao 10° dia de crescimento, quantificados por FTIR. Sun,
Wang, Ma e Shi [136] demonstraram que a concentracéo de P. cruentum, cultivada em
modo semi-continuo em FBR FP, atingiu uma concentragdo de EPS neutros de 1,25

mg/mL ao 16° dia de crescimento (determinada pelo método do fenol-acido sulfarico).

Verifica-se assim, que para se obter um alto rendimento de EPS, € necessario

determinar a concentracao 6tima da fonte de azoto a introduzir no meio de cultura, de
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modo a manter, ndo so6 a eficiéncia fotossintética, mas também a inducao de stress por

limitagéo da fonte de azoto [134].

Verificou-se que para os meios de cultura HN1, HN2 e HN3 que foram doseados
diretamente sem sofrerem precipitacdo alcodlica, se obtiveram teores de polissacéaridos
neutros superiores aos reportados por Li et al, Coward et al. e Sun, Wang, Ma e Shi
[134]-[136]. Os meios de crescimento MN1 e MN2, apés precipitagdo com etanol,
apresentaram concentragdes de polissacaridos neutros superiores aos descritos por Li
et al. [134]. No entanto, Coward et al. [135] e Sun, Wang, Ma e Shi [136], obtiveram
concentracdes superiores de polissacéridos neutros, relativamente as concentragfes

obtidas neste estudo, apds precipitacdo alcodlica dos meios de crescimento.

4.3.2. Biomoléculas Extracelulares Produzidas em Fotobiorreatores Flat

Panel

Os teores de polissacaridos neutros, proteina total e polissacaridos sulfatados
resultantes da separagdo, numa unidade de ultrafiltracdo, da biomassa do meio de
crescimento provenientes dos FBR FP MN1, MN2 e HNS3, foram determinados por
métodos colorimétricos. Para o efeito, estas biomoléculas foram doseadas na
alimentacdo da unidade de ultrafiltragdo, nos permeados, no retentado, e na camada
viscosa retida na membrana (designada por camada de gel) e no sobrenadante (Figura
32).
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Figura 32 - Polissacaridos neutros, proteina total e polissacéridos sulfatados separados por
ultrafiltracdo e quantificados na alimentag&o, nos permeados, no sobrenadante, no retentado e
na camada de gel, provenientes dos meios de crescimento FBR FP MN1 (A), MN2 (B) e HN3

(©).

Relativamente ao meio de crescimento FBR FP MN1, Figura 32 (A), foi possivel
guantificar proteinas (0,040 + 0,007 mg/mL) e polissacaridos sulfatados (0,006 + 0,002
mg/mL) no permeado 1, o que leva a concluir que os compostos quantificados tém um
peso molecular inferior a 139 kDa. No sobrenadante obtido, foram quantificados
polissacaridos neutros (0,687 + 0,154 mg/mL), polissacaridos sulfatados (0,048 + 0,001
mg/mL) e proteinas (0,180 + 0,014 mg/mL). A camada gel retida a superficie da
membrana foi a amostra que apresentou as maiores concentracdes destas
biomoléculas com 1,756 + 0,1033 mg/mL de polissacaridos neutros, 0,428 mg/mL +
0,027 de proteina total e 0,192 + 0,000 mg/mL de polissacéaridos sulfatados. A partir dos
permeados 2 e 3 foi possivel concentrar polissacaridos neutros com peso molecular
entre 139 e 10 kDa e foi possivel concentrar e separar proteinas e polissacaridos

neutros com peso molecular entre 139 e 10 kDa e entre 10 e 4 kDa.

Em relacdo ao meio de crescimento FBR FP MN2, Figura 32 (B), foram quantificados
polissacaridos neutros (1,811 + 0,103 mg/mL) e proteinas (0,022 + 0,000 mg/mL) com
peso molecular inferior a 139 kDa, uma vez que foram determinados no permeado 1. O
sobrenadante obtido apresentou proteinas (0,106 + 0,003 mg/mL), polissacaridos
sulfatados (0,030 + 0,000 mg/mL) e apresentou a maior concentracao de polissacaridos

neutros (6,261 + 2,014 mg/mL). Na camada gel foram também quantificados
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polissacaridos neutros em elevada concentragdo (1,811 + 0,334 mg/mL) e a maior
concentracao de proteinas (0,478 £ 0,044 mg/mL) e de polissacéridos sulfatados (0,042
+ 0,002 mg/mL). No permeado 2 e 3 ndo foram identificadas estas biomoléculas, o que
leva a concluir que os compostos produzidos tém peso molecular superior a 10 kDa. Foi
ainda possivel concentrar polissacaridos neutros (1,256 + 0,000 mg/mL) e proteinas

(0,048 + 0,000 mg/mL) com um peso molecular entre 139 e 10 kDa.

No que diz respeito ao meio de crescimento FBR FP HN3, Figura 32 (C), foram
quantificados apenas polissacéridos neutros (3,545 + 0,111 mg/mL) com peso molecular
inferior a 139 kDa, no permeado 1. O sobrenadante obtido apresentou a maior
concentracdo de biomoléculas com 12,170 + 1,757 mg/mL de polissacaridos neutros,
0,125 + 0,003 mg/mL de proteina total e 0,035 + 0,003 mg/mL de polissacaridos
sulfatados. Os polissacéridos neutros e sulfatados foram identificados no permeado 2 e
3 com um peso molecular inferior a 10 e 4 kDa, respetivamente, e no retentado 2 com
peso molecular entre 139 e 10 kDa. Foram detetadas proteinas no permeado 2, mas
ndo no permeado 3, 0 que leva a concluir que estas tém um peso molecular entre 4 e
10 kDa.

Para o meio de crescimento FBR FP MN3 foram quantificados os teores de
polissacéaridos neutros e proteina total no permeado 1 ao longo do tempo de permeacao,
Figura 32, bem como os teores de polissacaridos neutros, proteina total e polissacaridos
sulfatados presentes na alimentacéo, permeado 2, retentado 2 e sobrenadante, Figura

33.
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Figura 33 - Proteina total doseada nas fragdes recolhidas, durante 20 minutos do permeado 1,
provenientes do meio de crescimento FBR FP MN3.
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Figura 34 - Polissacaridos neutros, proteina total e polissacaridos sulfatados quantificados na
alimentagéo, permeados 2, sobrenadante e retentados 2, provenientes do meio de crescimento
FBR FP MN3.

Para o FBR FP MN3 nao foram identificados polissacéridos neutros no permeado 1.
Pela analise da Figura 33, verifica-se a presenca de proteinas no permeado 1, mas nao
foi possivel identificar um padrdo de comportamento ao longo das fragfes recolhidas.
Analisando a Figura 34, é possivel verificar que o sobrenadante apresenta as maiores
concentracdes de polissacéaridos neutros (2,261 + 0,643 mg/mL), de proteina (0,054 +
0,004 mg/mL) e de polissacaridos sulfatados (0,035 + 0,000 mg/mL). Ndo foram
detetados polissacaridos neutros nem proteinas nos permeados 2, mas estas
biomoléculas foram quantificadas nos retentados (com excec¢do dos polissacéridos
neutros em R2, F1 e R2, F10), permitindo concluir que estas tém um peso molecular
entre 139 e 10 kDa. Os polissacaridos sulfatados foram quantificados no sobrenadante
nas fragbes P2, F1; R2, F5; P2, F10 e R2, F10, permitindo concluir que algumas destas
biomoléculas tém peso molecular inferior a 10 kDa (presentes em P2) e entre 139 e 10
kDa (presentes em R2).
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No meio de crescimento FBR FP HN1 foram determinados os teores de
polissacaridos neutros e proteina total no permeado 1, ao longo do tempo de
permeacao, Figura 35, e quantificados os teores de polissacaridos neutros, proteina
total e polissacéridos sulfatados presentes na alimentacéo, permeado 2, retentado 2 e
sobrenadante, Figura 36.
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Figura 35 — Polissacaridos neutros e proteina total presentes no permeado 1, ao longo do
tempo de permeacao, para o meio de crescimento FBR FP HN1.
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Figura 36 - Polissacaridos neutros, proteina total e polissacaridos sulfatados quantificados na
alimentacéo, permeados 2, sobrenadante e retentados 2 no FBR FP HN1.

Pela analise da Figura 35, verifica-se a presenca de polissacaridos neutros e de
proteina total no permeado 1, mas mais uma vez ndo foi possivel identificar um padréo
de comportamento ao longo das fragfes recolhidas. Observando a Figura 36, verifica-
se que o sobrenadante apresenta as maiores concentragdes destas biomoléculas, com
4,160 + 0,086 mg/mL de polissacaridos neutros, 0,082 + 0,009 mg/mL de proteina total
e 0,034 £ 0,001 mg/mL de polissacaridos sulfatados. A partir dos permeados 2 foi
possivel concentrar e separar polissacaridos neutros com peso molecular entre 139 e

10 kDa e inferior a 10 kDa. Foram identificadas proteinas foram identificadas em R2, F1;
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P2, F5; R2, F5; R2, F10; R2, F15 e R2, F20 e os polissacéridos sulfatados em P2, F1;
R2, F5; P2, F10 e R2, F10, levando a deduzir que algumas destas biomoléculas tém
peso molecular inferior a 10 kDa (presentes em P2) e entre 139 e 10 kDa (presentes em
R2).

Para o meio de crescimento FBR FP HN2 foram também identificados os teores de
polissacaridos neutros e proteina total no permeado 1 obtido, ao longo do tempo de
permeacdo, Figura 37, e foram determinados os teores de polissacéridos neutros,
proteina total e polissacéridos sulfatados presentes na alimentacdo, permeado 2,
retentado 2 e sobrenadante, Figura 38.
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Figura 37 - Polissacaridos neutros no permeado 1, ao longo do tempo de permeacéo, para o

FBR FP HN2.
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Figura 38 - Polissacaridos neutros, proteina total e polissacaridos sulfatados quantificados na
alimentacéo, permeados 2, sobrenadante e retentados 2 no FBR FP HN2.

Para o FBR FP HN2 néo foram identificadas proteinas no permeado 1. Pela analise
da Figura 37, verifica-se a presenca de polissacaridos neutros no permeado 1, mas
novamente, ndo foi possivel identificar um padrdo de comportamento ao longo das
fracOes recolhidas. Através da Figura 38, verifica-se que é no sobrenadante que se

encontram as maiores concentragfes de polissacaridos neutros (9,917 + 0,171 mg/mL)
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e de polissacaridos sulfatados (0,045 + 0,002 mg/mL). O sobrenadante apresenta ainda
apresenta 0,013 = 0,000 mg/mL de proteina total. Verificou-se ainda a presenca de
polissacéaridos neutros em todos os retentados 2 e permeados 2, apresentando um peso
molecular entre 139 e 10 kDa e inferior a 10 kDa. As proteinas foram apenas
identificadas em R2, F15 e R2, F20, apresentando um peso molecular entre 139 e 10
kDa. Quanto aos polissacaridos sulfatados detetados a partida possuem peso molecular
inferior a 10 kDa (presentes em P2) e entre 139 e 10 kDa (presentes em R2), uma vez

que estas biomoléculas ndo foram identificadas em P2, F1; P2, F20 e R2, F20.

Através da analise do conteddo em biomoléculas, produzidas nas diferentes
condi¢cdes de crescimento, verificou-se uma menor producdo de EPS nas condicbes
MN, ao contrario do esperado. Nestas condicbes de crescimento, seria expetavel a
inducéo de stress durante o crescimento da biomassa de P. cruentum com privacdo de

nitratos, que levasse a uma maior producéo de EPS, mas que nédo se confirmou [134].

Através da quantificacdo destas biomoléculas diretamente no sobrenadante, sem
qualquer tratamento prévio, ndo foi possivel identificar diferengas significativas entre a

producdo de compostos extracelulares gda nas condigdes MN e HN.

O facto da quantidade de biomassa do FBR FP MN3 e HN2 ter comegado a decrescer
antes de atingir a fase estacionaria, nao revelou diferencas na producdo de

biomoléculas extracelulares.

Para comparacgdo do teor de EPS obtidos nos FBR FP com resultados publicados
anteriormente na literatura, foi efetuado o somatério do teor de polissacaridos neutros
presentes nos permeados, retentados e camada gel para cada uma das culturas, Tabela
7.

Tabela 7 - Concentracdo de EPS presente em cada FBR FP.

FBRFP  EPS (mg/mL)

MN1 1,967 + 0,145
MN2 4,878 + 0,309
MN3 1,273 £ 0,054

HN1 97,473 *+ 3,490
HN2 114,588 * 5,613

HN3 18,693 + 0,382
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Comparando a concentragdo de EPS apresentada na Tabela 7 e a literatura
reportada em 4.3.1 [134]-[136], verifica-se que para os FBR FP MN1, MN2 e MN3, foi
obtido um intervalo de valores préximo ao descrito na literatura. No entanto, a
concentracdo de EPS obtida para os FBR FP HN1, HN2 e HN3 foi bastante discrepante.
De ressalvar ainda que podera ter ocorrido lise celular na descongelacao das culturas,
apos o armazenamento a -20 °C, na permeacao para separar a biomassa do meio de
cultura, podendo ter ocorrido mistura de compostos intracelulares com extracelulares,
ou seja, algumas das biomoléculas quantificadas no meio de cultura podem ser na
realidade compostos intracelulares, levando a um sobredoseamento dos compostos

extracelulares.
4.4. Quantificacdo de Biomoléculas Intracelulares

As biomoléculas intracelulares foram obtidas através de varios métodos de extracao.
Como referido anteriormente em 3.3.5, para a biomassa de P. cruentum produzida a
escala laboratorial, foi utilizada a extracdo multi-etapas (Figura 17) e a extracao assistida
por micro-ondas utilizando como solvente o etanol absoluto (150 °C, 15 min) e KOH 0,1
M (120 °C, 30 min) (Tabela 2). Para a biomassa de P. cruentum produzida em FBR FP,
foi utlizada a extrac@o assistida por micro-ondas utilizando como solvente KOH 0,1 M
(120 °C, 30 min) e HCI 0,1 M (120 °C, 30 min) (Tabela 2).

A extracdo em multi-etapas (ME) foi um dos métodos selecionados, uma vez que
permite obter biomoléculas, usando agua fria e quente, e condi¢des acidas e alcalinas,
de modo a maximizar a concentracdo destas biomoléculas, consoante a sua
solubilidade, inclusive polissacaridos que estdo localizados a superficie da parede

celular, através da primeira etapa de extragdo com agua fria (FW1) [54].

A extracao assistida por micro-ondas (MAE) foi o outro método selecionado, uma vez
gue é uma técnica alternativa sustentavel e, em estudos desenvolvidos anteriormente
por Gil [122] e Hussen [123] revelou ser o melhor método para a extragdo de
biomoléculas, a partir de microalgas, nomeadamente polissacaridos. Deste modo, foram
aplicados os parametros que conduziram a rendimentos de extracdo mais elevados
obtidos por Gil (KOH 0,1 M, 120 °C, 30 min) [122] e Hussen (etanol absoluto, 150 °C,
15 min) [123] & biomassa produzida a escala laboratorial. Para a biomassa produzida
em FBR FP utilizou-se KOH 0,1 M como solvente na extracéo assistida por micro-ondas,
uma vez que revelou a extracdo de um elevado teor de biomoléculas na biomassa
produzida a escala laboratorial. Assim, para a biomassa produzida em FBR FP utilizou-

se KOH 0,1 M como solvente de extracdo, bem como HCI 0,1 M, uma vez que a fracdo
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acida da ME (FHCI) revelou extrair elevadas concentracbes de biomoléculas na

biomassa produzida & escala laboratorial.[53].
4.4.1. Biomassa de P. cruentum Produzida a Escala Laboratorial
4.4.1.1. Extracdo Convencional em Multi-Etapas

De forma a avaliar o conteddo em compostos bioativos intracelulares das fracdes de
ME (FW1, FW2, FKOH, FHCI e FNaOH), obtidos a partir de biomassa produzida a
escala laboratorial sob duas condicdes de crescimento, MN (6 mM em NO3) e HN (18
mM em NO3), tendo sido quantificados os teores de polissacaridos neutros, sulfatados
e acidicos, B-(1,3)-D-glucanos e proteina total, representados na Figura 39. E de
salientar que nas fragGes de extracdo obtidas por ME nao foram identificados -(1,3)-D-

glucanos,
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Figura 39 - Efeito das condi¢6es de crescimento de P. cruentum, 6 mM (MN) e 18 mM (HN) de
NOs, na producéo de polissacaridos neutros (A), polissacéaridos acidos (B), polissacéaridos
sulfatados (C) e proteina total (D), extraidos por ME.
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Analisando a Figura 39A, relativamente ao teor de polissacaridos neutros, a fragéo
alcalina FKOH permitiu, de um modo geral, obter um maior teor destas biomoléculas,
alcancando uma concentracdo maxima de 669,994 + 83,066 mg/g biomassa em MN2.
No entanto, a fracdo acida FHCI, apresentou valores elevados, nomeadamente para a
biomassa HN1 e HN2. No que diz respeito aos polissacéaridos acidos (Figura 39B),
identificam-se 3 fracBes que permitiram a quantificacdo de altos teores desta
biomolécula, FW2, FKOH e FHCI, tendo sido atingida a maior concentracdo na fracao
FKOH da biomassa HN2, com 221,353 + 2,159 mg/g biomassa. Em relacéo ao teor de
polissacéaridos sulfatados (Figura 39C), verifica-se também que as fracdes alcalinas de
FKOH séo as que exibem teores mais elevados destes biocompostos, atingindo um
méaximo de 47,405 + 1,668 mg/g biomassa em MN3, seguidas das fracdes aquosas
FW2. Pode-se ainda verificar que a condicdo de crescimento MN permitiu a produgéo
de um teor mais elevado de polissacéridos sulfatados relativamente a condicdo de

crescimento HN.

Relativamente ao contetdo em proteina total (Figura 39D), as fragcdes obtidas com
KOH permitiram extrair a maior concentragdo desta biomolécula na condigdo de
crescimento MN, tendo sido obtida uma maior concentragdo de 19,896 + 0,811 mg/g

biomassa em MN3.

Apo6s quantificagdo destas biomoléculas, nas fracdes de ME, ndo foi possivel
identificar diferencas significativas entre a producéo da biomassa da condicdo MN e HN.
Era expectavel que, a condicdo HN levasse a uma maior producdo de compostos

intracelulares, nomeadamente proteinas [134].

Para além do teor em proteina total, foram ainda quantificadas as ficobiliproteinas:
ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina presentes nas fra¢cdes de ME (FW1, FW2, FKOH,

FHCI e FNaOH), conforme representado na Figura 40.
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Figura 40 - Efeito das condi¢Bes de crescimento de P. cruentum, 6 mM (MN) e 18 mM (HN) de
NOs", na produgéo das ficobiliproteinas: ficocianina (A), aloficocianina (B) e ficoeritrina (C),
extraidas por ME.

Observando a Figura 40, verifica-se que a ficocianina (A) e a aloficocianina (B)
apresentam maiores concentracdes, de um modo geral, nas fragbes aquosas FW2,
seguidas das fracdes FKOH, alcancando a maior concentracdo na biomassa HN1 na
fracdo FW2 com 15,266 mg/g de ficocianina e 15,596 mg/g de aloficocianina. A
ficoeritrina (C) é a ficobiliproteina extraida em maior concentragdo, destacando-se as
fracdes aquosas FW1 e FW2, verificando-se uma concentragdo maxima de 19,331 mg/g
biomassa no extrato aguoso FW2 da biomassa HN1.

Seria de esperar que FW1 apresentasse maiores concentracdes de ficobiliproteinas,
uma vez que estas proteinas coloridas sao termossensiveis, e a medida que sao sujeitas
a temperaturas elevadas durante um certo tempo, como acontece com FW2, podem
desnaturar. Além disso, a ficoeritrina apresenta boa estabilidade a pH entre 4 e 10, mas
fora deste intervalo, como é o caso das fragdes FKOH (pH 14), FHCI (pH 0,22) e FNaOH

(pH 13), as concentracdes detetadas sé@o bastante reduzidas, ou até mesmo nulas [36],
[137].
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No entanto, o espetro de UV-Vis de FW1 assemelha-se mais com os espetros de
ficoeretrina publicados por Munier et al. [137], quando comparados com o0s obtidos para
as restantes fracdes da ME, como se pode observar através da Figura 41, fomentando
a ideia que estas proteinas foram desnaturadas quando sujeitas a temperatura de 100
°C (FW2) e a presenca dos solventes KOH, HCI e NaOH.

Absorvancia (u.a.)

400 450 500 550 800 650 400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)

Fw1 Fwz2 FKOH FHCI FNaOH

Figura 41 - Espetro de UV-Vis dos extratos obtidos por multi-etapas (MN1 como exemplo) (A)
e publicado na literatura (B) [137].

Segundo Li et al. [134], seria de esperar uma maior concentracdo de ficoeritrina na
biomassa produzida sob as condi¢cdes de crescimento HN. Para a extragdo aquosa
FW1, é possivel observar que a condicdo HN levou a producdo de maiores
concentracdes desta proteina do que na condi¢édo de crescimento MN, com excecao da
biomassa HN1.

4.4.1.2. Extragao Assistida por Micro-ondas

De forma a quantificar os extratos obtidos por MAE, utilizando como solvente de
extracdo etanol absoluto e KOH 0,1 M, a partir da biomassa produzida nas condicbes
de crescimento MN e HN, foram determinados os teores em polissacaridos neutros,
sulfatados e acidicos, (-(1,3)-D-glucanos e proteina total, conforme representado na
Figura 42. Mais uma vez, é de referir que nos extratos obtidos por MAE nao foram
identificados 3-(1,3)-D-glucanos.
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Figura 42 - Efeito das condi¢cbes de crescimento de P. cruentum, 6 mM (MN) e 18 mM (HN) de
NOs-, na producgéo de polissacaridos neutros, acidos, sulfatados e proteinas extraidos por MAE
EtOH, 150 °C, 15 min (A) e MAE KOH 0,1 M, 120 °C, 30 min (B).

Atraveés da Figura 42, é possivel verificar que as condi¢cdes de extracdo, temperatura
de 120 °C, 30 minutos de irradiagcdo e KOH 0,1 M como solvente, permitiu um maior
contetdo de biocompostos. O maior teor de polissacaridos neutros, acidos e de proteina
total foi alcangado em HN1 com 713,626 + 62,840 mg/g biomassa, 558,349 + 4,484
mg/g biomassa e 11,654 = 0,325 mg/g biomassa, respetivamente. Ja& a maior
concentracdo de polissacéridos sulfatados foi alcancada em HN3 com 20,014 + 1,327

mg/g biomassa.

Apesar do maior conteddo em biocompostos produzidos ter sido alcancada na
condicdo de crescimento HN, ndo existem diferencas significativas entre a producéo da
biomassa da condicdo MN e HN. Tal como para o método de extracdo ME, seria de
esperar um teor mais elevado em compostos intracelulares, principalmente proteinas,
na condicao de producdo HN [134].

As ficobiliproteinas, ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina foram também
quantificadas nos extratos obtidos por MAE utilizando como solvente etanol absoluto e
KOH 0,1 M, Figura 43.
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Figura 43 - Efeito das condigbes de crescimento de P. cruentum, 6 mM (MN) e 18 mM (HN) de
NOs, na producéo de ficobiliproteinas, extraidas por MAE: EtOH, 150 °C, 15 min (A) e KOH 0,1
M, 120 °C, 30 min (B).

Analisando a Figura 43, verifica-se que o extrato MAE KOH, 120 °C, 30 min (B),
contém uma concentracdo mais elevada de ficobiliproteinas do que o extrato MAE
EtOH, 150 °C, 15 min (A). As condi¢des de extracdo utilizando EtOH, 150 °C, 15 min
(A), permitiu que a aloficocianina fosse a ficobiliproteina com teores mais elevados
extraidos das biomassas MN1, MN2, HN1 e HN2. Nas condi¢des de extragdo KOH 0,1
M, 120 °C, 30 min (B), a ficoeritrina foi a ficobiliproteina obtida com concentragfes mais
elevadas, seguida da aloficocianina. Os maximos destas proteinas coloridas foram
alcancados para a biomassa HN1 com 55,590 mg/g biomassa de ficoeritrina, 49,027

mg/g biomassa de aloficocianina e 44,223 mg/g biomassa de ficocianina.

Segundo Rodrigues, de Castro, Santiago-Aguiar e Rocha [138], o pH é um dos
fatores mais importantes na extracao de ficobiliproteinas. Ao aumentar o pH do meio,
as ficobiliproteinas ficam carregadas negativamente, o que favorece a interacdo com o
solvente, facilitando o processo de extracdo. Este facto poderd explicar as maiores
concentracdes de ficobiliproteinas nos extratos obtido por MAE utilizando KOH 0,1 M

como solvente, relativamente ao extrato de MAE utilizando EtOH como solvente.

Por ultimo, foram ainda quantificados os teores em lipidos nos extratos obtidos por
MAE, utilizando etanol como solvente, pelo método colorimétrico da Sulfofosfovanilina,
uma vez que, geralmente, os lipidos s&o sollveis em solventes organicos, como é o

caso do etanol, Figura 44.
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Figura 44 - Efeito das condi¢cbes de crescimento de P. cruentum, 6 mM (MN) e 18 mM (HN) de
NOs, na producao de lipidos, extraidos por MAE EtOH, 150 °C, 15 min.

MN1

Observando a Figura 44, verifica-se que, em geral, a condicdo de producdo MN
permitiu alcancar uma maior concentracao de lipidos, com valores entre 28,359 + 2,744
e 36,748 + 2,264 mg/g biomassa. No entanto, Li et al. [134] ndo obteve uma grande
diferenca de concentracéo no teor de lipidos totais variando a concentracao da fonte de

azoto.

Durmaz, Monteiro, Bandarra, Gokpinar e Isik [39], apds crescimento de P. cruentum
em cultura batch de 10 L, quantificou o teor de lipidos por cromatografia gasosa, apés
esterificacdo e obteve 2,5 mg/g biomassa de &acidos gordos monoinsaturados e 59,1
mg/g biomassa de &cidos gordos polinsaturados. Huang et al. [139], apds producéo de
P. cruentum em fotobiorreatores em coluna, quantificou o conteddo de lipidos por
cromatografia gasosa apos metilagédo, obtendo 48,21 + 1,34 mg/g biomassa de acidos
gordos polinsaturados. No presente estudo ndo se obtiveram concentragdes tédo
elevadas de lipidos como na literatura, no entanto, a producéo, o método utilizado na

lise celular e os métodos de quantificacdo sédo fatores que afetam esta determinacéo.
4.4.1.3. Comparacédo dos Métodos de Extracdo

De forma a comparar os resultados obtidos pelos métodos de extracao utilizados, ou
seja, ME E MAE, considerou-se o somatorio dos contetdos determinados para as 5
fracOes obtidas na ME (FW1, FW2, FKOH, FHCI| e FNaOH) e representou-se na Tabela
8.
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Tabela 8 - Comparagdo dos métodos de extragdo, ME, MAE EtOH (150 °C, 15 min) e MAE

KOH 0,1 M (120 °C, 30 min).

Condicéo de ME MAEEIOH  \\AE KOH 0,1 M
Crescimento  (mg/g biomassa) . (mg/g (mg/g biomassa)
biomassa)
MN1 1099,852 + 50,694 61,433 £3,694 250,988 + 16,575
. MN2 1270,230 £ 105,960 35,527 + 0,308 612,662 + 87,818
Polissacaridos MN3 1158,781 + 105,757 51,355+ 0,615 563,290 * 20,246
Neutros HN1 1038,388 + 43,212 61,806 + 3,076 713,626 + 62,840
HN2 983,988 + 59,253 52,124 + 1,541 556,602 + 92,015
HN3 894,761 + 15,346 51,560 + 4,939 489,633 + 16,933
MN1 563,808 + 17,177 16,828 £+ 0,711  334,6111 + 6,837
. MN2 374,507 + 24,230 0,830 + 0,503 461,645 + 20,812
Polissacaridos MN3 314,240 % 24,480 16,452 £ 1,506 230,721 + 18,944
Acidos HN1 468,317 + 23,578 29,242 £ 3,516 558,349 £ 4,484
HN2 529,318 £ 7,103 28,945 £ 1,007 353,488 £ 5,348
HN3 400,544 + 24,427 7,962 £ 0,504 309,868 + 12,427
MN1 71,153 £ 2,207 9,458 + 1,259 19,670 £ 0,904
. MN2 79,432 £ 2,772 8,390 + 2,266 13,773 £ 0,088
Polissacaridos MN3 81,263 £ 2,656 13,002 + 0,251 15,346 £ 0,784
N HN1 43,914 + 2,040 7,848 £ 2,515 11,540 £ 0,748
HN2 47,739 + 2,147 10,002 £ 1,512 17,834 £ 1,465
HN3 45,852 + 3,153 0,413 + 0,008 20,014 + 1,327
MN1 29,268 + 3,056 4,033 + 0,109 6,945 + 0,109
MN2 36,858 + 0,702 2,976 £ 0,232 10,720 £ 0,921
* Proteina MN3 35,914 + 1,386 3,966 + 0,066 11,181 £ 1,325
Total HN1 31,235 £ 2,157 3,282 £ 0,280 11,654 £ 0,325
HN2 36,818 = 2,501 3,294 £ 0,504 8,636 £ 1,853
HN3 26,367 £ 2,774 3,967 £ 0,189 8,187 £0,116
MN1 17,167 0,242 18,628
MN2 18,944 0,225 30,573
Ficocianina MN3 17,873 0,342 36,729
HN1 19,359 0,744 44,223
HN2 17,473 0,299 36,280
HN3 7,848 0,483 27,415
MN1 18,561 2,073 19,566
MN2 20,440 1,215 32,136
Aloficocianina MN3 19,165 1,856 39,689
HN1 21,982 2,690 49,027
HN2 20,219 1,571 39,469
HN3 9,056 1,915 28,912
MN1 30,988 1,915 24,076
MN2 33,450 1,206 38,807
Ficoeritrina MN3 29,570 1,989 45,444
HN1 31,142 2,165 55,590
HN2 34,098 1,552 45,406
HN3 24,433 2,029 34,680

* Os valores apresentados sao a média de duas ou trés réplicas técnicas + desvio padréo.

O método de extracdo convencional ME permitiu a obtencéo de valores superiores
de polissacéaridos neutros, polissacaridos sulfatados e proteina total. Este resultado
pode ser explicado pelo facto da ME ser fracionada em 5 etapas utilizando diferentes
condicbes de extracdo, permitindo maximizar o rendimento de extracdo das

biomoléculas. No entanto, para os polissacaridos acidos, a extragdo MAE com KOH 0,1
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M como solvente, permitiu obter conteddos proximos, ou até mesmo superiores, aos
obtidos por ME. Esta extracdo, MAE KOH 0,1 M, também favoreceu a obtencédo de uma

maior concentracao das ficobiliproteinas

Além dos extratos obtidos por ME apresentarem valores superiores em algumas
biomoléculas, este método ainda apresenta a vantagem de dar origem a 5 fracdes de
extracdo com caracteristicas diferentes, indicando o fracionamento de biomoléculas
com caracteristicas diferentes [55]. No entanto, na extracdo por ME, o facto de se
considerar o somatorio dos conteudos dos compostos doseados, pode acarretar erros
e sobrevalorizar os contetdos determinados, como se pode verificar para o teor em

polissacéaridos neutros (Tabela 8).

Contudo, para a obtencéo de polissacaridos acidos e de ficobiliproteinas, uma vez
que o extrato obtido por MAE KOH 0,1 M, apresentou valores proxXimos ou mesmo
superiores, aos obtidos por ME, esta técnica podera ser vantajosa, uma vez que ha
reducdo significativa no tempo de extracdo, menor consumo de solvente e regendo-se

pelos principios da quimica verde [51].

Em MAE existem varios parametros que podem ser otimizados de modo a maximizar
a extracao das varias biomoléculas, nomeadamente o tempo de irradiacéo, o solvente,
0 racio biomassa:solvente e a temperatura (ou poténcia). Estes parametros ja foram
avaliados e otimizados, para biomassa de microalgas, por Hussen [123]. As condi¢Ges
utilizadas (KOH 0,1 M, 120 °C, 30 min) permitiram a extracdo de um maior teor em
polissacéaridos acidos e de ficobiliproteinas. Outras condi¢cdes de extracdo poderiam

levar a uma extracdo superior de outras biomoléculas [36], [53].

4.4.2. Biomassa de P. cruentum Produzida em Fotobiorreatores Flat Panel
4.4.2.1. Extragao Assistida por Micro-ondas

De forma a monitorizar os extratos obtidos por MAE utilizando como solvente KOH
0,1 M e HCI 0,1 M, foram quantificados os teores em polissacaridos neutros, sulfatados

e acidicos, B-(1,3)-D-glucanos e proteina total, representados na Figura 45.

82/130



Resultados e Discussao

" A% il ®77

6

L
oy
3]
L

3]

Polissacaridos sulfatados e proteina total

g8 B
B

]
o

0 'y

_ =
B & - B r
. : | I .
1 b 80 - z _
60 i
q - 60 -
40 .
. " I 40 -
20 5 i 1 i 20 + B -
0 0 0 =
HN1 HN2 HN3 MN2 MN3 HN1 HN2 H

MN1 MN2 MN3 MN1

éA
S

o
[

(mg/g biomassa)

(mg/g biomassa)
(mg/g biomassa)

o

Polissacaridos sulfatados e proteina total

[N]

Polissacaridos neutros e acidos
(mgl/g biomassa)
@
=]
U
Polissacaridos neutros e acidos

0

N3

uPol aridos Neutros = Pali aridos Acidos  Polissacéridos Sulfatados m Proteina Total W Polissacaridos Neutros © Poli aridos Acidos ~ Poli aridos Sulfatados ® Proteina Total

Figura 45 - Efeito das condi¢cbes de crescimento de P. cruentum, 6 mM (MN) e 18 mM (HN) de
NOs-, na producgéo de polissacaridos neutros, acidos, sulfatados e proteinas extraidos por MAE
a 120°C durante 30 min, utilizando como solvente KOH 0,1 M (A) e HCI 0,1 M (B).

Analisando a Figura 45, ndo € possivel identificar qual o solvente que permite a
extracdo do maior teor de polissacaridos neutros e acidos. Em condi¢des alcalinas de
extragcdo (KOH 0,1 M) foram obtidos valores méaximos de teor de polissacaridos acidos
extraidos da biomassa produzida no FBR FP MN2 com 167,971 + 2,929 mg/ g biomassa.
Ja em condi¢des acidas (HCI 0,1 M) verificaram-se valores mais elevados nos extratos
obtidos a partir da biomassa cultivada no FBR FP HN1 com 182,851 + 17,082 mg/g
biomassa. Em relacdo aos polissacaridos sulfatados, os extratos alcalinos
apresentaram maiores conteudos, verificando-se valores mais elevados para a
biomassa produzida no FBR FP MN2 com 12,205 + 0,044 mg/g biomassa. Na biomassa
desenvolvida dos FBR FP MN2, MN3 e HN1, ndo foram detetados polissacaridos
sulfatados, extraidos com HCI 0,1 M. Relativamente aos contetidos em proteina total, o
KOH 0,1 M permitiu obter maiores teores, sendo a maior concentragdo atingida na
biomassa produzida no FBR FP HN2 com 28,897 + 1,510 mg/g biomassa.

Ao comparar os biocompostos extraidos atraves de MAE utilizando condi¢bes
alcalinas e acidas, nao se encontram diferencas significativas entre a condicdo de
producdo MN e HN. Como ja referido anteriormente, seria de esperar uma maior
producdo de compostos intracelulares, principalmente proteinas, na condicdo de
producdo HN [134].

Como descrito em 4.1, constatou-se que a biomassa da cultura do FBR FP MN3 e
HN2 comecou a decrescer antes de atingir a fase estacionéria de crescimento. Nestas
culturas o teor em polissacéridos &cidos também foi o0 menor, tanto nas extragdes com
KOH 0,1 M como com HCI 0,1 M, bem como para 0s polissacaridos neutros.
Relativamente ao teor de proteina total, nestas culturas foi atingida a maior

concentracdo destas biomoléculas, utilizando KOH como solvente de extragdo, com
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20,383 + 0,126 mg/g biomassa no FBR FP MN3 e 28,897 + 1,510 mg/g biomassa no
FBR FP HN2.

As ficobiliproteinas, ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina foram também
gquantificadas nos extratos obtidos por MAE, como se pode observar na Figura 46. No
extrato acido da biomassa produzida em FBR FP HN1 e HN2 néo foi possivel quantificar
o teor destas proteinas devido a falta de extrato.
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Figura 46 - Efeito das condi¢cbes de crescimento de P. cruentum, 6 mM (MN) e 18 mM (HN) de

NOs", na producéo de ficobiliproteinas extraidos por MAE a 120°C durante 30 min, utilizando
como solvente KOH 0,1 M (A) e HCI 0,1 M (B).

Analisando a Figura 46, verifica-se que o0s extratos alcalinos apresentam
ficobiliproteinas em concentracdes superiores, sendo a ficoeritrina a ficobiliproteina
extraida em maiores concentragdes, alcangando 4,352 mg/mL no FBR FP HN1, seguida
da aloficocianina, com uma concentragdo de 3,811 mg/mL, e de ficocianina 3,403
mg/mL. A ficoeritrina foi igualmente a ficobiliproteina obtida em maiores concentragdes,
nos extratos acidos, seguida da ficocianina. As maiores concentragdes destas proteinas
coloridas foram alcancadas nos extratos obtidos a partir da biomassa FBR FP MN3, com
0,459 mg/mL de ficoeritrina, 0,347 mg/mL de ficocianina e 0,352 mg/mL de
aloficocianina.

Como ja foi descrito anteriormente, segundo Rodrigues, de Castro, Santiago-Aguiar
e Rocha [138], ao aumentar o pH do meio, as ficobiliproteinas ficam carregadas
negativamente, o que favorece a interagdo com o solvente, facilitando o processo de
extracdo. Este facto podera explicar as maiores concentragdes de ficobiliproteinas em
MAE utilizando KOH 0,1 M como solvente, relativamente a MAE utilizando HCI 0,1 M

como solvente.
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Uma vez que a concentracéo celular da cultura do FBR FP MN3 e HN2 comecou a
decrescer antes de atingir a fase estacionaria de crescimento, as ficobiliproteinas

apresentaram concentragdes baixas na biomassa produzida nestes FBR FP.

4.4.3. Comparacédo dos Teores de Biomoléculas Intracelulares Produzidas

a Escala Laboratorial com as Produzidas em Fotobiorreatores Flat Panel

Uma vez que o método de extracdo convencional em multi-etapas néo foi aplicado a
biomassa produzida em fotobiorreatores flat panel, a comparacdo dos teores em
biomoléculas intracelulares foi avaliada apenas para o método de extracdo MAE, a uma
temperatura de 120 °C durante 30 min, utilizando KOH 0,1M e HCI 0,1 M como

solventes. O resumo dos resultados obtidos encontra-se na Tabela 9.

Tabela 9 - Comparacédo dos teores em biomoléculas intracelulares produzidas a escala
laboratorial (MAE KOH 0,1 M, 120 °C, 30 min) e em FBR FP, apos extracdo MAE.
(Continua na pégina seguinte)

Escala
Laboratorial

FBR FP

Condicdes de MAE KOH 0,1 M

Crescimento

(mg/g biomassa)

MAE KOH 0,1 M

(mg/g biomassa)

MAE HCI 0,1 M

(mg/g biomassa)

MN1 250,988 + 16,575 74,625 + 2,776 161,280 + 2,777
MN2 612,662 + 87,818 120,599 + 0,536 175,025 + 8,640
) * o MN3 563,290 + 20,246 78,271 £ 0,616 110,225 + 0,309
Polissacaridos
Neutros HN1 713,626 + 62,840 131,747 £ 6,477 182,851 + 17,082
HN2 556,602 + 92,015 71,607 £ 0,309 67,819 + 3,687
HN3 489,633 + 16,933 80,875+ 17,787 106,953 + 1,851
MN1 334,6111 + 6,837 103,501 + 0,421 154,523 + 6,323
MN2 461,645 + 20,812 167,971 + 2,929 123,225 + 0,843
) * . MN3 230,721 + 18,944 76,628 £ 1,263 82,090 + 1,686
Polissacaridos
Acidos HN1 558,349 + 4,484 134,733 £ 1,475 125,476 + 1,795
HN2 353,488 + 5,348 79,706 + 1,265 75,797 £ 1,679
HN3 309,868 + 12,427 121,008 + 1,473 84,475 + 1,686
MN1 19,670 + 0,904 3,763 + 0,030 0,051 + 0,015
MN2 13,773 £ 0,088 12,205 + 0,044 n.d.
] * . MN3 15,346 + 0,784 4,258 + 0,098 n.d.
Polissacaridos
Sulfatados HN1 11,540 + 0,748 5,767 + 0,794 n.d.
HN2 17,834 + 1,465 3,738 + 0,068 0,515 + 0,033
HN3 20,014 + 1,327 5,728 + 0,309 0,290 + 0,010
MN1 6,945 + 0,109 13,641 + 0,629 0,878 £ 0,189
MN2 10,720 + 0,921 16,490 + 0,437 3,324 +£ 0,377
* Proteina MN3 11,181 + 1,325 20,383 + 0,126 5,148 * 0,566
Total HN1 11,654 + 0,325 17,337 £ 0,660 5,386 + 0,603
HN2 8,636 + 1,853 28,897 + 1,510 5,037 £ 0,063
HN3 8,187 £ 0,116 19,691 + 1,538 4,570 + 0,000

* Os valores apresentados sdo a média de duas ou trés réplicas técnicas + desvio padrao.
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Tabela 9 - Comparacao das biomoléculas intracelulares produzidas a escala laboratorial (MAE
KOH 0,1 M, 120 °C, 30 min) e em FBR FP (MAE KOH 0,1 M, 120 °C, 30 min e MAE HCI 0,1 M,
120 °C, 30 min).

(Continuacéo)

Escala

Laboratorial RESE
Condicbes
de MAEKOHO0,1M MAEKOHO0,1M MAE HCI 0,1 M
Cresciment (mg/g biomassa) (mg/g biomassa) (mg/g biomassa)
0
MN1 18,628 6,590 0,390
MN2 30,573 39,965 1,291
L MN3 36,729 4,758 3,523
Ficocianina
HN1 44,223 59,530 -
HN2 36,280 9,542 -
HN3 27,415 36,884 0,625
MN1 19,566 6,480 0,331
MN2 32,136 41,933 1,177
, o MN3 39,689 4,546 3,470
Aloficocianina
HN1 49,027 66,663 -
HN2 39,469 9,472 -
HN3 28,912 41,419 0,526
MN1 24,076 8,614 0,615
MN2 38,807 51,091 1,765
i . MN3 45,444 6,557 4,588
Ficoeritrina
HN1 55,590 76,131 -
HN2 45,406 14,689 -
HN3 34,680 47,534 0,998

Analisando a Tabela 9, verifica- se que, apesar da biomassa produzida em FBR FP
apresentar maior teor de proteina total, em termos de polissacaridos neutros, acidos e
sulfatados, a biomassa produzida a escala laboratorial exibiu um maior contetdo destas
biomoléculas. Estes resultados podem ter origem no facto da biomassa produzida a
escala laboratorial ter pardmetros de crescimento mais controlado, nomeadamente
arejamento e luminosidade, e sem contaminacdes, permitindo alcancar maior
concentracdo de biomassa e, consequentemente, maior producdo de biomoléculas

intracelulares.

Relativamente as ficobiliproteinas, a producéo da biomassa a escala laboratorial levou

a uma maior concentragdo destas biomoléculas, de um modo geral.

Segundo Fuentes, Fernandez, Pérez e Guerrero [17], em P. cruentum produzida sob
vérias condi¢Bes diferentes de crescimento num fotobiorreator tubular, o maior conteddo

em polissacaridos totais atingido foi de 393 mg/g biomassa, determinado pelo método
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da antrona e de proteina foi de 408 mg/g biomassa. Relativamente aos polissacaridos
neutros, estes foram da mesma ordem de grandeza dos obtidos neste estudo. No
entanto, na biomassa produzida a escala laboratorial foi possivel atingir maiores
concentracdes desta biomolécula. Em relacdo a proteina total, neste estudo foi obtido
uma concentracdo muito menor a registada na literatura. A discrepancia de
concentracdes de proteina total podera estar relacionada com as condicBes de

producdo e extracdo [18].

Li et al. [134] obteve 2,14 mg/mL de polissacaridos neutros, pelo método do fenol-acido
sulfurico, e 1,01 mg/mL de proteina total, quantificada pelo método de Lowry.
Comparando com os resultados obtidos, o teor em proteina total € da mesma ordem de
grandeza, enquanto a concentracdo de polissacaridos neutros obtida foi muito superior

a descrita na literatura.

Com o objetivo de quantificar ficobiliproteinas, Juin et al. [36], produziu P. cruentum a
escala laboratorial em fotobiorreatores de coluna de 50 L. Apés a otimizacédo de varios
parametros, obteve a maxima concentracdo de ficoeritrina (73,7 + 2,3 mg/g biomassa)
por MAE utilizando 4gua como solvente a 40 °C, durante 10 segundos. A temperaturas
superiores a 40 °C, a ficoeritrina foi danificada termicamente. Ja a ficocianina (34,8 +
6,4 mg/g biomassa) e a aloficocianina (32,3 £ 1,1 mg/g biomassa) foram obtidas em
maior concentragdo, pelo mesmo método de extragdo, mas utilizando uma temperatura
de 100 °C. Esta combinacdo de temperatura elevada e tempo curto de irradiacdo
permitiu obter a ficocianina e a aloficocianina da membrana tilacéide sem desnaturagéo
térmica. Comparando estes resultados com os obtidos neste estudo, verifica-se que
para a biomassa do FBR FP HN1 extraida por MAE utilizando como solvente KOH 0,1

M, foram obtidos maiores contetidos destas ficobiliproteinas.

4.5. Propriedades Antioxidantes

As microalgas tém sido cada vez mais procuradas como antioxidantes naturais, em
alternativa aos antioxidantes sintéticos. Esta atividade antioxidante podera ter origem
em compostos antioxidantes como compostos fendlicos, flavonéides ou polissacéridos,

produzidos por estes organismos [99].

4.5.1. Biomoléculas Extracelulares
Aos compostos extracelulares, excretados durante o crescimento celular a escala
laboratorial, foi avaliado o teor em compostos fendlicos totais, flavondéides totais e foi

avaliada a atividade antioxidante, pelo método do radical ABTS.
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As propriedades antioxidantes foram avaliadas nas biomoléculas extracelulares
produzidas a escala laboratorial. Esta avaliacdo foi realizada as biomoléculas sujeitas a
precipitacao alcodlica bem como ao meio de crescimento sem qualquer tratamento,

como se pode observar na Figura 47.
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Figura 47 - Compostos fendlicos totais, flavonoéides totais e atividade antioxidante,
guantificados diretamente no meio de crescimento apds precipitacdo com alcool e dissolugdo
em NaOH 1M.

Pela analise da Figura 47, verifica-se que relativamente aos compostos fendlicos
totais e flavondides totais, ndo foi possivel concentrar estas biomoléculas, uma vez que
foi detetado uma maior concentracdo no meio de crescimento sem qualquer tratamento
do que apods precipitacdo alcodlica. Estas biomoléculas apresentaram uma
concentragcdo maxima de 0,014 = 0,009 mg/mL de compostos fendlicos totais no meio
de cultura direto HN1 e 0,140 % 0,049 mg/mL de flavonoides totais no meio de cultura
direto MN1. No entanto, a atividade antioxidante detetada, foi superior no meio de
crescimento sujeito a precipitacdo, com excecdo do MN1. A atividade maxima atingida

foi no meio de crescimento precipitado MN2 com 0,076 + 0,006 mg TE/mL.

De ressalvar novamente que a dissolugéo dos EPS em NaOH 1 M com refluxo a 86
°C nao foi completa, o que podera indicar que a concentracdo das biomoléculas
guantificadas nao corresponde a totalidade de biomoléculas precipitadas. Além disso,
como ja foi referido anteriormente, poderd ter ocorrido lise celular, durante o
descongelamento das culturas celulares apés armazenamento a -20 °C, o que podera

indiciar que algumas das biomoléculas identificadas sejam intracelulares.

4.5.2. Biomoléculas Intracelulares
Os extratos obtidos por ME e MAE a partir da biomassa produzida a escala

laboratorial e em FBR FP foram avaliados quanto a sua atividade antioxidante e ao teor
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em compostos fendlicos e flavondides totais, de modo a permitir a andlise da possivel

influéncia das condicdes de crescimento nestas propriedades.

45.2.1. Biomassa de P. cruentum Produzida a Escala Laboratorial

As 5 fracles de extracdo ME e os extratos obtidos por MAE utilizando EtOH e KOH
0,1 M como solventes, obtidos a partir da biomassa produzida a escala laboratorial
foram doseados pelos métodos anteriormente descritos, para a quantificacdo de
compostos fendlicos e flavonodides totais, e os resultados obtidos esté@o representados
nas Figuras 48 e 49.
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Figura 48 - Influéncia dos paradmetros de crescimento na producéo de compostos fendlicos
totais (A) e flavondides totais (B) extraidos por ME.
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Figura 49 - Influéncia dos parédmetros de crescimento na producao de compostos fendlicos
totais e flavondides totais extraidos por MAE (A) EtOH, 150 °C, 15 min (B) KOH 0,1 M, 120 °C,
30 min.

Pela andlise da Figura 48, é notério que todas as fracOes alcalinas FKOH obtidas
pelo método ME demonstram ter o maior teor em compostos fendlicos totais, atingindo
um maximo de 5,105 + 0,027 mg GAE/g biomassa na condi¢do de crescimento HN3.

Relativamente aos flavondides totais, verifica-se, de um modo geral, um maior contetido
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nas fragcbes aquosas FW2 detetando-se um valor maximo de 5,603 + 0,458 mg CE/g

biomassa em produzida na condigédo de crescimento MN2.

Quanto aos extratos obtidos por MAE (Figura 49 A) observou-se que a utilizacao de
KOH 0,1 M como solvente permitiu extrair maiores teores quer de compostos fendlicos
quer de flavondides totais, quando comparados com 0s extratos etanolicos. (Figura 49
B).

A atividade antioxidante dos extratos obtidos foi determinada através do método do
radical ABTS, e encontra-se representada na Figura 50. Os resultados foram expressos

em mg de equivalente de Trolox (TE) por g de biomassa.
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Figura 50 - Atividade antioxidante determinada pelo método do radical ABTS nos extratos
obtidos por ME (A) e MAE EtOH, 15 min, 150 °C (B).

E de salientar que ao contrario do expectavel, para os extratos de MAE (KOH 0,1 M,
30 min, 120 °C), ndo foi detetada atividade antioxidante. Estes resultados nado
concordantes com os obtidos através de ME, onde se verificou que as fracdes alcalinas
FKOH (Figura 50 A) apresentam maior capacidade antioxidante, alcangcando um
méaximo de 5,306 + 0,061 mg TE/g biomassa nas condi¢fes de crescimento MN2. Uma
vez que, estas fracbes sdo, de um modo geral, as que apresentam maior teor em
polissacaridos neutros, polissacéaridos sulfatados e compostos fendlicos, Figuras 39 e
48, a atividade antioxidante demonstrada, podera estar relacionada com a presenca

destas biomoléculas [99].

Para MAE EtOH, 15 min, 150 °C (B), o maximo da atividade antioxidante foi em MN1
com 3,556 + 0,052 mg/g biomassa. A biomassa MN1 apresentou uma das maiores
concentracdes de polissacaridos neutros, compostos fendlicos totais e flavonéides
totais, Figuras 42 e 49. Novamente, a atividade antioxidante demonstrada podera

derivar destas biomoléculas, descritas como apresentando atividade antioxidante [99].
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De forma semelhante, o extrato derivado da biomassa MN1, obtido por MAE EtOH,
15 min, 150 °C (Figura 50 B), demonstrou o maximo de atividade antioxidante com 3,556

+ 0,052 mg TE/g biomassa.

No entanto, na analise da influéncia dos pardmetros de crescimento na atividade
antioxidante, nomeadamente a variacdo da concentracdo de NOs no meio de cultura,

este estudo nao foi conclusivo.

De forma a comparar os resultados obtidos pelos dois métodos de extracao aplicados
a biomassa de P. cruentum produzida em diferentes condicfes, construiu-se a Tabela
10. Estes resultados representam o somatério dos contetdos determinados para as 5
fracOes obtidas em ME (FW1, FW2, FKOH, FHCI e FNaCl).
Tabela 10 - Doseamento dos compostos fendlicos e flavonoides totais e actividade

antioxidante, nos extratos obtidos por ME, MAE (EtOH; 150 °C, 15 min) e MAE (KOH 0,1 M;
120 °C, 30 min).

Condigao de ME MAE EtOH MAE KOH 0,1 M
Crescimento (mg/g biomassa) . (nere (mg/g biomassa)
biomassa)
MN1 8,398 + 0,991 2,720 + 0,129 2,552 + 0,206
MN2 8,651 +£1,012 1,617 £0,134 2,582 + 0,155
* Com,p_ostos MN3 7,325 £ 1,370 1,785 + 0,145 2,315 £ 0,169
FTO(?[giCSOS HN1 7,893 + 0,840 1,923 +0,118 6,835 + 0,409
HN2 8,727 £ 0,206 1,574 £ 0,094 2,956 £ 0,327
HN3 8,294 + 0,488 2,190 £ 0,102 2,521 £ 0,149
MN1 9,023 + 0,870 3,556 + 0,052 3,382 + 1,529
MN2 11,807 £ 0,617 2,556 £ 0,014 2,795 £ 2,597
* Flavonoides MN3 13,352 + 1,793 2,750 + 0,093 8,578 + 0,793
Totais HN1 9,754 £ 0,719 2,833 £0,010 5,214 £ 0,671
HN2 7,744 +£ 0,373 2,281 + 0,069 3,559 + 0,198
HN3 7,590 + 0,559 3,178 + 0,028 8,517 + 0,590
MN1 6,573 £ 0,344 3,556 £ 0,052 n.d.
MN2 8,261 + 0,368 2,556 + 0,014 n.d.
* Atividade MN3 9,320 + 0,261 2,750 + 0,093 n.d.
Antioxidante HN1 8,005 + 0,226 2,833 0,010 n.d.
HN2 7,025 +£0,174 2,281 £ 0,069 n.d.
HN3 7,585 £ 0,190 3,178 + 0,028 n.d.

* Os valores apresentados sao a média de duas ou trés réplicas técnicas + desvio padréao.

Como ja foi referido anteriormente, a extracao por MAE usando KOH 0,1 M como
solvente, permitiu obter maiores teores de compostos fendlicos totais e flavondides
totais, relativamente a utilizacdo de EtOH como solvente. No entanto, através de ME

foram obtidos contelidos mais elevados destas moléculas.
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Da mesma forma, os extratos de ME, demonstraram no total, atividade antioxidante
mais elevada. Este resultado seria o esperado, uma vez que, esta extracdo também
obteve o maior teor de polissacaridos totais, acidos, sulfatados, compostos fendlicos

totais e flavondides totais, Figuras 39 e 48 [99].

4.6.2.2. Biomassa de P. cruentum Produzida em Fotobiorreatores Flat Panel
Para os extratos obtidos por MAE KOH 0,1 M, 120 °C, 30 min e MAE HCI 0,1 M, 120
°C, 30 min, a partir da biomassa produzida em FBR FP, foi determinado o teor de

compostos fendlicos e flavondides, cujos resultados estédo representados na Figura 51.
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Figura 51 - Compostos fendlicos totais e flavonoides totais extraidos por MAE KOH 0,1 M, 120
°C, 30 min (A) e MAE HCI 0,1 M, 120 °C, 30 min (B).

Mais uma vez, a utilizacdo de KOH 0.1M como solvente (Figura 51A) permitiu obter
um teor maior destes compostos alcan¢cando o maximo no FBR FP HN1 com 8,665 +
0,181 mg GAE/g biomassa de compostos fendlicos e 51,782 + 2,315 mg GAE/g
biomassa de flavondides totais.

A concentragdo celular da biomassa desenvolvida em FBR FP nas condi¢cdes de
crescimento MN3 e HN2, que comecou a decrescer antes de chegar a fase estacionaria,
apresentando um teor muito baixo de flavondides totais extraidos por MAE com KOH
0,1 M. No entanto, a concentracdo dos compostos fendlicos nos extratos alcalinos e a
concentracdo das duas biomoléculas nos extratos acidos ndo revelaram diferencas
significativas, relativamente a biomassa produzida nos FBR FP onde o crescimento

celular teve um comportamento dentro do esperado.
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A atividade antioxidante também foi determinada para os extratos obtidos por MAE
nas duas condi¢des de extracao, e esta representada na Figura 52.
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Figura 52 - Atividade antioxidante dos extratos obtidos por MAE a 120 °C durante 30 min, em
KOH 0,1 M e em HCI 0,1 M.

Observando a Figura 52, verifica-se que os extratos alcalinos apresentam maior
atividade antioxidante do que os extratos acidos. Uma vez que os teores em
polissacaridos neutros e acidos ndo apresentam diferencas entre os dois tipos de
extrato, a atividade antioxidante podera ter origem nos compostos fendélicos totais e nos

flavonoides totais presentes em maior concentracdo nos extratos alcalinos [99].

4.5.3. Comparagdo das Propriedades Antioxidantes da Biomassa

Produzidas a Escala Laboratorial e em Fotobiorreatores Flat Panel

Uma vez que, os extratos obtidos por MAE (KOH 0,1 M, 120 °C, 30 min) a partir da
biomassa produzida em fotobiorreatores flat panel, apresentaram maiores conteddos
em compostos fendlicos totais e flavondides totais, bem como maior atividade
antioxidante, estes extratos foram comparados com os obtidos por MAE aplicados a

biomassa produzida a escala laboratorial. Estes resultados encontram-se na Tabela 11.
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Tabela 11 - Comparacgéo das propriedades antioxidantes dos extratos obtidos por MAE (EtOH,
150 °C, 15 min e KOH 0,1 M, 120 °C, 30 min) a partir da biomassa produzida a escala
laboratorial; e por MAE (KOH 0,1 M, 120 °C, 30 min e HCI 0,1 M, 120 °C, 30 min) a partir da
biomassa produzida em FBR FP.

Escala Laboratorial FBR FP

*MAE EtOH  *MAEKOHO0,1M *MAE KOH 0,1 M

(mg/g biomassa) (mg/g biomassa) (mg/g biomassa)
MN1 2,720 £ 0,129 2,552 + 0,206 4,490 + 0,016
MN2 1,617 £ 0,134 2,582 + 0,155 4,675 + 0,028
Compostos MN3 1,785 + 0,145 2,315 + 0,169 5,597 + 0,011
Fenolcos  WN1 19230118 6835£0400 8,665+ 0,181
HN2 1,574 £ 0,094 2,956 + 0,327 5,334 + 0,044
HN3 2,190 + 0,102 2,521+ 0,149 5,662 + 0,114
MN1 3,556 + 0,052 3,382+ 1,529 10,177 £ 0,189
MN2 2,556 + 0,014 2,795 + 2,597 34,119 + 0,575
Flavonéides MN3 2,750 + 0,093 8,578 + 0,793 8,166 + 0,283
Totais HN1 2,833 £ 0,010 5,214 + 0,671 51,782 + 2,315
HN2 2,281 + 0,069 3,559 + 0,198 7,407 £ 0,709
HN3 3,178 £ 0,028 8,517 + 0,590 34,835 + 0,495
MN1 3,556 + 0,052 n.d. 3,162 + 0,428
MN2 2,556 + 0,014 n.d. 4,824 + 0,684
Atividade MN3 2,750 + 0,093 n.d. 3,540 = 0,097
Antioxidante HN1 2,833 £ 0,010 n.d. 5,678 + 1,342
HN2 2,281 + 0,069 n.d. 2,363 £ 0,153
HN3 3,178 £ 0,028 n.d. 8,435 + 0,109

* Os valores apresentados séo a média de duas ou trés réplicas técnicas + desvio padréo.

Pela andlise da Tabela 11, verifica-se que, ao contrario do apresentado na Tabela 9
(teor em polissacéaridos e proteinas), a concentragdo de compostos fendlicos totais e de
flavondides totais, e a atividade antioxidante foi superior nos extratos obtidos a partir da
biomassa produzida em FBR FP. Uma vez que as condi¢cdes de extragdo foram as
mesmas (MAE KOH 0,1 M, 120 °C, 30 min), as condi¢bes de cultivo nos FBR FB
poderdo ter influenciado a maior producdo de compostos fendlicos totais e flavonoides
[140].

Yilmaz, Demirel, Karabay-Yavasoglu, Ozdemir e Conk-Dalay [141], ap0s crescimento
a escala laboratorial de biomassa de P. cruentum e posterior extracdo continua em
Soxhlet usando etanol, metanol e n-hexano, obteve um teor em compostos fendlicos
totais de 9,81 + 0,4 mg GAE/g biomassa, 34,22 + 5,4 mg GAE/g biomassa e 46,08 + 4,2
mg GAE/g biomassa, respetivamente, obtido pelo método de Folin-Ciocalteu. Aisah
[142], ap6s otimizagdo das condicBes de extragdo assistida por micro-ondas, obteve
74,49 + 14,99 mg GAE/g biomassa de compostos fendlicos totais, utilizando também o

método de Folin-Ciocalteu e 27,48 + 1,44 mg/g biomassa de flavonoides totais, pelo
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método do cloreto de aluminio. Estes compostos antioxidantes foram obtidos por MAE
usando como solvente acetato de etilo, ha propor¢édo biomassa:solvente 1:10, durante
10 minutos a 50 °C.

Comparando os valores dos compostos antioxidantes da Tabela 10 e 11 com os
valores da literatura referidos anteriormente, verifica-se que se obtiveram teores muito
baixos destas biomoléculas. Esta discrepancia de valores podera estar relacionada com
0s parametros de crescimento, uma vez que o pH, a qualidade da luz, temperatura,
fotoperiodo e disponibilidade de nutrientes sao fatores que influenciam a producédo de
compostos fendlicos nas microalgas. Outros dos fatores que poderdo ter levado a
obtencdo de baixas concentracdes de compostos fendlicos nos extratos, sdo 0s
parametros de extragdo utilizados, nomeadamente a poténcia/temperatura de irradiagdo
do reator de micro-ondas e a temperatura, uma vez que poténcias e temperaturas
demasiado altas poderdo levar a degradacdo destes compostos. Para além destes
parametros, o solvente utilizado também tem bastante influéncia na extragdo de
compostos fendlicos, sendo que a agua, devido a capacidade de absorver eficazmente
a energia fornecida pelo micro-ondas, leva ao aquecimento uniforme da amostra. Deste
modo, varios autores notaram que a agua tem sido o solvente verde mais adequado
para a extracdo eficiente de compostos fendlicos. O etanol como solvente tem a
capacidade de solubilizar compostos fendlicos presentes na amostra, no entanto a
elevada concentragdo de etanol no meio de extragdo podera levar a diminuicdo de

extracao destes compostos [140], [143].

Huang, Xu, Lin e Cheung [144], ap6s o crescimento de P.cruentum a escala
laboratorial em frascos de Erlenmeyer de 1L e posterior extracdo assistida por
ultrassons com acetona 90% durante 5 minutos, obteve uma atividade oxidante inferior
a 5 mg TE/g, quantificado pelo método do radical ABTS. Castro-Varela, Celis-PI4,
Abdala-Diaz e Figueroa [145] obtiveram e um maximo de 4,0 £ 0,4 mg TE/g para a
atividade antioxidante quantificada pelo método do radical DPPH em extratos obtidos a

partir de P. cruentum a escala laboratorial em frascos de 500 mL.

4.6. Fracionamento de Biomoléculas Intracelulares por

Cromatografia de Troca lonica

Ap6s a determinacgdo dos contelidos em polissacaridos neutros, acidos, sulfatados,
proteina total, compostos fendlicos totais e flavonoéides totais, selecionou-se um extrato

para fracionamento de polissacéridos.
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A selecdo do extrato teve por base a concentracdo em polissacéridos acidos,
selecionando-se a fragdo FHCI da ME, da biomassa MN1 produzida a escala

laboratorial.

Apbs a selecéo, realizou-se o fracionamento por cromatografia de troca ibnica com
resina DEAE-52 numa coluna (1,5 x 10 cm) com gradiente de NaCl 1 M. Foi aplicado

1,5 mL do extrato selecionado a coluna contendo 29,14 mg de polissacaridos neutros.

Apo6s a recolha de 60 fragbes cromatogréficas, foi determinado o conteddo em
polissacéaridos neutros, polissacaridos sulfatados, proteina total e compostos fendlicos

totais e foi representado o cromatograma da Figura 53.
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Figura 53 - Cromatograma da fracdo FHCI obtida por ME a partir da biomassa MN1 produzida
a escala laboratorial, aplicado em coluna contendo a resina DEAE-52. Sistema eluente 0-53
(a): gradiente de NaCl 1M; 54-56 (b): NaCl 1 M; 57-60 (c): NaCl 2M.

Pela analise da Figura 53, verifica-se que nédo foi possivel separar 0s compostos
bioativos doseados e presentes na amostra, uma vez que a eluicdo destes compostos

ocorreu praticamente nas mesmas fragoes.

Os polissacéridos neutros foram eluidos entre as fracdes 4 e 11, isto é, a uma
concentracdo de NaCl entre 0,075 e 0,208 M, sendo a sétima fragdo a mais concentrada
com 6,799 + 0,555 mg/mL de polissacaridos neutros. Para estas biomoléculas, o
rendimento dos polissacaridos recuperados, apés eluicdo, relativamente ao que foi

aplicado na coluna cromatogréfica foi de 98,551%.

Os polissacéridos sulfatados foram fracionados entre as fracbes 2 e 13,
correspondendo a uma eluicdo a uma concentracdo de NaCl entre 0,038 e 0,245 M. O

perfil cromatogréfico referente a estes polissacéaridos ndo é conclusivo, uma vez que o
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método utilizado para o seu doseamento ndo é suficientemente sensivel para detetar
baixas concentracbes de polissacaridos sulfatados e ¢é afetado por alguma
interferéncias, e por esse motivo o rendimento de recuperacdo destas moléculas foi
superior a 100%, [84].

As proteinas presentes na FHCI sujeita a fracionamento, foram eluidas entre as
fragOes 3 e 14, a uma concentracéo de NaCl entre 0,057 e 0,264 M, sendo novamente
a sétima fragdo a mais concentrada, contendo 0,252 + 0,006 mg/mL de proteina total.
O rendimento em proteina total eluida, relativamente ao que foi aplicado na coluna

cromatogréfica foi de 92,36 %.

Os compostos fendlicos totais também avaliados, verificando-se que foram eluidos
entra a fracéo 4 e 14, correspondendo a uma concentracéo de NaCl entre 0,075 e 0,264
M, sendo, mais uma vez, a sétima fracdo a que apresentou um maior teor desta
biomolécula, com 0,038 + 0,001 mg GAE/mL de compostos fendlicos totais. A
recuperacdo dos compostos fendlicos totais, foi relativamente baixa, verificando-se um
rendimento de 43,56 %.

4.7. Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de

Fourier

De modo a detetar caracteristicas estruturais dos compostos presentes quer nas
amostras de biomassa quer nos extratos obtidos, realizou-se espetroscopia de

infravermelhos com transformada de Fourier.

Esta técnica foi aplicada a varias amostras, Figura 54, nomeadamente a biomassa
inicial produzida a escala laboratorial e em FBR FP (A), ao extrato de MAE utilizando
KOH 0,1 M como solvente realizado a biomassa MN1 e HN1 produzida a escala
laboratorial e em FBR FP (B), & camada gel obtida no processo de ultrafiltracdo (MWCO
139 kDa), permeado 2 e 3 e retentado 2 do FBR FP MNL1 (C) e ao extrato selecionado
para a troca ionica (ME FHCI MN1) e a mistura das fragfes 6, 7, 8 e 9, provenientes da

cromatografia de troca ionica (D).
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Figura 54 - Espetros de FTIR da biomassa inicial MN1 e HN1 produzida a escala laboratorial e
em FBR FP, apos liofilizagéo (A), ao extrato de MAE utilizando KOH 0,1 M como solvente
realizado a biomassa MN1 e HN1 produzida a escala laboratorial e em FBR FP (B), da camada
gel obtida no processo de ultrafiltracdo (MWCO 139 kDa), permeado 2 e 3 e retentado 2 do
FBR FP MNL1 (C) e extrato selecionado para a cromatografia de troca iénica (ME FHCI MN1) e
mistura das fracdes 6, 7, 8 e 9 (D), em pastilhas de KBr. (Continua na pagina seguinte).
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Figura 54 - Espetros de FTIR da biomassa inicial MN1 e HN1 produzida a escala laboratorial e
em FBR FP, apos liofilizagdo (A), ao extrato de MAE utilizando KOH 0,1 M como solvente
realizado a biomassa MN1 e HN1 produzida a escala laboratorial e em FBR FP (B), da camada
gel obtida no processo de ultrafiltracdo (MWCO 139 kDa), permeado 2 e 3 e retentado 2 do
FBR FP MNL1 (C) e extrato selecionado para a cromatografia de troca iénica (ME FHCI MN1) e
mistura das fracbes 6, 7, 8 e 9 (D), em pastilhas de KBr. (Continuacao).

Através da analise da Figura 54 (A), verifica-se que os espetros de FTIR obtidos para
as duas condigBes de crescimento, MN e HN, e produzidos a escala laboratorial e em

FBR FP apresentam-se muito semelhantes.

Observando a Figura 54, verifica-se que em todos os espetros se identificam algumas
bandas caracteristicas de polissacaridos, como é o caso da banda em 3500-3200 cm?,
correspondente a vibragdo de estiramento do grupo OH, e a banda no intervalo de 2970-
2850 cm* das vibracdes de estiramento simétricas e assimétricas de CH e CH; (com
excecdo do sobrenadante direto, permeados e Retentado, Figura 54 (C)). A 1450-1390
cm? verifica-se uma banda caracteristica de vibracdes deformacionais de CH; e CH,. A
banda em 1060-1010 cm™* podera corresponder ao estiramento assimétrico e simétrico
de C-O-C. Abaixo de 700 cm?, existe uma banda que indica a conformacgédo a e B de
polissacéaridos. Além disso, nos espetros correspondentes a biomassa inicial produzida
a escala laboratorial, Figura 54 (A), e no espetro do extrato selecionado para a troca
ibnica (ME FHCI MN1), Figura 54 (D), ainda se identifica uma banda a 1750-1730 cm*
gue podera corresponder ao ido carboxilato. Esta banda nesta regido é caracteristica

de polissacaridos pécticos. [111], [146].

A presenga de uma banda a 1270-1200 cm™, podera corresponder ao estiramento
simétrico e assimétrico de O-SOsz;. Além disso, a banda 1060-1010 cm™ podera
corresponder ao estiramento de C-O-S. Estas bandas podem confirmar a existéncia de

polissacéaridos sulfatados na biomassa, j& que confirmam a ligagcdo de grupos sulfonilos
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aos polissacéaridos. Esta banda esta presente em todos 0s espetros a excecdo dos

espetros do sobrenadante direto, permeados e retentado 2 da Figura 54 (C) [45], [111].

Ainda se verifica a presenca da Amida | a 1680-1620 cm™, devido a vibracéo de
estiramento da ligagdo C=0 e a presenca da Amida Il a 1560-1520 cm?, devido a
deformacéo da ligacdo N-H em conjunto com o estiramento da ligagéo C-N. Estas duas

bandas revelam a presenca de proteina [112].

Ainda existem duas regides importantes para verificar a presenca de lipidos em
microalgas, a banda 3050-2800 cm™ correspondente a vibragdes de estiramento
simétricas e assimétricas de CH e CH; de lipidos e a banda em 1745 cm?
correspondente vibracdo de estiramento da ligagdo C=0 dos ésteres de triglicéridos.
Uma vez que na Figura 54 (A) se verifica a presenca destas duas regifes, a presenca
de lipidos podera ocorrer na biomassa produzida a escala laboratorial. Além disso, na
Figura 54 (D), no extrato selecionado para a troca iénica (ME FHCI MN1) também
podera haver presenca de lipidos, uma vez que também ocorrem estas duas bandas
[113].

4.9. Espetroscopia de Fluorescéncia

Para avaliar as propriedades fotofisicas dos extratos provenientes da fracdo aquosa
FW1 de ME obtida a partir da biomassa MN1 produzida a escala laboratorial, foram
realizados espetros de absorcéo, excitacdo e emisséo, uma vez que foi nesta fracdo de

extracdo onde foram detetadas concentragdes mais elevadas de ficoeritrina.

Na Figura 55 apresentam-se os espectros de absorgéo, excitagdo e emissdo da B-

ficoeritrina avaliada.
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Figura 55 - Espetro de UV-Vis (vermelho), excitacdo (azul, monitorizado a 575 nm) e emissao
(verde, dexc = 550 nm), em agua.

Para a obtencdo dos espetros, as amostras foram excitadas a Aexc = 550 nm,
apresentando o seu maximo de emissdo centrado a 575 nm. Os respetivos espectros
de excitacdo monitorizados ao comprimento de onda de emissdo maximo, indicam que
a transicao eletronica dos croméforos que contribuem para a emissao da B-ficoeritrina

ocorre a ca. 547 nm, corroborando o perfil observado no seu espetro de UV-Vis.

Ainda foi possivel determinar o rendimento quéantico pelo método relativo, tendo sido

obtido um valor de 0,60, utilizando como padrdo Rodamina B.

Grabowski e Gantt [147], apds producdo de P. cruentum em meio artificial salgado
sob iluminagdo continua, isolamento dos ficobilissomas e purificacdo das
ficobiliproteinas, representaram o espetro de absor¢do da B-ficoeritrina (545 nm) e
determinaram o rendimento quantico, usando como padrao Rodamina B. Deste modo,
obtiveram um rendimento quantico de 0,98 + 0,05, demonstrando ser superior ao obtido
neste estudo. A diferenca nos rendimentos quanticos podera estar relacionada com a

extracdo e purificacdo da B-ficoeritrina.
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Este trabalho final de mestrado teve como objetivo a producdo, isolamento e
caracterizacdo de biomoléculas intra e extracelulares da microalga vermelha

Porphyridium cruentum.

A producao de P. cruentum foi efetuada a escala laboratorial em balGes de 2 litros e
a escala industrial em fotobiorreatores flat panel, testando duas concentra¢des de meio
de cultura comercial. O objetivo foi obter duas concentracdes da fonte de azoto que
levassem a uma maior producéo de compostos extracelulares (MN, 6 mM de NO3) e
intracelulares (HN, 18 mM de NO3). Ao longo da producao de P. cruentum verificou-se
que esta teve um crescimento muito mais controlado e alcangou uma concentragao de
biomassa superior quando produzida a escala laboratorial, 0 que pode dever-se as
condigbes de cultivo mais controladas e sem contaminag¢des, comparativamente a

biomassa produzida em fotobiorreatores flat panel.

Para a separacdo da biomassa produzida a escala laboratorial do meio de cultura foi
utilizada a centrifugacao. No entanto, devido a necessidade de otimizacado desta etapa,
de forma a poder tornar-se rentavel do ponto de vista produtivo e econémico, foi utilizado
um processo de ultrafiltracdo com uma membrana polimérica de acetato de celulose de
139 kDa para a separacdo da biomassa do meio de cultura dos FBR FP. Além disso,
ainda se utilizou a ultrafiltracdo com membranas poliméricas de acetato de celulose de
10 e 4 kDa para fracionar as biomoléculas extracelulares, nomeadamente, o0s

polissacéaridos, presentes no meio de cultura dos FBR FP.

Relativamente as biomoléculas extracelulares produzidas a escala laboratorial,
apesar de se conseguir valores proximos aos reportados na literatura, a dissolugéo dos
EPS apds precipitacdo nado foi completa, o que podera indicar que nao foi possivel
quantificar a concentracdo total de cada biomolécula presente. Posto esta dificuldade,
sugere-se uma filtracdo a vacuo seguida de didlise com agua desionizada, apos a
precipitacdo com alcoois, de forma a remover sais organicos e reduzir o residuo

insoltvel.

J& para as biomoléculas extracelulares produzidas em FBR FP, foi possivel fracionar
e concentrar, através do processo de ultrafiltracdo, polissacaridos neutros, sulfatados e
proteina total (MN1, MN2 e HN3). Quando foi possivel obter a camada gel, os
compostos bioativos quantificados apresentaram concentracdes altas, uma vez que
esta camada gel podera ter origem na mucilagem polisacaridica existente em P.

cruentum, que substitui a parede celular e é conhecida por ser rica em polissacéaridos,
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nomeadamente sulfatados. Quando foram recolhidas fragcbes ao longo do tempo de
permeacao (MN3, HN1 e HN2), ndo se identificou um padrdo de comportamento das
biomoléculas ao longo das fracdes recolhidas. No entanto, foi nhovamente possivel
fracionar e concentrar biomoléculas. O sobrenadante apresentou sempre elevadas
concentracdes das biomoléculas, o que podera ser resultado da lise celular devido ao
armazenamento a -20 °C apds producdo, permeacao para separar a biomassa do meio
de cultura e centrifugacdo. Deste modo, algumas biomoléculas quantificadas poderao

ser intracelulares.

A extragdo dos compostos bioativos intracelulares foi realizada utilizando métodos
convencionais, como a extracdo convencional em multi-etapas (ME) e métodos néo
convencionais, como a extracdo assistida por micro-ondas (MAE), uma vez que estes
métodos se revelaram eficazes na extracdo de varias biomoléculas a partir de

microalgas.

Para a biomassa produzida a escala laboratorial, a extragdo convencional em multi-
etapas permitiu obter concentracdes superiores de polissacaridos neutros, sulfatados e
proteina total, obtendo-se valores entre 894,761 + 15,346 e 1270,230 + 105,960 mg de
polissacaridos neutros/g biomassa, 43,914 + 2,040 e 81,263 + 2,656 mg de
polissacaridos sulfatados/g biomassa e 26,367 + 2,774 e 36,858 + 0,702 mg de proteina
total/g biomassa. A extracdo assistida por micro-ondas utilizando como solvente KOH
0,1 M, permitiu obter valores préximos, ou até mesmo superiores, a ME relativamente
aos polissacaridos acidos, permitindo alcancar concentracées entre 230,721 + 18,944 e
558,349 + 4,484 mg polissacaridos acidos/g biomassa. Além disso, permitiu uma maior
concentracao de todas as ficobiliproteinas, nomeadamente a ficocianina, aloficocianina
e ficoeritrina. A extrac&o assistida por micro-ondas utilizando EtOH como solvente, ainda
foi avaliado o teor em lipidos, sendo possivel alcancar um maximo de 36,748 + 2,264

mg/g biomassa.

Para a biomassa produzida em FBR FP, a extracdo assistida por micro-ondas
utilizando KOH 0,1 M e HCI 0,1 M como solvente permitiu obter concentracbes de
polissacaridos neutros e polissacaridos acidos préximos, com valores entre 67,819 +
3,687 e 182,851 + 17,082 mg de polissacaridos neutros/g biomassa e 75,797 + 1,679 e
167,971 + 2,929 mg de polissacaridos acidos/g biomassa. Ja para o conteudo de
polissacaridos sulfatados, proteina total e ficobiliproteinas, o solvente KOH 0,1 M

permitiu alcancar concentracdes superiores destas biomoléculas.
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A biomassa produzida a escala laboratorial, apresentou maiores concentracdes de
compostos bioativos comparativamente a biomassa produzida em FBR FP, com
excecdo da proteina total. Este resultado podera ser dever-se ao facto de a biomassa
produzida a escala laboratorial ter um crescimento mais controlado e sem
contaminacbes, 0 que permitiu alcancar maior concentracdo de biomassa e,

consequentemente, maior produgéo de biomoléculas intracelulares.

A partir destes resultados e conclusdes sugere-se que no futuro para a avaliacéo e
quantificagcdo de cada composto sejam utilizadas diferentes condi¢cdes e métodos de
extracao especificos para cada um destes, ja que, por exemplo para as ficobiliproteinas
€ mais comum realizar-se uma extracdo com agua usando temperaturas moderadas
devido a termossensibilidade e ao facto de se apresentarem com boa estabilidade a pH
entre 4 e 10.

N&o foi possivel identificar diferencas significativas nos compostos bioativos

produzidos sob a condicdo MN e HN.

Uma vez que as microalgas tém sido cada vez mais procuradas como antioxidantes
naturais, a capacidade antioxidante in vitro também foi avaliada através da quantificacao
de moléculas descritas como apresentando atividade antioxidante, nomeadamente
compostos fendlicos totais e flavondides totais. Novamente para a biomassa produzida
a escala laboratorial, a extracdo convencional em multi-etapas foi a que apresentou
maiores concentracdes destes compostos com valores entre 7,325 + 1,370 e 8,727 +
0,206 mg de compostos fendlicos totais/g biomassa e 7,590 + 0,559 e 13,352 + 1,793
mg de flavonéides totais/g biomassa. Para a biomassa produzida em FBR FP, o solvente
KOH 0,1 M permitiu a maior concentragdo de compostos fendlicos totais com valores
entre 4,490 + 0,016 e 8,665 + 0,181 mg/g biomassa e de flavondides totais com valores
entre 7,407 £ 0,709 e 51,782 £ 2,315 mg/g biomassa. Comparando a extracdo comum
a biomassa produzida a escala laboratorial e em FBR FP (MAE utilizando KOH 0,1 M
como solvente), verifica-se que, ao contrario das biomoléculas, a concentragdo de
compostos fendlicos totais e flavonoéides totais foi superior na biomassa produzida em
FBR FP.

A atividade antioxidante dos extratos foi também avaliada pelo método do radical
ABTS. A biomassa produzida a escala laboratorial apresentou a maior concentragao,
em equivalente trolox, apds a extracdo convencional em multi-etapas. Ja& na biomassa
produzida em FBR FP, a extragcéo assistida por micro-ondas utilizando KOH 0,1 M como

solvente permitiu a maior atividade antioxidante.
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O extrato FHCI da extragdo convencional em multi-etapas, da biomassa MN1
produzida a escala laboratorial foi também sujeito a um fracionamento de biomoléculas
por cromatografia de troca iénica, em coluna, contendo a resina catibnica DEAE-52. Nao
foi possivel separar estes compostos bioativos, visto que a eluicdo de polissacéaridos
neutros, proteina total e compostos fendlicos totais ocorreu praticamente nas mesmas
fracbes. Seria de grande interesse, futuramente, testar-se uma nova eluicdo, por
exemplo, com um gradiente de NaCl 2M, de forma a obter-se polissacaridos purificados,

ja que sao dos compostos bioativos de maior interesse.

A identificacdo e caracterizacdo parcial dos compostos foi avaliada em diferentes
extratos através de FTIR, onde foi possivel identificar regides correspondentes a
proteinas e lipidos. Além disso, identificou-se em todos os extratos as regifes de
footprint dos polissacéaridos e verificou-se que, independentemente dos processos de
extracdo, do solvente utilizado, da temperatura e do tempo de extracdo, 0s
polissacaridos ndo apresentaram diferencas estruturais significativas. Propde-se a
utilizacdo de outros métodos, como por exemplo, a analise elementar, técnicas de
espectroscopia 'H e *C RMN e GC-MS para identificar diferencas nos extratos e
identificar novos polissacaridos com propriedades potenciais para diversas aplicagdes

industriais e medicinais.

As propriedades fotofisicas dos extratos provenientes da fragdo aquosa FW1 da
extracao convencional em multi-etapas também foram avaliadas através de espetros de
absorcao, excitacdo e emissdo. Verificou-se que a transi¢do eletrénica dos croméforos
que contribuem para a emisséo da B-ficoeritrina ocorre a cerca de 547 nm corroborando
o perfil observado no seu espetro de UV-Vis. Futuramente, e atendendo as propriedades
luminescentes da B-ficoeritrina presente no extrato da biomassa, sera de explorar a sua
fotoestabilidade e potencial fotoluminescéncia ajustavel, perspetivando a sua aplicagéo

como sondas fluorescentes na area da bioimagiologia e diagndstico clinico.

Propbe-se também que, futuramente, se teste a atividade bacteriostatica de P.
cruentum, ja que é conhecido que os polissacéaridos podem ter atividade biol6gica como

anti-inflamatoéria, antibacteriana e antiviral.

Uma vez que a industria de producao de microalgas esta cada vez mais ligada a
outros ramos industriais, como a industria farmacéutica, cosmética, agricola e alimentar,
devera haver um estudo continuo no desenvolvimento da producéo e investigacdo de

forma a ir ao encontro das necessidades.
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Anexo |: Espetros de Infravermelho com Transformada de
Fourier

Absorvancia (u.a.)
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Numero de onda (cm™)
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Figura 56 - Espetros de FTIR da biomassa inicial produzida a escala laboratorial, ap6s
liofilizacdo, em pastilhas de KBr.

Anexo Il: Amostra utilizada na Espetroscopia de Fluorescéncia

Figura 57 - Extrato proveniente da fracdo aquosa FW1 da extracdo convencional em multi-
etapas com iluminacao natural (A) e sob lampada UV (366 nm) (B).
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