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Resumo

O trabalho desenvolvido teve como objetivo caracterizar biocompostos de valor
acrescentado sintetizados pela microalga Chlorococcum amblystomatis. Para o efeito,
foi realizado o seu crescimento em condi¢des heterotréficas (HTN) e autotréficas (AT),
sem (1) e com (2) inducéo de stress (privagdo de NO3’) em reator de coluna de bolhas

(C) e em frascos (F).

A extracdo de biomoléculas intracelulares sintetizadas pela C. amblystomatis foi
efetuada por extracdo assistida por micro-ondas e extracdo continua em Soxhlet,
enguanto as biomoléculas extracelulares foram obtidas por precipitacdes alcodlicas. Os
extratos resultantes foram avaliados em relagdo ao seu teor em diversas biomoléculas,

nomeadamente polissacaridos, proteina total, compostos fendlicos e flavonoides totais.

De um modo geral, os resultados obtidos sugerem que os meios de cultura
resultantes da indugéo de stress exibiram maior teor em exopolissacéridos. O ensaio
realizado em condi¢cdes autotréficas em frascos sem inducdo de stress (AT_F2)
apresentou o0s teores maximos em biocompostos intracelulares (polissacaridos acidos,
B-(1,3)-D-glucanos, proteina total, compostos fendlicos e flavonoides totais). Todos os

extratos analisados apresentaram atividade antioxidante.

Um dos extratos que exibiu maior conteddo em polissacaridos neutros
(MAE_AT_F1) foi fracionado por cromatografia de troca idnica. A identificacdo de
polissacaridos nesta amostra foi realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida
utilizando diferentes métodos de coloragéo, tendo sido identificada a presenca de acido

hialurénico e de polissacaridos de diversos tamanhos moleculares.

Uma fracao cromatogréafica (F8) proveniente de um extrato de C. amblystomatis
apresentarou atividade in vitro contra as bactérias Echerichia coli ATCC25922 e
Staphylococcus aureus ATCC25923. Os extratos/amostras selecionados foram
caraterizados estruturalmente por espetroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), validando a presenca diversos tipos de polissacaridos, de proteinas e de

lipidos.

A presenca de diversas biomoléculas nos extratos estudados e a sua capacidade
antioxidante revelam o potencial biotecnolégico de C. amblystomatis para aplicacdes

biomédicas ou alimentar.

Palavras-chave: Microalgas verdes; compostos bioativos; polissacarido; extragao assistida por
micro-ondas; atividade antioxidante; atividade antibacteriana.
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Abstract

The aim of this work was to characterize value-added compounds biosynthesized
by the microalga Chlorococcum amblystomatis. For this purpose, it was grown under
heterotrophic (HTN) and autotrophic (AT) conditions, without (1) and with (2) stress

induction (NOs" deprivation) in bubble column reactor (C) and flasks (F).

The extraction of intracellular biomolecules synthesized by C. amblystomatis was
performed by microwave-assisted extraction and Soxhlet continuous extraction, while
the extracellular biomolecules were obtained by alcoholic precipitation. The resulting
extracts were evaluated for their content in various biomolecules, namely

polysaccharides, total protein, phenolic and flavonoid compounds.

In general, the results obtained suggest that the media resulting from stress
induction exhibited higher content in exopolysaccharides. The experiment carried out
under autotrophic conditions in flasks without stress induction (AT_F2) showed the
highest content in intracellular  biocompounds (acidic  polysaccharides,
B-(1,3)-D-glucans, total protein, phenolic and flavonoid compounds). All the extracts

analyzed showed antioxidant activity.

One of the extracts that showed higher content in neutral polysaccharides
(MAE_AT_F1) was fractionated by ion exchange chromatography. The identification of
polysaccharides present in this sample was carried by polyacrylamide gel
electrophoresis using different staining techniques, and the identified the presence of

hyaluronic acid and polysaccharides with several molecular sizes.

A chromatographic fraction (F8) from an extract of C. amblystomatis showed in vitro
assay against the bacteria Echerichia coli ATCC25922 and Staphylococcus aureus
ATCC25923. The selected extracts/samples were structurally characterized by Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), validating the presence of different types of

polysaccharides, proteins and lipids.

The presence of various biomolecules in the studied extracts and their antioxidant
potential reveal the biotechnological potential of C. amblystomatis for biomedical or food

applications.

Keywords: Green microalgae; bioactive compounds; polysaccharides; EPS; microwave assisted
extraction; antioxidant activity; antibacterial activity; FTIR.
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heparina de mucosa intestinal suina 17 kDa (10 pg/poco). (a) 20 minutos apés
aplicacdo da solucao de descoloragéo; (b) 48h apos aplicacdo da solugdo de
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1. Enquadramento
O trabalho final de mestrado desenvolvido teve como objetivo a producéo, extracao,
isolamento e caracterizacdo de biomoléculas de valor acrescentado, provenientes da

microalga de agua doce Chlorococcum amblystomatis.

As microalgas consistem uma alternativa sustentavel face a algumas das
probleméticas atuais, nomeadamente a escassez de alimentos, alteragcbes climaticas,
em particular o aquecimento global, o desenvolvimento de superbactérias, etc. Estes
organismos tém a capacidade de sintetizar metabolitos com diversas atividades
bioldgicas. A sintese destas biomoléculas permite, por exemplo, aumentar o valor
nutricional de alimentos e ragbes animais, ser integrados em formulagbes
farmacéuticas, nutracéuticas ou cosmeéticas. As microalgas sdo, ainda, uma fonte
alternativa para a producdo de biocombustiveis e contribuem para a mitigagdo dos
niveis de CO. presentes na atmosfera terrestre, participando na redugdo do
aguecimento global. A microalga selecionada para o presente estudo, Chlorococcum
amblystomatis, é uma espécie ainda pouco estudada pela comunidade cientifica, mas
que pode constituir uma fonte alternativa de biomoléculas com diversas aplicabilidades,

revelando-se fundamental aprofundar o seu conhecimento [1], [2].

Este trabalho final de mestrado teve inicio com um estagio de dois meses
(01/02/2022 a 08/03/2022) realizado na Unidade de Investigagdo e Desenvolvimento
(UID) da Allmicroalgae — Natural Products S.A. Esta empresa, situada em Pataias —
Leiria, dedica-se a producdo de microalgas, desde a escala laboratorial a escala
industrial, terminando no empacotamento do produto final, para integracdo em
alimentacdo humana e formulacdo de suplementos dietéticos, ragdes animais,
aplicacdes agricolas e produtos cosméticos. Para tal, sdo utilizados diferentes tipos de
reatores, em sistema fechado, nomeadamente fotobiorreatores tubulares, flat
panels/placas e fermentadores, e em sistema aberto, como open ponds/raceway

ponds/lagoas.

Durante o estagio foi possivel acompanhar o controlo e manutencao das diversas
culturas existentes na UID da Allmicroalgae. De forma a monitorizar o seu crescimento
e as suas necessidades nutricionais foram analisados, diariamente, parametros como
densidade otica, pH, salinidade (no caso de espécies de microalgas marinhas),
temperatura, determinacéo dos teores de nitratos e amonia (quando aplicavel) e pesos
secos. Foram ainda realizadas observag8es ao microscopio 6tico, permitindo ndo so6 a
visualizacdo das células das microalgas em crescimento, mas também a identificagdo

de possiveis contaminacdes por outros microrganismos.
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Com base nos procedimentos aplicados na UID da empresa, procedeu-se a
producao de C. amblystomatis a escala laboratorial. Neste sentido foram realizados trés
ensaios em diferentes condi¢cdes nutricionais: dois em condicBes autotréficas e um
ensaio em condi¢cdes heterotroficas. Em condicbes de autotrofia, a microalga foi
cultivada com e sem inducao de stress ao nivel de nutrientes (privacdo de nitratos), de
forma a verificar a sua influéncia na producédo de biocompostos, nomeadamente de
polissacéaridos (PS). Para este efeito foram utilizados dois tipos de reatores (coluna de
bolhas e frascos) em modo de operacdo descontinuo. A microalga produzida foi

recolhida no inicio da fase estacionaria da curva de crescimento celular.

Neste trabalho foi ainda analisada biomassa fornecida pela empresa, proveniente
de dois ensaios realizados em condic6es heterotréficas, cuja principal diferenca residiu
na fonte de nitrogénio utilizada (ureia e amédnia) e, ainda, biomassa desenvolvida em

condi¢Oes autotroéficas, utilizada em estudos preliminares.

As etapas de extragdo, isolamento e caracterizagdo de biocompostos de valor
acrescentado foram realizadas posteriormente no Instituto Superior de Engenharia de
Lisboa nas instalagdes dos Laboratorios de Biotecnologia, de Quimica Orgéanica e do

Centro de Investigacao de Engenharia Quimica e Bioldgica.

As biomoléculas intracelulares foram extraidas por um método nao convencional, a
extracdo assistida por micro-ondas (MAE), tendo sido estudadas diferentes condicbes
experimentais, e por um método convencional, a extragdo continua em Soxhlet (SE). As
moléculas extracelulares foram obtidas por precipitacdo alcoolica em diferentes

condicdes.

Os extratos obtidos foram alvo de quantificacao de diversas biomoléculas através
de métodos colorimétricos. Os extratos que exibiram maiores teores em biomoléculas
de interesse, nomeadamente PS, foram sujeitos a fracionamento por cromatografia de

troca idnica e analisados por eletroforese.

O potencial biolégico dos compostos extraidos e isolados foi também avaliado por

determinac&o in vitro das suas atividades antioxidantes e antibacterianas.

Por ultimo, a caraterizagdo estrutural parcial dos diferentes compostos presentes
nos extratos obtidos e dos compostos purificados foi realizada através de Espetroscopia

de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).
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2. Introducéao

O aumento da populacao mundial tem sido notorio, esperando-se que, em 2030, se
atinja os 8,5 mil milhdes de habitantes. Como consequéncia, tem-se verificado um
aumento na procura de produtos alimentares, combustiveis, moléculas terapéuticas,
produtos cosmeéticos, nutracéuticos, entre outros. Paralelamente a fome e a sobre-
exploracdo dos ecossistemas, as alteragfes climaticas sdo outra problematica
emergente. O impacte negativo de inimeros produtos quimicos e materiais sintéticos
na saude humana e no meio ambiente levam a necessidade de implementar processos
alternativos, menos poluentes, que gerem produtos sustentaveis, nao toxicos,
biodegradaveis, reciclaveis, reutilizaveis. Neste sentido, as microalgas mostram ser uma
fonte alternativa bastante promissora. Estes microrganismos fotossintéticos, de
reduzidas dimensdes, apresentam um crescimento rapido, curtos ciclos de reproducéo,
grande adaptabilidade ambiental e a capacidade de capturar CO,. Os seus bioprodutos
sintetizados intra e extracelularmente, ou até a prépria biomassa, podem ser integrados
em formulagbes alimentares, farmacéuticas, nutracéuticas, na producdo de
biocombustiveis, entre muitos outros exemplos. As microalgas sédo produtoras de varias
biomoléculas que podem exibir importantes atividades, podendo contribuir

positivamente na salde dos consumidores [1]—[4].

O mercado das microalgas encontra-se em expansao, sendo esperado que, em

2027, sejam atingidos os 4,6 mil milhdes de délares americanos [3].

2.1. Microalgas

As microalgas sdo, em geral, microrganismos unicelulares e fotossintéticos, que
crescem em sistemas aquaticos de agua doce ou salgada. Estas podem ser
classificadas com base na sua composicdo de pigmentos em: diatomaceas
(Bacillariophyta), algas verdes (Chlorophyta), algas douradas (Chrysophyceae), algas
vermelhas (Rhodophyta) e em dinoflagelados (Pyrrophyceae). Este tipo de organismos
apresenta uma elevada diversidade morfolédgica e fisiolégica, bem como a capacidade
de tolerar diversas condi¢cdes ambientais, nomeadamente largas gamas de temperatura,
salinidade, pH, intensidade luminosa, nas quais tém a capacidade de proliferarem de

forma isolada ou de forma simbiotica com outros organismos [5]—[9].

O seu crescimento requer algumas condi¢cdes, nomeadamente a presenca de luz
(fonte de energia), nutrientes e, ainda, diéxido de carbono (CO). Os principais nutrientes
sdo o fosforo e o nitrogénio, mas também é necessario o fornecimento de outros

macronutrientes, nomeadamente sddio, magnésio, calcio e potassio, e micronutrientes,
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como molibdénio, manganés, boro, cobalto, ferro e zinco. Assim, a presenca de um meio
de cultura, luz, CO, e arejamento adequados permite o crescimento celular de forma
eficaz. Contudo, apesar destes microrganismos serem, geralmente, considerados
fotossintéticos, existem algumas espécies de microalgas com versatilidade metabdlica,

gue Ihes permite crescer em heterotrofia [5], [10].

As microalgas possuem a capacidade de capturar CO,, sendo responsaveis, em
parte, pela conversdo desta molécula em matéria organica, tendo aplicagcdes ao nivel
da mitigagdo do CO, atmosférico, e sao ainda responsaveis pela producdo de cerca de
50% de O, na biosfera. No entanto, existe toda uma pandplia de outras aplicacdes,
nomeadamente o tratamento de aguas residuais ou a producdo de hidrogénio e
biodiesel. Adicionalmente, sdo produtoras de uma vasta gama de metabolitos primarios
e secundarios, intra e/ou extracelulares, tais como proteinas, hidratos de carbono,
lipidos, vitaminas e pigmentos, etc, cuja sintese é influenciada pelas condi¢des de
crescimento. Estes biocompostos podem exibir atividades bioldgicas diversas como, por
exemplo, antioxidante, antitumoral, anti-inflamatdria, antimicrobiana e antiviral, com
aplicabilidade nas industrias farmacéutica, alimentar humana e animal, ou na industria
cosmética (Figura 1 e Tabela 1) [6], [7], [10]-[14].

Nutrientes O,

CO, s s —ON
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Figura 1 — Converséo do CO: atmosférico pelas microalgas nos diferentes bioprodutos através
da fotossintese (adaptado) [5], [10].
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Tabela 1 — Exemplos de espécies de microalgas produtoras de produtos com interesse
industrial e respetiva aplicacdo (adaptado) [15].

Espécie Produto Aplicacdes Referéncia
- Exopolissacéarido
Gyrodinium R
imoudicum KGO3 sulfatado Farmacéuticos [16]
P p-KGO03
Polissacaridos, o
. L. Farmacéuticos,
Porphyridium acidos gordos COSMEiCos
cruentum (EPA e DHA), i '
. o nutricdo, espessante
ficoeritrina
Carotenoides Farmacéuticos
Phaedactylum (fucoxantina), L. ' [15]
, > . cosméticos,
tricornutum acidos gordos alimentacio animal
(DHA) ¢
Clorofila, fator de | Aditivos alimentares,
crescimento CGF, suplementos
Chlorella Vu|garis biomassa dietéticos
Etanol Bioetanol
Aditivos alimentares,
suplementos
. dietéticos, aditivo
Ulkenia s Acido gordo alimentar para
P- (DHA) P [17]
aguacultura,
tratamento para
doencas cronicas
Tetradesmus sp. Biorremediacao de
Chlamydomonas Biomassa metais pesados de
sp. aguas residuais

A producdo de microalgas acarreta uma série de etapas fundamentais,
nomeadamente o crescimento celular e as etapas de downstream, que consistem no
isolamento e purificacdo e que visam a obtencdo de produtos com elevada pureza e
rendimento. As condi¢cdes mais comuns para producdo de microalgas sdo condices
fotoautotroficas (utilizacao de luz como fonte de energia e compostos inorganicos, como
o CO,, como fonte de carbono), condicGes heterotroficas (utilizacdo de compostos
organicos como fonte de energia e fonte de carbono) e condi¢cdes mixotréficas
(utilizacédo de compostos organicos e inorganicos, na presenca ou auséncia de luz) [10],
[17]-{19].

O crescimento destes organismos pode efetuar-se em sistemas abertos ou

sistemas fechados. No caso dos sistemas abertos, os biorreatores comumente
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implementados sdo os raceways (Figura 2 — (a)) ou open ponds (lagoas abertas), que
permitem um cultivo simples e mais barato, em condicbes semelhantes as condicbes
dos seus habitats naturais. No entanto, por serem abertos, ficam expostos a
contaminacbes e o controlo das condicdes de crescimento, nomeadamente a
temperatura, arejamento, iluminacdo, entre outros, ndo é rigoroso, 0 que leva a

obtencdo de menor produtividade, face aos sistemas fechados [20]-[22].

O crescimento celular pode também ocorrer em fotobiorreatores fechados (PBR),
cuja iluminacédo pode ter origem natural ou artificial. Os fotobiorreatores fechados mais
utilizados sédo os tubulares e os flat panels (placas) (Figura 2 — (b)). Este tipo de sistema
€ o0 mais indicado para a producdo de produtos de elevado valor, uma vez que as
microalgas ndo ficam diretamente expostas a contaminantes. No entanto, a operacao
deste tipo de sistemas € mais complexa e 0s custos associados sdo mais elevados. De
um modo geral, permitem a obtencdo de maior produtividade, uma vez que nestes
sistemas € possivel controlar diversos parametros, nomeadamente o pH, a

concentracdo de CO; e de nutrientes no meio de cultura [22]-[26].

Os fotobiorreatores tubulares (Figura 2 — (c)) sdo dos mais utilizados a nivel
industrial, sendo constituidos por um material transparente, como vidro ou acrilico.
Permitem a circulacdo da cultura celular e, ainda, a sua exposi¢éo a luz solar ou artificial.
Os flat panels, também comumente utilizados em contexto industrial, sdo constituidos
por placas finas transparentes, compostas normalmente por vidro ou plastico, nas quais

se desenvolve a cultura de microalgas. Analogamente, este tipo de reator possibilita

uma boa exposi¢do da cultura a radiagdo [22], [24], [27].

Figura 2 — Sistemas de cultivo de microalgas: (a) — raceway; (b) — flat panel; (c) — fotobiorreator
tubular em disposicéo horizontal [22].

O crescimento em condi¢cdes heterotroficas, geralmente realizado em

fermentadores, permite o aumento da produtividade celular, e consequente aumento
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das taxas de crescimento, e permite ainda um elevado controlo das condicBes de
crescimento. No entanto, este processo acarreta custos adicionais e € condicionado a
espécies de microalgas cujo metabolismo Ihes permita crescer na auséncia de luz e
carbono organico. [18], [19], [23], [26].

As etapas de downstream s&o identificadas como as mais dispendiosas dos
processos de fabrico. Estas etapas incluem processos de recolha da biomassa (como
filtrac&o, centrifugacao, etc.), secagem da biomassa (liofilizacdo, secagem solar, etc.) e
disrupcao celular (como técnicas de ultrassons, métodos enziméticos, tratamentos

quimicos, etc.) a fim de extrair os compostos de interesse, quando aplicavel [17].

2.2. Microalgas Verdes
As microalgas verdes (Chlorophyta) sdo um grupo de microrganismos
fotossintéticos que habitam maioritariamente em sistemas aquaticos, sendo

consideradas a base da cadeia alimentar destes sistemas [6], [28].

As algas pertencentes a divisdo Chlorophyta possuem inUmeras caracteristicas,
sendo algumas delas comuns com as plantas terrestres como, por exemplo, o facto de
possuirem cloroplastos revestidos por uma dupla membrana. Estes organelos possuem
pigmentos fotossintético, como clorofilas a e b, bem como pigmentos acessorios tais
como carotenos e xantofilas. A maior parte das microalgas verdes possui paredes

celulares compostas por celulose [29].

Este tipo de microrganismaos tem despertado cada vez mais interesse devido ao seu
potencial biotecnol6gico, uma vez que possuem uma grande capacidade de se
adaptarem a tecnologias de producéo sustentavel em larga escala. Um dos exemplos
mais comuns de uma microalga verde é a Chlorella sp. Esta espécie é habitualmente
utilizada na producéo de lipidos, com aplicabilidade na produgé@o de biocombustiveis,
racdo animal e antibidticos, bem como na producéo de hidratos de carbono, pigmentos,
vitaminas e minerais, que podem ser aplicados na indUstria farmacéutica, entre outras.
As espécies de microalgas verdes Dunaliella sp. e Haematococcus pluvialis tém sido
utilizadas industrialmente para a producdo de B-caroteno e de EPA (acido
eicosapentaenoico), respetivamente, bem como a microalga Scecedesmus sp.
empregue na producdo de luteina, com aplicabilidade nas induastrias alimentar,

farmacéutica e cosmética [6], [11], [30].
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2.2.1. Chlorococcum amblystomatis

A Chlorococcum sp. (Figura 3) € uma microalga verde, unicelular, que pertence ao
filo Chlorophyta, & classe Chlorophyceae, a ordem Chlorococcaceae e a familia
Chlorococcaceae. Este organismo pode viver sob a forma de células vegetativas
individuais ou, temporariamente, em grupos sem forma definida. O tamanho das células
pode oscilar entre 8 a 25 um e a forma das suas células varia de elipsoidal a esférica.
Consoante as condi¢cdes de cultura a que estdo sujeitas, a sua reproducéo pode ser
assexuada, através de zoOsporos, ou sexuada, através de isogametas. A reproducdo
sexuada ocorre quando as condi¢cdes ambientais sdo desfavoraveis, nomeadamente

quando existem limitacdes de luz ou fonte de nitrogénio [31], [32].
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Figura 3 — Observacao ao microscdpio 6tico de C. amblystomatis [33].

Foi reportado, na literatura, que a microalga C. amblystomatis, cultivada em PBR
tubular, apresentou na sua constituicdo 48 a 56% peso seco (DW) de proteinas, 18 a
31% DW de lipidos e entre 6 a18% DW de hidratos de carbono (9 a 16% DW de cinzas).
Em termos de pigmentos, apresentou um maximo de 40,24 mg/g DW de clorofilas e 5,37
mg/g DW de luteina. Gracas aos seus elevados teores de proteinas, lipidos, compostos
fendlicos e pigmentos, esta espécie representa uma promissora alternativa sustentavel

para as industrias alimentar, farmacéutica e nutracéutica [31], [32].

As potencialidades biotecnoldgicas da C. amblystomatis, até a data, foram pouco
exploradas. No entanto, a literatura refere que a Chlorococcum sp. tem aplicabilidade
ao nivel da mitigacdo do CO., floculacao lipidica de aguas residuais, producédo de
carotenoides, producdo de compostos fendlicos e polissacaridos, e apresenta elevada
acumulacdo de lipidos, incluindo émega-3. Por exemplo, a espécie Chlorococcum
littorale apresenta elevada toleréncia ao CO,, superior a 65%, tornando-se uma boa

candidata para a fixagcdo deste gas. O 6leo da Chlorococcum humicola apresenta cerca
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de 95,4% de 4cidos gordos C14-18, sendo uma promitente candidata para a producdo
de biodiesel. De um modo geral, as microalgas do género Chlorococcum tém a
capacidade de acumular carotenoides, nomeadamente astaxantina, com interessantes

aplicagdes nas industrias farmacéutica e cosmética [32], [34], [35].

2.3. Compostos Bioativos
Como anteriormente referido, as microalgas possuem a capacidade de produzir
diversas moléculas bioativas com aplicabilidade em biotecnologia, como pigmentos,

acidos gordos, péptidos e polissacéridos [36], [37].

Um dos principais objetivos governamentais a nivel mundial é providenciar uma
alimentacdo equilibrada que seja acessivel a todos. Atualmente, inimeras patologias
como a obesidade, doencas cardiovasculares, a diabetes e 0 cancro continuam muito
presentes na sociedade, com impacto negativo na saude da populacdo. Uma das
microalgas mais utilizadas na alimentacdo humana e animal é a Chlorella, sendo
“geralmente considerada segura” (Generally Recognized As Safe - GRAS) para
consumo humano pela FDA (Food and Drug Administration) e pela EFSA (European
Food Safety Authority). Estes microrganismos representam uma solucdo
nutricionalmente rica para alimentacdo humana, permitindo colmatar algumas das
problematicas atuais, como a sobrepesca ou a fome, uma vez que, regra geral, sdo
constituidas por, aproximadamente, 40 a 70% de proteinas, 12 a 30% de hidratos de
carbono, 4 a 20% de lipidos, 8 a 14% de carotenos e vitaminais (A, B1, B2, B6, B12, C,
K e D) [2], [4], [38]41].

No entanto, as aplicac6es dos compostos bioativos extraidos de microalgas véo
além da industria alimentar. Por exemplo, a diatomacia Phaeodactylum tricornutum ja
foi utilizada na expressao de um anticorpo monoclonal humano IgG contra a hepatite B,

uma vez que o seu codao é semelhante ao coddo humano [42].

2.3.1. Polissacaridos

Os polissacéridos (PS) séo estruturas poliméricas de hidratos de carbono, que
consistem numa cadeia linear ou ramificada de monossacaridos, tais como galactose,
glucose, xilose, etc., ligadas entre si através de ligacdes glicosidicas. Tais ligacdes
podem resultar em diferentes conformacdes estruturais, nomeadamente em sheets
(folhas), espirais, hélices simples ou hélices triplas. Tal diversidade estrutural resulta na

formacdo de polissacéridos com diferentes atividades biol6gicas, como atividades
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imunomoduladora, antibacteriana, antiviral, anticoagulante, antioxidante, antitumoral,

antimutagénica, entre outras [43]-[45].

As microalgas tém a capacidade de produzir polissacéridos que sao acumulados
no interior das células (intrapolissacaridos ou polissacaridos intracelulares), que sao
excretados para o0 meio de cultura (exopolissacéridos ou polissacaridos extracelulares,
EPS) ou que permanecem ligados a membrana celular como polissacaridos de ligacao
(BPS). A composicao destas biomoléculas depende nédo sé da taxonomia da alga, mas

também das respetivas condicdes de crescimento [43], [44], [46].

Os polissacaridos mais abundantes produzidos por microalgas verdes sédo a
celulose, polissacarido estrutural presente na parece celular das microalgas (Figura 4)
e 0 amido, presente nos cloroplastos, identificado como reserva energética das células
[47], [48].

OH OH
0 0
(@) (@)
OH OH

n

Figura 4 — Estrutura quimica da celulose.

Deste grande grupo de biocompostos podem destacar-se os polissacaridos
sulfatados (sPS) e os B-glucanos, uma vez que tém demonstrado uma vasta gama de
atividades biolégicas. Os -glucanos sao polissacaridos que podem apresentar na sua
constituicdo monodmeros de glucose ligados entre si por ligacdes glicosidicas 3-(1,3) e
B-(1,6). Tais biomoléculas encontram-se presentes na parede celular de cereais,
leveduras, cogumelos, algas e bactérias, e podem apresentar inimeras atividades
biol6gicas, nomeadamente atividade imunomodulatéria, antitumoral e redutor de
colesterol e de glucose no sangue. Decorrente destas carateristicas, os 8-glucanos sao
biomoléculas suscetiveis de aplicacdo na indastria alimentar/nutracéutica, para
concecdao de ingredientes funcionais, mas também na industria farmacéutica/cosmética,
sendo, por exemplo, incorporados em produtos cosméticos gracas a sua capacidade
cicatrizante, antienvelhecimento e hidratante. A sua diversidade em termos de peso
molecular, solubilidade, grau de polimerizacédo e ramificacdo possibilita a existéncia de
moléculas com diferentes conformacgfes estruturais, propriedades fisico-quimicas e
bioatividades, tornando-as extremamente versateis e com aplicacdes diferenciadas [13],
[49]-[51].
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As microalgas sdo consideradas como uma potencial fonte produtora de
B-(1,3)-glucanos (Figura 5), nomeadamente as microalgas verdes. Estas moléculas
adotam, geralmente, uma conformacdo em tripla hélice, sdo sollveis em solucdes
alcalinas e podem possuir ramificaces através de ligacdes (1,6). Estes polissacéridos
demonstram efeitos imunomodulatérios, uma vez que podem ativar componentes
celulares/humorais do sistema imunologico dos hospedeiros. Mostram-se, também,
promissores no combate de metdstases tumorais e na prevencao de infecBes
bacterianas, fungicas e virais. Ja foram isolados 3-(1,3)-glucanos de Chlorella vulgaris

com atividades anti-inflamatérias e efeitos imunomodulatérios [13], [45], [52], [57].

HO OH
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Figura 5 — Estrutura quimica de um $-(1,3)-glucano.

Os polissacaridos sulfatados sdo um grupo de polimeros presente na parede celular
de plantas, animais e algas. Possuem liga¢des cruzadas a grupos éster-sulfato, o que
Ihes confere carga negativa. No caso dos sPS presentes em organismos marinhos, a
presenca de grupos sulfato nos polissacaridos é responsavel por alterar a estrutura
polimérica dos hidratos de carbono, permitindo uma adaptacao fisioldgica as drasticas
condi¢cdes ambientais, tal como a forga i6nica do meio. Tais compostos podem exibir
atividades biologicas, nomeadamente atividades antioxidante, anti-inflamatoria,
imunomodulatdria, entre outras. Esta familia de polissacaridos destaca-se pela elevada
atividade antiviral, apresentando a capacidade de se ligar a glicoproteinas presentes no
envelope de virus, cujos dominios sdo carregados positivamente, formando um
complexo néo reversivel. Para além da sua aplicabilidade na industria alimentar como
agentes emulsionantes e estabilizadores, os sPS s&o ainda utilizados na biotecnologia
vermelha [53]-[55].

Estas moléculas sdo geralmente encontradas em espécies marinhas, como
resposta a condi¢Bes extremas (elevada salinidade). Contudo, ja foram identificados

polissacaridos sulfatados produzidos por macro e microalgas de agua doce,
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nomeadamente pela microalga vermelha Porphyridium aerugineum e pela microalga

verde Chlorella vulgaris [56], [57].
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Figura 6 — Estrutura quimica de um monossacarido sulfatado [54].

2.3.2. Lipidos

Os lipidos sdo um grupo de biomoléculas estruturalmente diverso, compostos
maioritariamente por cadeiras ou anéis de hidrocarbonetos, cuja principal caracteristica
€ a sua insolubilidade em solventes polares, como a agua. Estes podem ser divididos
em acidos gordos (FA) e esterdis. Varios organismos apresentam a capacidade de
sintetizar tais biomoléculas, nomeadamente microalgas, fungos ou bactérias. No caso
das microalgas, estas tém a capacidade de produzir diversos tipos de lipidos, tais como
triglicerdis, fosfolipidos, glicolipidos, entre outros, com diversos graus de insaturacao.
Estas biomoléculas desempenham inumeras fun¢des ao nivel celular, podendo atuar
como fonte e armazenamento de energia, componentes da membrana celular ou

participar em processos metabdlicos [58]—[60].

Um dos principais produtos sintetizados pelas microalgas sé@o os acidos gordos
polinsaturados (PUFASs), compostos por cadeias lineares de hidrocarbonetos com duas
ou mais insaturacdes. Consoante a posi¢do da primeira insaturagéo, estes podem ser
classificados em 6megas 3, 6, 7 e 9. Tais compostos apresentam beneficios na salude
humana e animal ao nivel do metabolismo celular, flexibilidade membranar e sdo ainda
responsaveis pela sintese de precursores de eicosanéides (mediadores inflamatorios).
A sua aplicabilidade vai desde a producao de suplementos na industria alimentar até a
formulacao de produtos farmacéuticos, bem como na producédo de biocombustiveis [5],
[36], [46], [58].

A microalga verde C. amblystomatis sintetiza maioritariamente PUFAs,

nomeadamente &cido a-linoleico (ALA), representado na figura abaixo [31].
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Figura 7 — Estrutura quimica do acido a-linoleico (ALA).

2.3.3. Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos ou polifendis sdo metabolitos secundarios compostos por
um anel aromatico que possui um ou mais substituintes hidroxilo e cuja principal
caracteristica € a sua atividade antioxidante. Estes podem ser divididos em &cidos
fendlicos, flavonoides, estilbenos e lignanas. Os polifendis provenientes de algas
marinhas apresentam inimeras atividades para além da atividade antioxidante, tais
como atividade antitumoral, antimicroniana, anti-inflamatéria, antiviral e antidiabética.
Quando sdo impostas condi¢cdes de stress (homeadamente a exposicdo a elevadas
intensidades luminosas ou a caréncia de nutrientes) a uma cultura de microrganismos
fotossintéticos, como as microalgas, a eficiéncia da fotossintese diminui devido ao
aumento da reducgéo da cadeia de eletrdes. Por conseguinte, a reducdo da cadeia de
eletrdes promove o0 stress foto-oxidativo e a acumulacdo de excesso de energia,
reduzindo os seus mecanismos foto-protetores. No entanto, estes organismos
desenvolveram uma resposta adaptativa contra este tipo de condi¢des adversas, sendo
capazes de sintetizar moléculas com atividade antioxidante, como os polifendis e os
carotenoides. Os polifenéis possuem propriedades redutoras, permitindo a
neutralizacdo e estabilizacdo de espécies oxidativas, como espécies reativas de
oxigénio (ROS) e ibes metalicos [36], [61]-[63].

Os flavonoides, sintetizados a partir de aminoacidos aromaticos (fenilalanina e
tirosina), sdo fundamentais na protecéo das células face ao envelhecimento precoce e
doencas, pois conferem protecdo ao DNA, proteinas e lipidos contra danos oxidativos.
Estas moléculas sdo compostas por 15 atomos de carbono organizados em 3 anéis,
como ilustrado na Figura 8. Os flavonoides podem ser agrupados em diferentes classes,
consoante o nivel e o padrao de substituicdo do anel pirano, em: flavanais, flavanonas,

flavondis, isoflavonas, flavonas e antocianidinas [36], [64].

CL
OH

Figura 8 — Estrutura quimica base de um flavonoide.
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2.3.4. Pigmentos

As plantas e as microalgas sdo organismos produtores de inUmeros pigmentos
fotossintéticos de diferentes cores e biologicamente ativos, dos quais se destacam as
classes das clorofilas, carotenoides e ficobiliproteinas. Tais biomoléculas tém sido
aplicadas nas industrias alimentar, nutracéutica, farmacéutica, cosmética e em
aquacultura, ndo sé por serem corantes naturais, mas também por exibirem atividades
bioldgicas, tais como atividade antinflamatéria, antioxidante, antiobesidade, antitumoral,
neuroprotetora, etc. [36], [46], [65].

As clorofilas sd@o pigmentos fotossintéticos, lipossoliveis e sdo compostos
caracteristicos das microalgas verdes (Chlorophyta), estando presentes nos seus
cloroplastos. Estas moléculas sao constituidas por um anel de porfirina, contendo um
ido magnésio no seu centro. As clorofilas a e b (Figura 9) sdo as mais abundantes nas
microalgas verdes e plantas. A clorofila a € um recetor de energia luminosa,
desempenhando um papel fundamental no processo fotossintético: conversao da luz
solar em energia quimica. As restantes clorofilas, nomeadamente a clorofila b, s&o
pigmentos acessorios a fotossintese. Alguns dos beneficios para a saude humana
derivados da ingestdo destes compostos sao a estimulagcédo do sistema imunitario no
tratamento de problemas dermatolégicos, entre outros [17], [65]-[68]. Os principais
pigmentos, descritos na literatura, sintetizados pela C. amblystomatis séo as clorofilas
aeb][31].

Chl a: R=CHj
Chl b: R=CHO

Figura 9 — Estrutura quimica da clorofila a e clorofila b.

Outra classe de pigmentos que se encontra presente nos cloroplastos s&o os
carotenoides (ou tetraterpenos). Tais biomoléculas podem exibir propriedades

antitumorais, anti-inflamatérias e antiobesidade, sendo também aplicaveis nas
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indUstrias alimentar, farmacéutica e cosmética. Os carotenoides podem ser divididos em
duas classes: os carotenos e as xantofilas. Os carotenos, que sdo hidrocarbonetos, sédo
moléculas lipofilicas sendo o §-caroteno o composto mais comum. Este tipo de caroteno
pode exibir atividades biolégicas diversas, homeadamente atividade antioxidante,
neutralizando varios radicais livres. As xantofilas, que incluem na sua estrutura atomos
de oxigénio, sdo moléculas polares. A astaxantina e a luteina séo as principais xantofilas
encontradas em microalgas (Figura 10). A astaxantina pode exibir elevada atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, anti-envelhecimento, antihipertensiva e antitumoral; a
luteina, para além das suas propriedades antioxidantes, permite ainda prevenir doencas
como a degenerescéncia macular da idade, Alzheimer e doencgas cardiovasculares [65],
[67], [69], [70].
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Figura 10 — Estrutura quimica do B-caroteno (a) e da astaxantina (b) [71].

2.4. Fatores que afetam o crescimento celular: inducéo de stress

A sintese de biocompostos esta intimamente relacionada com as condi¢des de
crescimento. A manipulacdo destas condigcbes, nomeadamente 0 crescimento em
condicbes extremas, pode influenciar a producdo/acumulacdo de determinados
metabolitos em detrimento de outros, tais como polissacéaridos, lipidos, pigmentos,
polimeros extracelulares, entre outros. Uma das estratégias mais utilizadas € a inducao
de stress abidtico, que inclui a manipulacdo de parametros de cultura como, por
exemplo, a temperatura, o pH, a salinidade, os nutrientes ou a luz. Regra geral, as
microalgas tém demonstrado elevada adaptabilidade a condicbes
extremas/inadequadas, bem como a capacidade de sintetizar metabolitos de valor
acrescentado [72], [73].

z

O stress ao nivel dos nutrientes € uma das estratégias que permite induzir o
aumento da sintese de determinados compostos. A privacdo de macronutrientes como

nitrogénio, fésforo ou enxofre, pode ter como resultado a acumulacéo de lipidos/hidratos
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de carbono e de ROS, a sintese de antioxidantes, a degradacdo de proteinas e

pigmentos ou a reducdo da atividade fotossintética.

A caréncia de nutrientes, nomeadamente de nitrogénio, fundamental para a sintese
de proteinas, acidos nucleicos e clorofilas, permite aumentar o teor de lipidos, como
triglicéridos e PUFAs. No caso de polissacaridos, nomeadamente os EPS, é possivel
incrementar a sua sintese recorrendo a esta fonte de stress, bem como aumentar a
acumulacéo de carotenoides secundarios, como o B-caroteno. A acumulacao de lipidos
pode também resultar da privacdo de outras moléculas, como o enxofre ou o fésforo,
mas também através da exposicdo a elevada intensidade luminosa. A temperatura é
outro parametro fundamental, uma vez que influencia os processos metabélicos dos
organismos vivos. Estudos com microalgas demonstraram que a sintese de lipidos
polares aumentou com a diminuicdo da temperatura, enquanto o aumento da

temperatura promoveu a acumulagédo de lipidos apolares [8], [60], [72], [74], [75].

2.5. Extracao e Purificacdo de Compostos Bioativos
Grande parte das biomoléculas de interesse produzidas pelas microalgas
encontra-se no interior das células, sendo necessario recorrer-se a processos de rotura

ou permeabilizacéo celular.

Um dos grandes desafios tem sido a aplicacao de métodos de extracao em escala
industrial que se rejam pelos principios da Quimica Verde. A Quimica Verde baseia-se
em doze principios e tem como objetivo a criacdo e adocao de produtos/processos
quimicos que nao utilizem nem produzam substancias nocivas para 0 Homem e para o
meio ambiente. Os produtos concebidos devem integrar componentes inofensivos e que
ndo permanecam no meio ambiente apds a sua utilizacdo, devem ser sintetizados de
forma eficiente, com recurso a solventes como a agua e com baixos consumos

energéticos [76].

Atualmente, as etapas de downstream envolvem processos energeticamente
dispendiosos, morosos e que requerem a utilizacao de solventes organicos toxicos,
contaminando assim produto de interesse e tendo, consequentemente, implicacfes
ambientais (métodos convencionais). Deste tipo de metodologias destacam-se a
extracdo continua em Soxhlet, a maceracdo, a percolacdo ou a decoccao. Por
conseguinte, tém sido realizados estudos com o objetivo de desenvolver métodos de
extragdo econdmica e ambientalmente mais sustentaveis e eficientes, diminuindo o
consumo energético e o tempo de extracdo (métodos ndo convencionais). Alguns

exemplos deste tipo de tecnologias séo as extracdes assistidas por ultrassons e micro-

20



Introducéo

ondas, extracdo com fluidos supercriticos, extracdo com agua pressurizada e extracao

por métodos enzimaticos [77]-[79].

No caso dos compostos extracelulares, como os EPS, que sdo excretados para o
meio de cultura, o método de isolamento mais comum é por precipitagéo alcoolica. Tal
metodologia permite ndo s6é a concentracdo dos EPS, mas também possibilita a
reciclagem do solvente através de processos de destilagdo. No entanto, a polaridade e
a temperatura do &lcool utilizado afetam o rendimento em polissacaridos e a
co-precipitacao de impurezas, como proteinas. Para a remocao destas macromoléculas
sdo utilizados métodos de desproteinizagdo, como o método de Sevage, métodos
enzimaticos, método de precipitacéo cloroférmio/metanol, método do cloreto de calcio,
entre outros. No entanto, a principal desvantagem associada a aplicagdo de métodos
de desproteinizacdo consiste na degradacgéo de PS, afetando o rendimento de extragédo
[44], [80], [81].

2.5.1. Métodos de Extracao

A rotura celular pode ser realizada através de métodos mecéanicos ou hao
mecanicos, nomeadamente métodos térmicos, quimicos ou biologicos. A maioria destes
métodos estdo associadas inUmeras desvantagens, designadamente os elevados
custos e impactes ambientais adversos. Conforme ja mencionado, de forma a colmatar
algumas das lacunas dos métodos convencionais, tém sido desenvolvidos e
implementados métodos alternativos, que recorrem a menores tempos de extragdo e
consumo de solventes, resultando num menor prejuizo para o ambiente. Na Figura 11

encontram-se as vantagens e desvantagens de cada uma das metodologias [6], [79].
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extragdo
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Vantagens | Desvantagens

. * Elevados custos
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* Complexidade dos equipamentos
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* Elevada seletividade e
eficiéncia
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industrial

* Podem causar danos celulares

* Podem requerer elevados

* Producdo de menores
quantidades de residuos
industriais

* Impacto ambiental consumos energéticos

* Elevados custos

* Aplicabilidade em escala
laboratorial

Figura 11 — Vantagens e desvantagens dos métodos de extragdo convencionais e ndo
convencionais. Adaptado de [82].

2.5.1.1. Métodos Convencionais

Um exemplo classico de um método de extragdo solido-liquido convencional é a
extracdo continua em Soxhlet. Esta técnica consiste em sucessivos ciclos de
condensacao/refluxo de um solvente organico, ou combinacédo de solventes, gracas ao
fornecimento de temperatura, minimizando o volume de solvente utilizado, onde a
biomassa se encontra em constante contacto com o solvente. E uma técnica simples e
facilmente escalavel, mas requer elevados tempos de extracado e a utilizacdo de grandes
volumes de solventes organicos nocivos. Esta metodologia € comummente utilizada
para extracao de polissacaridos, lipidos, pigmentos, etc. Outro exemplo de um método
de extracdo convencional € a maceracdo, que consiste na imersdo da amostra num
determinado solvente, de forma a torna-la mais “macia”, e posterior maceragao da
mesma para extracdo de biocompostos. Para além da utilizagdo de um determinado
solvente, na presenca ou auséncia de agitacdo, este processo normalmente opera a
baixas temperaturas. A metodologia € relativamente simples e com baixo custo
associado, mas tem como desvantagens os elevados tempos de extracéo e a obtencéo
de baixos rendimentos. Outro método comum € a percolagéo, que opera continuamente,
e que consiste na utilizacdo de um solvente até a sua saturacdo a uma temperatura
igual ou superior & temperatura ambiente. Uma vez saturado o solvente de extracao,
este é substituido por solvente novo, tornando assim esta metodologia mais eficiente do

gue a maceracdo. Uma das principais desvantagens associadas a métodos que operam
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a elevadas temperaturas e elevados tempos de extracdo é a possivel degradacéo de

compostos e consequente perda de bioatividade [77], [83]-[85].

2.5.1.2. Métodos Nao Convencionais

A extracdo assistida por micro-ondas (MAE) é identificada como uma metodologia
nao convencional e baseia-se na utilizacdo de radiacédo eletromagnética com o objetivo
de aquecer, por conducdo, a amostra (biomassa e solvente), hum sistema fechado,
evitando a dissipacdo de energia. A agitacdo da mistura promove colisbes entre as
moléculas, levando a um aumento de energia térmica. Assim, € possivel a obtencao de
maiores rendimentos, reducéo dos tempos de extracao e utilizacdo de menores volumes
de solvente, comparativamente aos métodos convencionais. Alguns estudos efetuados
ja demonstraram que este método é adequado e eficiente para a extracdo de
biocompostos a partir de microalgas. No entanto, uma das limitag6es desta técnica é a
elevada temperatura a qual a matriz esta exposta, podendo afetar a bioatividade das
moléculas extraidas. Através deste método € possivel extrair diversas biomoléculas,
nomeadamente polissacéaridos, proteinas, lipidos, pigmentos, entre outras, mediante o
solvente utilizado [57], [86]-[88]. Yirgu, Leta, Hussen, Khan e Aragaw [89] reportaram a
extracao de 26% de polissacéridos da microalga verde Scenedesmus sp., com recurso
a MAE em condi¢cdes acidas (H.SO4 2,8 N/151 °C/1075 W). Zhou et al. [90] recorreu a
esta técnica, em condi¢Bes otimizadas (15 min./130 °C/3:2 de hex:isoproanol), para
extrair lipidos e ésteres metilicos de acidos gordos (FAMES) da microalga Scenedesmus

obliquus, com elevados rendimentos (88 e 96%, respetivamente).

Outro exemplo de uma metodologia ndo convencional é a extracdo com fluido
supercritico, sendo 0 CO; (scCO-) um dos mais utilizados, uma vez que apresenta como
principais carateristicas o facto de ser incolor, inodoro, ndo corrosivo e ndo téxico, sendo
ambientalmente menos nocivo quando comparado com outros solventes
(nomeadamente, hexano, tolueno, oxido nitroso, etc.). Um fluido supercritico € um fluido
que se encontra numa dada regido de pressdo e temperatura, ha qual apresenta
simultaneamente caracteristicas de liquido e gas. Este tipo de fluidos apresenta a
capacidade de solubilizar uma vasta gama de compostos (como lipidos e polifendis,
entre outros) sem os degradar, permitindo ainda a sua facil separacao. No caso do
scCO,, este apresenta maior eficiéncia na extragdo de compostos apolares. Contudo,
podem utilizar-se co-solventes que possuam afinidade para com moléculas polares,
como o etanol. Uma grande desvantagem desta metodologia é o custo associado

aguando aplicacdo a uma escala industrial [82], [87], [88]. Um estudo realizado por
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Halim, Gladman, Danquah e Webley [91], utilizando Chlorococcum sp., teve como
objetivo comparar a eficAcia dos métodos de extracdo continua em Soxhlet (SE),
utilizando n-hexano como solvente, e de extracdo scCO, na obtencédo de lipidos. Os
resultados obtidos revelaram que a extracdo scCO, mostrou ser substancialmente mais
eficiente quando comparada com SE, uma vez que foi possivel a reducao do tempo de
extracdo em 5,6 vezes para a obtencdo do mesmo teor de lipidos (ca. 0,058 g extrato

lipidico/g biomassa).

2.5.2. Purificacdo de Compostos Bioativos

Os extratos obtidos ap6s aplicacdo dos métodos de extracdo apresentam
composicao variada, contendo diversas biomoléculas, solventes extrativos e diversos
contaminantes. Assim, apos o procedimento de extracdo podem ser aplicadas técnicas
gue permitam a remocéao de impurezas e, consequentemente, a purificacdo do produto.
Existem diversos métodos para a purificacdo de biomoléculas que dependem, nao sé
do produto que se pretende purificar, mas também da pureza pretendida. As técnicas
mais comumente utilizadas sé@o técnicas cromatograficas, precipitacbes alcodlicas,

eletroforese e separagdo por membranas [77], [80], [92].

Geralmente, o primeiro passo do fracionamento de PS passa por uma precipitagéo
com etanol, permitindo a remocao de moléculas com baixo peso molecular. Em seguida,
podem ser aplicadas outras técnicas, nomeadamente técnicas de cromatografia liquida
em coluna, sendo uma das mais utilizadas a de troca i6nica. Esta técnica é usada na
separacao de polissacaridos acidos (aPS)/neutros (nPS) e de polissacaridos com carga
negativa recorrendo a um gradiente de concentracdo ou de pH, afim da sua eluicédo. Por
norma, quando a fase mével apresenta um pH de 6, ocorre a adsorcéo de aPS a matriz
cromatogréfica, sendo eluidos os nPS. Por conseguinte, a passagem, pelo sistema
cromatografico, de uma fase mével com valor de pH semelhante, mas com forc¢a ibnica
diferente, permite a eluicdo de polissacaridos acidos. Geralmente, a capacidade de
adsorcao de um polissacarido é tanto maior quanto maior for o nimero de grupos acidos
gue este apresenta. Podem ainda ser utilizadas outras técnicas cromatograficas, como
a cromatografia de exclusdo molecular ou de afinidade. A cromatografia de exclusédo
molecular baseia-se na eluicdo das biomoléculas de acordo com o seu tamanho/massa
molar, sendo as moléculas de tamanho/massa molar superior as primeiras a serem
eluidas, ficando as restantes retidas nos poros da resina. A cromatografia de afinidade
tem por base a afinidade das biomoléculas a separar para com ligandos imobilizados na

superficie da resina (fase estaciondria). Neste caso, todas as biomoléculas que se
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liguem especificamente aos ligandos ficam adsorvidas, sendo as restantes eluidas. A
eluicdo das moléculas adsorvidas resulta da manipulacéo da for¢a idénica ou do pH da
fase mével [92]-[94].

7

A eletroforese é uma técnica muito utilizada na separagdo e andlise de
macromoléculas como proteinas e acidos nucleicos. Contudo, ainda que menos
explorada, esta metodologia pode ser aplicada para separar e analisar outras
biomoléculas, como PS. Esta técnica baseia-se na migracao diferencial de moléculas,

tendo em conta a sua carga total e massa molar, através de um campo elétrico [77].

2.6.Doseamento de Compostos Bioativos

As microalgas, como referido anteriormente, sdo organismos produtores de
diversos compostos biologicamente ativos, tornando-se fulcral o desenvolvimento de
metodologias que permitam detetar e quantificar estas biomoléculas através de técnicas
rapidas e fiaveis. Existem, atualmente, inUmeros métodos para a detecdo destes
compostos quer in vivo, quer in vitro, tais como métodos cromatograficos,
imunoquimicos, enzimaticos, fluorimétricos e espetrofotométricos, nomeadamente

métodos colorimétricos [95].

Os métodos colorimétricos sdo uma das abordagens mais utilizadas para
guantificacdo de biomoléculas, uma vez que constituem uma alternativa simples, rapida,
sensivel e seletiva para o0 composto em estudo. Estes métodos permitem quantificar um
determinado analito através da leitura da absorvancia (ou transmiténcia), a um dado
comprimento de onda de luz visivel, resultante da interagdo entre o analito e um
reagente adicionado a amostra em andlise. Para o efeito, compara-se a absorvancia da
mistura reacional obtida para uma solu¢édo padrdo e amostra, utilizando uma curva de

calibracdo que permite a determinacdo da concentracéo do analito [59], [96].

De seguida, encontram-se descritos os métodos que foram utilizados durante o
presente trabalho, adaptados para microplaca, de modo a rentabilizar os processos
relativamente a quantidade de reagentes e amostras utilizadas e ao tempo necessario

para a sua execucao.

e Método do Fenol-Acido Sulfarico: as moléculas alvo deste método s&o
hidratos de carbono (neutros e anionicos), oligossacaridos, proteoglicanos,
glicoproteinas e glicolipidos. O método baseia-se na desidrata¢éo de polissacéaridos, na
presenca de acido sulfarico, gerando derivados de furfural que, por sua vez, reagem

com o fenol para formar complexos de cor acastanhada que absorvem luz a 490 nm. A
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técnica é simples e sensivel, no entanto, para além de serem utilizados reagentes
téxicos, como o fenol (reagente colorimétrico), o0 método tem como principal limitagédo o
facto dos polissacaridos catidénicos nao reagirem com o cido sulfarico [97], [98];

¢ Método do Corante Congo Red: este método € especifico para polissacaridos
do tipo pB-D-glucanos. O corante Congo red liga-se especificamente a
B-1,3-D-glucanos cuja estrutura terciaria se apresenta como conformacdo em tripla
hélice, culminando num maximo de absorvéancia de 516 nm. O corante azo Congo red
estabelece, através dos seus grupos amino, ligacdes de hidrogénio com 0s grupos
hidroxilo dos B-glucanos e interage com a estrutura terciaria dos mesmos por forcas de
Van der Waals [99];

e Método do Azul de Toluidina: esta técnica permite uma quantificacéo
altamente especifica de sPS, através da formagdo de um complexo com o corante
cationico azul de toluidina, e estabelece uma relagéo linear entre o decréscimo da
absorvancia a 632 nm e a concentracdo destes polissacéaridos. O método é rapido e ndo
requer a utilizac&o de reagentes corrosivos [100];

e Método do Carbazole-Acido Sulfurico: as moléculas alvo deste método s&o os
aPS, nomeadamente o &cido urdnico. Inicialmente os polissacaridos sofrem
desidratacdo e, em seguida, apos adicdo do reagente carbazole e temperatura, surge o
aparecimento de cor rosada/magenta. A metodologia mais utilizada esta descrita para
macroescala (tubos de ensaio), necessitando de elevado volume de reagentes. No
entanto, 0 método é sensivel e reprodutivel. A leitura da absorvancia é efetuada aos
525 nm [101], [102];

e Método de Ligacdo do Azul de Coomassie: este método, também designado
por método de Bradford, permite quantificar proteinas através da formacdo de um
complexo de cor azul, que se baseia na interacdo do corante azul brilhante de
Coomassie G-250 com os grupos amino das proteinas (especialmente residuos
aminoacidicos de arginina). O método é rapido, reprodutivel, simples e preciso, sendo
0 mais utilizado universalmente para este efeito. A leitura da absorvancia é realizada
aos 595 nm [103], [104];

e Método Sulfofosfovanilina (SPV): as moléculas alvo deste método sdo os
lipidos insaturados. A técnica baseia-se na formacéo inicial de iGes carbdnio (devido a
reacdo entre os lipidos insaturados e o &cido sulfurico), que em seguida reagem com 0s
grupos carbonilo do reagente SPV, gerando um cromoéforo rosado estabilizado por
ressonancia, com um maximo de absorvancia a 530 nm. Este reagente resulta da
reacao entre a vanilina e o &cido o-fosférico, formando um éster de fosfovanilina, cujos
grupos carbonilo apresentam maior reatividade. O método é simples e o cromoéforo

formado apresenta elevada estabilidade. No entanto, é necessaria a presenca de
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ligacdes duplas ou grupos hidroxilo livres para que ocorra a reacao e a reatividade dos
acidos gordos polinsaturados diminui com o aumento da saturacdo. A escolha da
solucdo padrdo para execucdo da curva de calibracdo é fulcral para o sucesso do
método [59], [73], [105];

¢ Método do Folin-Ciocalteu: este método é especifico para polifendis, sendo o
reagente de Folin-Ciocalteu composto por fosfomolibdato e fosfotungstato. Esta técnica
baseia-se na transferéncia de eletrdes, em meio alcalino, entre a molécula alvo e uma
espécie redutora para o molibdénio, formando um complexo de cor azul que apresenta
um maximo de absorvancia entre os 750 e os 765 nm. O método é simples e
reprodutivel. No entanto, o reagente é ndo especifico para polifendis, podendo ser
reduzido por outras moléculas (aminas aromaticas, acido ascorbico, Fe(ll), entre outras)
[106], [107];

e Método do cloreto de aluminio: este método colorimétrico tem como moléculas
alvo os flavonoides. A técnica baseia-se na nitracdo de um anel aromatico contendo um
grupo catecol, com 3 ou 4 posi¢cbes ndo substituidas ou estereoquimicamente livres.
Com a adigédo do Al(lll), forma-se um complexo amarelo em meio bésico, sendo a leitura
da absorvancia efetuada a 510 nm. Esta metodologia ndo permite a quantificagcéo de
flavonoides totais. A presenca de nitrato de sédio em meio bésico pode tornar a reagéo

especifica para determinados tipos de flavonoides, como a catequina [108].

2.7. Atividade Antioxidante

Os compostos antioxidantes sdo fundamentais para a protegdo do organismo pois
sdo responsaveis por eliminar radicais livres, como ROS. Estes radicais provocam
danos irreversiveis em moléculas como o DNA, proteinas e lipidos membranares,
contribuindo para doengas como cancro, diabetes, Alzheimer, acidente vascular
cerebral isquémico e doenca arterial coronaria. De forma a prevenir danos oxidativos,
guer no organismo humano, quer em alimentos, as industrias farmacéutica/alimentar
tém incorporado nas suas formulagdes moléculas antioxidantes sintéticas ou de origem
natural. Os antioxidantes sintéticos, para além de apresentarem menores custos, sao
eficazes e estaveis, mas tém demonstrado efeitos secundéarios decorrentes da sua
ingestdo a longo prazo, nomeadamente alergias, problemas gastrointestinais ou o
aumento do risco do desenvolvimento de cancro. Uma possivel solugdo para esta
problematica é o recurso a moléculas naturais. Neste sentido, as microalgas mostraram
ser uma fonte alternativa para a sintese de compostos com atividade antioxidante, como

sPS, compostos fendlicos e pigmentos [5], [37], [109], [110].
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E possivel dividir a anélise da capacidade antioxidante em dois subtemas, de
acordo com 0 mecanismo quimico de atuacdo: espécies que envolvem a transferéncia
de um Unico eletrdo (SET) e espécies que envolvem a transferéncia de um atomo de
hidrogénio (HAT). Dentro das reacdes SET utilizam-se, habitualmente, para determinar
a atividade antioxidante de inUmeras substancias, os métodos dos radicais ABTS (2,2’-
- Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo),

capacidade redutora de ides Fe** e capacidade quelante de Fe?* [111].

Com objetivo de estudar in vitro a capacidade antioxidante dos compostos
produzidos pela microalga C. amblystomatis, recorreu-se ao método do radical ABTS
ou TEAC (Capacidade Antioxidante em Equivalentes de Trolox) que consiste na
avaliacdo da capacidade que uma dada molécula tem de sequestrar o catido do radical
ABTS (ABTS™) ou por reducéo direta via doacdo de um eletréo ou por transferéncia de
um atomo de hidrogénio. A molécula de ABTS (incolor) é oxidada a ABTS™ de coloracéo
azul-verde, e quando o catido entra em contacto com uma substancia passivel de ser
oxidada, este é reduzido, passando a sua forma incolor. O método encontra-se descrito
para o formato de microplaca e apresenta os seguintes maximos de absorvancia: 414,
645, 734 e 815 nm. A técnica é simples e passivel de ser implementada numa larga
gama de pH; o radical é soluvel ndo sé em agua, mas também em solventes organicos,
permitindo a determinagéo da capacidade oxidante em amostras contendo compostos
hidrofilicos ou lipofilicos. No entanto, existem algumas desvantagens, tais como o
elevado tempo do ensaio, uma vez que a formacao do radical ABTS demora entre 12 a
16 h, bem como o facto de qualquer composto cujo potencial redox seja inferior ao do
catido reagir com o radical [107], [112]-[114].

2.8. Atividade Antibacteriana

As microalgas sdo produtoras de inUmeras moléculas que podem apresentar
capacidade de modelar o microbioma com compostos anti- e pro-microbianos, com
aplicagdes varias, nomeadamente no desenvolvimento de solugbes aplicadas a saude
humana e animal, na conservacdo de alimentos, ou até na regeneracdo de solos
agricolas. A proliferacdo de alguns microrganismos, como bactéricas e fungos, pode
apresentar riscos para a satde humana, o que leva a utilizacao de antibioticos sintéticos
que sdo, regra geral, um produto caro e que pode ainda exibir efeitos secundarios
negativos. Outra desvantagem associada a estas moléculas sintéticas é o facto de cada
vez mais 0S organismos patogénicos apresentarem resisténcia a tais compostos,

tornando-os ineficazes [115].
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Uma das metodologias mais utilizadas para a realizacdo de ensaios de atividade
antibacteriana é a técnica de difusdo em discos de Kirby-Bauer. Esta metodologia
permite a determinacdo da sensibilidade/resisténcia de patogénicos face a compostos
com atividade antibacteriana. O microrganismo patogénico € cultivado em agar
Mueller-Hilton (MH) sendo, posteriormente, inseridos discos de papel de filtro no agar,
impregnados com os extratos de concentracdo conhecida, de forma a avaliar a sua
atividade antibacteriana. A presenga/auséncia de crescimento microbiano em redor dos
discos permite, indiretamente, medir a capacidade antibacteriana dos extratos testados.
A taxa de difusdo dos agentes antibacterianos através do agar depende da sua

solubilidade, mas também da sua massa molar [116].

Moléculas como EPS, carotenoides (luteina) ou acidos gordos tém demonstrado
capacidade antimicrobiana [37], [60]. Extratos da microalga verde de agua doce
Chlorococcum humicola, contendo compostos fendlicos e pigmentos, apresentaram
atividade antibacteriana contra as espécies Vibrio cholera, Salmonella typlimuriom,
Staplylococcus aureus e Bacillus subtilis [5], [7]. Um estudo realizado por Sukhikh et al.
[117] verificou que extratos purificados de lipidos e de hidratos de carbono de C. vulgaris
apresentaram atividade antibacteriana contra as bactérias Echerichia  coli e

Staphylococcus aureus.

2.9. Técnicas de Caracterizagcdo  Estrutural: Espetroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier
Apos purificacdo das biomoléculas de interesse é fundamental proceder a sua
caracterizacdo estrutural, uma vez que as suas estruturas e as suas atividades se

encontram inevitavelmente relacionadas.

Algumas das técnicas mais utilizadas sao a espetroscopia de infravermelho (1V),
técnicas cromatograficas, como a cromatografia gasosa (GC) e cromatografia liquida
(LC), cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS), cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC), espetrometria de massa (MS) e a ressonancia
magnética nuclear (RMN) de protdo (*H) ou carbono-13 (*3C) [44], [118].

A espetroscopia de IV é uma técnica espetroscépica de absorcéo na qual a energia
absorvida se encontra na regido do infravermelho do espectro eletromagnético. Este
método vibracional baseia-se no facto das ligacdes quimicas possuirem frequéncias de
vibracao especificas, que correspondem a niveis de energia da molécula, designados

por niveis vibracionais. Um dos avancos tecnol6gicos mais importantes associados a
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este tipo de espetroscopia foi a introducdo da técnica da transformada de Fourier
(Fourier-Transform Infrared Spectroscopy - FTIR). As suas principais vantagens sdo o
facto de ser uma técnica ndo destrutiva, aplicavel a varios tipos de amostra, 0 processo
de aquisicdo ser rapido e ser sensivel mesmo com quantidades minimas de amostra.
Uma das principais desvantagens € a hecessidade de se trabalhar em condi¢des isentas
de humidade e de COg, pois estes elementos podem afetar a qualidade do espetro,

dificultando a sua interpretacao.

Este método tem sido largamente aplicado na analise estrutural de polissacaridos,
bem como de outras biomoléculas. Os espectros de IV de PS sdo geralmente
complicados e dificeis de interpretar de forma direta. O espetro de FTIR apresenta zonas
bem definidas correspondentes a absor¢cédo de grupos carateristicos, o que permite
simplificar o processo de interpretacéo e, simultaneamente, ser usado como um guia Util
na identificagdo de hidratos de carbono. As principais regides espetrais de
polissacéaridos sédo: a 3600-3000 cm™, regido associada a vibracdo de extensdo do
grupo OH; a 3000-2500 cm?, regido caracteristica de vibragbes de extensdo
simétrica/assimétrica de grupos CH e CHz; a zona espetral 1800-1500 cm®, associada
as vibragbes de extensdo das ligagbes duplas, nomeadamente dos grupos C=0 e
COO; a regido 1500-1200 cm™?, referente a vibracdes de deformacdo de grupos com
simetria local CH> e deformagdes C-OH; a regido de impressédo digital (fingerprint
region), a 1200-800 cm™, que corresponde a formacdo da ligacdo glicosidica nos
polissacaridos (1175-1140 cm™) e a regido anomérica (900-800 cm?); por fim, a zona
espetral < 800 cm™ associada as vibracdes do esqueleto carbonado e cuja andlise
resulta em informacfes limitadas para a elucidacao da estrutura dos polissacéaridos
[119], [120].

Esta técnica permite também a identificagdo dos diferentes grupos substituintes
existentes nas cadeias dos polissacaridos, dos quais sdo exemplos os grupos sulfonilo,
acetilo, fosforilo, entre outros. No caso dos sPS, a identificagdo do grupo sulfonilo pode
ser realizada através da presenca de trés bandas de absorgdo carateristicas a
1270-1200 cm™ e 1060-1010 cm?, que correspondem as vibracdes de extensdo
simétrica/ assimétrica do grupo S=0, respetivamente, e a 900-800 cm™ correspondente

a vibracao de extensdo da ligagdo C-O-S [120].

Muitas vezes o produto final pode conter proteinas, identificaveis gracas a presenca
das vibracdo de extensdo a 1700-1600 cm™ e 1600-1500 cm* atribuidas as bandas da

amida | e Il, respetivamente [119].
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Introducéo

Inimeros compostos de valor acrescentado jA se encontram identificados e, até,
comercializados sendo, alguns deles, produzidos por microalgas. Segundo varios
autores, as microalgas constituem uma alternativa sustentavel passivel de ser integrada

na nossa dieta, sob a forma de aditivo alimentar ou alimento funcional.
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3. Materiais e Métodos

3.1.Reagentes

Os reagentes utilizados foram os seguintes: etanol (CHsCH.OH) 99,8%,
propanol (CH3CH,OH), acido acético puro (CH3;COOH) e acido orto-fosférico 85% da
Fisher Chemical. Dextrano de Leuconostoc spp. (Mr~100000 g/mol), &cido sulfarico 95-
97% (H2S0.), acido D-galacturénico (CsH1007), albumina de soro bovino sem protéase
(BSA) e azul de toluidina (CisH16NsS*) da Fluka. Acido poligalacturénico (CeH1007) da
Alfa Aesar. Acido gélico (C7HsOs) da Acros Organics. Fenol (CsHsO) da BDH. Solucéo
comercial do corante de Bradford (C47HsoN30O-S") da BioRad. 2,2’-Azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), sulfato de dextrano (Mr~2000000 g/mol), sulfato
de dextrano (Mr~40000 g/mol), heparina de mucosa intestinal suina (Mr ~17000 g/mol),
catequina hidratada 98%, Congo Red 40%, Alcien Blue 8GX, -(1,3)-D-glucano de
Cevada a 95%, reagente Folin-Ciocalteu, Trolox 97%, acrilamida 99% (CsHsON) e
carbazole (Ci2HgN) da Sigma. Dextrano (Mr~70 Da) da AppliChem. Resina DEAE-52 de
troca i6nica microgranular da Whatman. Sacarose da Mikrobiologie. Biscarilamida
(C7H10ON), Titriplex 1l (EDTA) a 99%, acido borico (HsBOs), azul de bromofenol,
persulfato de amoénio ((NH4)2S20s), nitrato de prata (AgNO3), nitrito de sodio (NaNOy),
tetraborato disddico (Na:B4O7), cloreto de aluminio (AICls) da Merck. Vanilina 99%
(CsHgO3) da Thermo Fisher Scientific. Oleo de colza bioldgico da Vitaquell. Carbonato
de sddio (Na,COs) da Riedel-de-Haén. TRIS (tris-(hidroximetil-aminometano) da VWR.

Os restantes reagentes utilizados foram fornecidos pela Sigma e Merck, cuja pureza
e qualidade foi selecionada de acordo com a aplicacéo. Tais reagentes nao receberam

gualquer tratamento prévio a sua utilizagao.

3.2.Material biologico
O microrganismo utilizado foi a microalga verde Chlorococcum amblystomatis

proveniente da Algoteca da UID da Allmicroalgae.

Foram ainda utilizadas duas espécies de bactérias, nomeadamente a Echerichia
coli ATCC25922 (Gram negativa) e Staphylococcus aureus ATCC25923 (Gram positiva)

para realizagdo dos ensaios da atividade antibacteriana.
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3.3.Métodos

3.3.1. Cultivo e Manutencéo da Cultura

A producéo a escala laboratorial de C. amblystomatis em condi¢des autotréficas e
heterotréficas, bem como o respetivo acompanhamento, foram efetuados nas
instalagbes da UID da Allmicroalgae, conforme descrito anteriormente. O ensaio em
autotrofia foi realizado em dois reatores diferentes (reator de coluna de bolhas e frascos)
tendo sido, em cada reator, testada a inducdo de stress sob a forma de privacédo de

nitratos. Todos 0s ensaios, auto e heterotroficos, foram realizados em triplicado.

Comecou-se por preparar um baldo de pré-in6culo com meio MNS (meio da
empresa Allmicroalgae) e uma concentracéo celular inicial de 0,362 g/L (peso seco). O
pH foi mantido entre 6 e 7 durante o tempo de cultivo, tendo sido utilizada esta cultura
como pré-indculo para os ensaios realizados em condi¢gfes autotréficas. O crescimento
da biomassa foi acompanhado através de analises diarias de densidade 6tica a 600 nm,

concentracéo de nitratos e pH.

O ensaio autotrofico em reatores de coluna de bolhas (AT_C) consistiu na
inoculagéo 2 baldes com pré-indculo: um com uma concentragao final de 10 mM de NO3’
(AT_C1, condigéo de controlo) e outro a 4 mM de NOs (AT_C2, condi¢do de stress), e
meio de cultura BBM (Bold’s Basal Medium) previamente preparado, até se perfazer um
volume total de 3 L. Cada baléo foi utilizado para a inoculagéo de 3 reatores de coluna
de bolhas de 1 L (AT_C1 e AT_C2), suplementados com ferro e nitrato de sédio e com
uma concentracdo celular inicial de ca. 0,448 g/L. O ensaio foi terminado quando as
culturas atingiram a fase estacionéria da curva de crescimento microbiano A condicéo
de stress AT_C2 foi mantida a concentracdo de, aproximadamente, 4 mM de NOs™ até
atingir o inicio da fase estacionaria de crescimento (13° dia), a partir do qual a cultura
foi privada deste nutriente. A injecéo de CO: foi ajustada mediante o pH apresentado
pelas culturas. As restantes condigdes de cultivo encontram-se enunciadas na Tabela
2.

Para a realizacao do ensaio autotrofico em frascos (AT_F), procedeu-se de forma
semelhante ao descrito para o ensaio AT_C, mas sem suplementacdo do meio de
cultura com ferro e nitrato de sddio. Analogamente, foram inoculados 3 frascos de 1 L
para cada condicdo (AT_F1 — 10 mM de NOs’, condi¢éo de controlo; AT_F2 —4 mM de
NOs, condicdo de stress), com uma concentragdo celular inicial de ca. 0,430 g/L. A
manutencédo/controlo da cultura celular foi realizada de forma idéntica ao ensaio AT_C.
O ensaio foi terminado quando as culturas atingiram a fase estacionéaria da curva de

crescimento. A semelhanca da condi¢do de stress AT_C2, a condicdo AT_F2 foi
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mantida a uma concentragdo de, aproximadamente, 4 mM de NOs até atingir o inicio

da fase estacionaria da curva de crescimento.

Relativamente ao ensaio em condi¢Bes heterotréficas (HTN) foram inoculados 3
Erlenmeyer com 20 g/L de glucose, 40 mM de NaNO3; e meio BBM concentrado (10x)
até se perfazer um volume total de 150 mL, com uma concentracao celular inicial de ca.
0,135 g/L. As culturas foram mantidas em agitacdo e temperatura ambiente constante,
como indicado na Tabela 2. Por fim, foram analisadas culturas heterotroéficas, fornecidas
pela empresa, cultivadas em condi¢bes semelhantes ao ensaio HTN, mas na presenca
de amodnia como fonte de nitrogénio (HTA) e na presenca de ureia como fonte de
nitrogénio (HTU).

Tabela 2 — Condi¢des de cultivo de C. amblystomatis.

Ensaio
AT _C AT _F HTN
1 2 1 2
Intensidade
_ 1700 800 -
luminosa (lux)
Fotoperiodo
12:12 h 24:0 h -
(luz:escuro)
_ 65-80 1000
Arejamento . _ 150 rpm
mL/min mL/min
_ BBM BBM 10x
Meio de cultura N BBM
modificado? concentrado
T (°C) 20-21 28
pH 6-7 5-6

1 Meio suplementado com ferro e nitrato de sédio.

O controlo da evolugdo do crescimento das culturas de C. amblystomatis nos
diferentes ensaios foi efetuado através de analises diarias, que consistiram em
medicdes da densidade oOtica a 600 nm, do pH e do teor de NOs. Os ensaios em
condi¢Bes autotroficas foram acompanhados de 2 em 2 dias, enquanto 0 ensaio em

heterotrofia foi acompanhado entre 1 a 2 vezes por dia.
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Na Figura 12 encontram-se esquematizadas as condigGes de cultura da microalga

em estudo realizadas no decorrer do estagio na UID da empresa Allmicroalgae.

Condigoes de Cultura

. '

Autotréfico (AT) Heterotréfico (HTN)
| (40 mM NaNO,)
Controlo (1) Stress (2)
(10 mM NaNO,) (4 mM NaNO,)
Coluna de Frascos Coluna de Frascos
Bolhas (AT_C1) (AT_F1) Bolhas (AT_C2) (AT_F2)

Figura 12 — Condig¢6es de cultura da microalga Chlorococcum amblystomatis estudadas.

Apo6s o término dos ensaios, efetuou-se a separacdo do meio de cultura da
biomassa por centrifugacdo a 3500 rpm durante 5 minutos, a 4 °C, tendo sido
armazenados a -4°C. As amostras bioldgicas resultantes encontram-se na tabela

seguinte.

Tabela 3 — Amostras resultantes do estagio na Allmicroalgae.

T Biomassa Meio de cultura
(sobrenadante)
AT _C1
AT F2 X
HTN X
HTA
HTU -

A biomassa e o respetivo meio de cultura produzidos durante o estagio, bem como
a biomassa fornecida pela Allmicroalgae, foi sujeita a varias etapas de processamento,

conforme esquematizado na Figura 13.
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( Etapas de Processamento

L Separacdo por centrifugacdo $
Biomassa Meio de Cultura

Lise Celular | L

J’ J’ J’ Precipitagdo de
Extracdo com Extracdo Assistida por Extracdo Continua em EPS
Acetona Micro-ondas (MAE) Soxhlet (SE)

EtOH absoluto, extracio imediata
EtOH 90% (v/v), incubacgdo overnight
KOH 0,1 M/M120 °C/30 min EtOH/80°C/6h Propanol 95% (viv), incubacdo overnight

EtOH/150 °C/15 min Hex/80°C/6h

Desproteinizagéo

Doseamento de biomoléculas por

. . - Método Sevage
métodos colorln:etrlcos, UV-Vis 44— Método enzimético com papaina

Determinagédo da atividade
antioxidante e antibacteriana

! - Proteina total
Polissacaridos neutros

Polissacaridos sulfatados F Llpldo_z
Polissacaridos acidos c a\.rtonofl e?l_
B-glucanos ompostos fendlicos
Pigmentos

'

Purificagdo de biocompostos portécnicas cromatograficas e
analise portécnicas eletroforéticas
Caracterizagdo das biomoléculas por FTIR

Figura 13 — Etapas de processamento da biomassa e do meio de cultura obtidos a partir das
culturas de C. amblystomatis.

3.3.2. Extracdo de Biocompostos Intracelulares

A fim de proceder a extragdo de compostos intracelulares, nomeadamente de

polissacaridos, liofilizou-se a biomassa no equipamento UNICRYO MC 2L.

3.3.2.1. Extracéo Assistida por Micro-ondas (MAE)

A extragcdo realizada por MAE tem por base o método descrito por Yuan e
Macquarrie [121], com algumas modificacdes. Foram utilizados dois reatores de micro-
ondas monomodo (CEM, Discover e Anton Paar, Monowave 300) para a realizacdo dos

ensaios.

Inicialmente foi realizado um ensaio preliminar, de forma a avaliar as condi¢des de

extracdo que conduziam a extracdo de um contetdo mais elevado de nPS, utilizando
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biomassa de C. amblystomatis obtida em crescimento autotréfico com meio MNS. As
condicdes de extracao foram selecionadas com base nos resultados obtidos por Hussen
[57] e Gil [86], com uma razdo biomassa:solvente de 1:10. Na tabela abaixo (Tabela 4)

encontram-se descritos os parametros utilizados na extracéo.

Tabela 4 — ParAmetros de MAE dos ensaios preliminares realizados com a cultura fornecida
pela Allmicroalgae (condicdes autotréficas com meio de cultura MNS).

Ensaio Solvente Temperatura de Tempo de
Extracéo (°C) irradiacdo (min)
MAE_EtoH | ol 150 15
- absoluto
MAE_KOH | KOHO0,1 M 120 30

Apo6s selecionada a melhor condicao de extracdo (MAE_KOH), foi testada a
extragcdo de biomoléculas a partir de biomassa: nao liofilizada, com incubag&o overnight
no solvente de extragdo (M_ON); liofilizada, com incubag&o overnight no solvente de
extracdo (S_ON); liofilizada, extracdo imediata (S_i). As condi¢cbes de extracdo que
permitiram obter conteldos mais elevados em PS foram entdo aplicadas aos restantes
ensaios. A razdo biomassa:solvente utilizada foi de 1:10 e, apés a extracdo, 0s extratos
foram centrifugados a 13500 rpm durante 30 minutos, a temperatura ambiente. Os
extratos obtidos apds extracdo foram denominados pelo nome que caracteriza cada
condicéo de cultivo (AT_C1/AT_C2/AT_F1/AT_F2/HTN/HTA/HTU).

3.3.2.2. Extragdo Continua em Soxhlet (SE)

A extracdo continua em Soxhlet baseou-se no procedimento descrito por Silva,
Magalh&es, Moreira, Rocha e Bastos [122] com algumas modificagfes. Este método de
extracdo foi aplicado a biomassa obtida no ensaio autotréfico AT_C1, tendo sido
testados dois solventes de extracdo, etanol absoluto e n-hexano, durante 6h, a 80 °C e
uma razdo biomassa solvente de 1:77. Foram obtidas 2 fracdes, uma para cada
solvente, tendo-lhes sito retirado 1 mL de extrato. Os extratos obtidos foram secos a
100 °C numa estufa, e identificados como SE_EtOH_C1 e SE_Hex_C1. Posteriormente
repetiu-se este procedimento para o ensaio AT_C2, mantendo-se os parametros de
extracdo e razdo biomassa:solvente. Os extratos obtidos foram igualmente
denominados por SE_EtOH_C2 e SE_Hex_C2. Na Figura 14 encontra-se a montagem

realizada para estas extracdes.
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Figura 14 — Montagem da extragao continua em Soxhlet.

3.3.2.3. Extracdo de Pigmentos

A extracdo de pigmentos fotossintéticos baseou-se no procedimento descrito por
Correia et al. [31] e foi aplicada a biomassa proveniente dos ensaios AT_C e AT_F. A
biomassa liofilizada foi macerada com acetona pura, numa razdo biomassa:solvente de
1:6 durante 5 minutos. ApGs extracao, centrifugou-se a 13,5 rpm durante 30 minutos a
temperatura ambiente. O pellet, ainda com coloracéo verde intensa, foi incubado no
solvente de extracdo overnight. Centrifugou-se novamente a solugcdo e reservou-se o
sobrenadante. Por fim, foram realizadas leituras de absorvancia nos comprimentos de
onda 470, 643, 648, 661 e 664 nm num espetrofotometro (UV-3100PC VWR). Os
extratos provenientes desta extracdo foram denominados por Ac_AT_C e Ac_AT_F.

3.3.3. Extracdo de Polissacéaridos Extracelulares
3.3.3.1. Precipitacdo com Alcoois

Os compostos extracelulares, nomeadamente os EPS, foram isolados do restante
meio de cultura através do método convencional de precipitacdo com &lcoois [80]. Neste
sentido, foram realizados ensaios com o objetivo de determinar o melhor solvente e
respetivas condicdes de precipitacdo. As amostras utilizadas foram os sobrenadantes
provenientes do ensaio autotréfico AT_C. Na tabela abaixo encontram-se indicadas

todas as condi¢cOes estudadas.
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Tabela 5 — Precipitagdes alcoodlicas de EPS e respetivas condicdes.

: Vol ~
Ensaio Solvente olumes de Incubagéo
solvente
Eti AT _C1
Etanol 90% 3 vol : Sem ~
Eti AT C2 incubacao
EtON_AT_C1
Etanol 96%
EtON_AT_C2 Overnight
2 vol R
PON_AT C1 -4°C
Propanol 95%
PON_AT_C2

Concluidas as precipitacdes, as solu¢des foram centrifugadas a 5000 rpm durante
30 minutos a 4 °C. Os precipitados foram recolhidos e secos a 50 °C numa estufa. Em
seguida, os EPS foram dissolvidos num volume minimo de NaOH 1 M, a 80 °C com

agitacdo, durante o tempo necessario até que cada amostra estivesse solubilizada.

Por fim, com base nos resultados obtidos, selecionou-se e aplicou-se as condi¢cdes
de precipitacdo selecionadas aos sobrenadantes das amostras AT_F1, AT_F2, HTN,

HTA e HTU, segundo o respetivo protocolo acima descrito.

3.3.3.2. Desproteinizagdo

Foram utilizados dois métodos de desproteinizacéo distintos: o método enzimatico,
com papaina, e 0 método Sevage, de forma a eliminar impurezas, como proteinas,

precipitadas apés precipitacao alcoodlica [81].

O método enzimatico foi iniciado com a hidrélise de 3 mL de EPS dissolvidos em
NaOH 1 M com papaina (em tampdo pH 7). Em seguida, incubou-se a mistura a
50 °C durante 6h, com agitacdo. Deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente e
reservou-se durante 24h a 4 °C. Posteriormente, centrifugou-se a mistura durante 5
minutos a 13500 rpm a temperatura ambiente, e descartou-se a fase organica.
Lavou-se a fase aquosa com etanol absoluto e éter dietilico; apés cada lavagem, a
amostra foi centrifugada, tendo sido descartada a fase orgénica. Por fim, secou-se a

fase aquosa a baixa temperatura (~50 °C).

A aplicacdo do método Sevage consistiu na adi¢cdo de 3 volumes de uma mistura
4:1 de cloroférmio:n-butanol a EPS dissolvidos em NaOH 1 M. Em seguida, agitou-se a

mistura vigorosamente e deixou-se repousar por 40 minutos para separacdo de fases,
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e descartou-se a fase organica. Este procedimento foi repetido uma vez. Em seguida,
adicionaram-se 3 volumes de etanol a 90%. Centrifugou-se a mistura durante 5 minutos
a 13500 rpm, a temperatura ambiente e descartou-se a fase organica. Por fim,

procedeu-se a lavagem da fase aquosa tal qual descrito anteriormente.

Os EPS secos, resultantes de cada método de desproteinizacéo, foram dissolvidos
em NaOH 0,1 M, a 80 °C com agitacdo, num volume minimo até dissolucéo total. As
amostras resultantes dos 3 tipos de precipitacfes descritas em 3.3.3.1. (vide Tabela 5)
foram sujeitas a ambos os métodos de desproteinizacdo, bem como os respetivos
sobrenadantes sem qualquer tratamento. As amostras resultantes do método de
desproteinizacdo enzimético foram identificadas com a letra E e, as amostras

resultantes do método Sevage, identificadas com a letra S.

3.3.4. Doseamento de Biomoléculas
3.3.4.1. Método do Fenol-Acido Sulfdrico

A fim de quantificar polissacéaridos neutros, utilizou-se o método do Fenol-Acido

Sulfdrico, descrito por Masuko et al. [97].

Numa microplaca de 96 pogos foram adicionados 50 pL de amostra,
150 pyL de acido sulfarico e 30 pyL de uma solugdo aquosa de fenol 5% (m/V). Em
seguida, incubou-se a mistura reacional num banho a 90 °C durante 5 minutos e deixou-
se arrefecer até a temperatura ambiente. Por fim, procedeu-se a leitura da absorvancia

num leitor de microplacas (BioRad 680) a 490 nm.

O padrao utilizado foi o &cido poligalacturénico, preparado em tampéao
citratos de sodio 0,05 M (pH 4,5) numa gama de concentracdes de 0 a 10 mg/mL. Todos
os doseamentos foram realizados em triplicado e o ensaio em branco foi realizado com

agua. Os resultados obtidos foram expressos em mg/g de biomassa.

3.3.4.2. Método do Corante Congo Red

O método do Congo Red, descrito por Semedo, Karmali e Fonseca [99], foi utilizado

para a quantificacdo de $-(1,3)-D-glucanos de tripla hélice.

Numa microplaca com 96 pocos adicionou-se 140 yL de amostra e 140 pL de
corante Congo red 0,017% (m/V) em tampao fosfatos salino (PBS) 0,15 mM pH 7,2. Em
seguida, leu-se a absorvéancia da mistura reacional num leitor de microplacas (FLUOstar
OPTIMA — BMG Labtec) a 510 nm.
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O padréo utilizado foi o B-(1,3)-D-glucano de cevada, cuja concentracdo variou
entre 0 a 50 mg/mL, dissolvido numa solucdo aquosa de NaOH 1M e posteriormente
neutralizada. Os doseamentos foram realizados em triplicado, tendo sido efetuados 3
tipos de ensaio em branco: agua destilada com o corante, agua destilada com o tampéo
PBS e a amostra com o tamp&o PBS. Os resultados obtidos foram expressos em mg/g

de biomassa.

3.3.4.3. Método do Azul de Toluidina

O método do Azul de Toluidina permite a quantificacdo de polissacaridos sulfatados

e encontra-se descrito por Hahn et al. [100] e modificado por Hussen [57].

Foram colocados, numa microplaca de 96 pocos, 50 uL de amostra e 250 yL de
azul de toluidina 0,05 mg/mL, preparado em PBS 1,5 mM. Em seguida, deixou-se a
mistura reacional em repouso, no escuro, durante 5 minutos. Por fim, leu-se a

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

O padrao utilizado foi sulfato de dextrano Mr~200000 Da numa gama de 0 a
0,125 mg/mL. Os doseamentos foram realizados em triplicado e o branco foi realizado

com agua. Os resultados obtidos foram expressos em mg/g biomassa.

3.3.4.4. Método do Carbazole-Acido Sulfdrico

Este método permite a quantificagdo de polissacaridos &cidos. O procedimento
seguido baseou-se no descrito por Cesaretti, Luppi, Maccari e Volpi [101], Bustamante,
Valencia, Giraldo, Tirado e Mejia [123] e Taylor [124].

Em tubos de ensaio colocaram-se 40 uL de amostra, 400 yL de agua desionizada,
2 mL de tetraborato de sodio 0,95 g/L H2SO4 e 40 L carbazole 0,2% (m/V) em etanol.
Em seguida, incubaram-se os tubos num banho a 90 °C durante 12 min, previamente
agitados. Posteriormente, os tubos foram novamente agitados e arrefecidos até a
temperatura ambiente. Por fim, colocaram-se 300 pyL da mistura reacional numa
microplaca de 96 pocos e leu-se a absorvancia num leitor de microplacas (FLUOstar
OPTIMA — BMG Labtec) a 528 nm. Os doseamentos foram realizados em triplicado e

0S ensaios em branco com agua.

Como padrao utilizou-se acido D-galacturénico, numa gama de concentracdes de

0 a 2,5 mg/mL. Os resultados foram expressos em mg/g biomassa.
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3.3.4.5. Método de Ligacao do Azul de Coomassie

A quantificacdo da proteina total foi feita através do método de ligacdo do azul de

Coomassie ou método de Bradford [103].

Numa microplaca de 96 pocos colocaram-se 100 yL de amostra e 100 uL de
solucdo comercial do corante Bradford. Apés 10 minutos, leu-se a absorvancia num
leitor de microplacas (Bio-Rad 680) a 655 nm. Os ensaios em branco foram realizados
com &gua. Os doseamentos foram realizados em triplicado e os resultados expressos

em mg/g biomassa.

Como padrédo foi utilizado Albumina de Soro Bovino (BSA) numa gama de
concentragbes de 0 a 0,025 mg/mL. Os resultados foram determinados em mg/g

biomassa.

3.3.4.6. Método do Folin-Ciocalteu

Com o objetivo de quantificar os compostos fendlicos totais, utilizou-se o método do
Folin-Ciocalteu descrito por Reis, Martins, Barros e Ferreira [125], com algumas

modificagdes.

Numa microplaca de 96 pocos colocaram-se 30 pyL de amostra, 150 pL do reagente
Folin-Ciocalteu, diluido de 1:10 (V/V) em &gua, e 120 yL de uma solucéo de Na,COs a
75 g/L. De seguida, incubou-se a mistura reacional durante 30 min num banho a 40 °C.
Por fim, leu-se a absorvancia a 655 nm num leitor de microplacas (Bio-Rad 680). Os
doseamentos foram realizados em triplicado e 0os ensaios em branco foram realizados

com agua.

Utilizou-se como padrao &cido galico numa gama de concentracdo de 0 a

0,25 mg/mL. Os teores obtidos foram expressos em mg/g de biomassa.

3.3.4.7. Método do Cloreto de Aluminio

A determinacdo da concentracéo de flavonoides totais foi realizada tendo por base

o0 método do cloreto de aluminio com algumas modificages [126].

Colocaram-se, numa microplaca de 96 pocos, 25 yL de amostra, 100 pL de agua
desionizada e 7,5 yL de NaNO; 5% (m/V). Deixou-se a mistura reacional em repouso
por 5 minutos e, de seguida, adicionaram-se 100 yL de AIClz 10% (m/V). Deixou-se

repousar por 10 minutos e, por fim, leu-se a absorvancia a 510 nm num leitor de
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microplacas (FLUOstar OPTIMA - BMG Labtec). Os doseamentos foram realizados em

triplicado e os brancos efetuados com agua.

O padréo utilizado foi a catequina, preparada em etanol a 50% (V/V), numa gama

de 0 a 1 mg/mL. Os resultados foram expressos em mg/g de amostra.

3.3.4.8. Método do Sulfofosfovanilina (SPV)

A quantificacao do teor de lipidos foi realizada com recurso ao método colorimétrico

SPV, descrito por Anschau, Caruso, Kunh e Franco [127], com alteracdes.

Inicialmente, colocaram-se 20 yL de amostra em tubos e incubou-se a 90 °C,
durante 10 minutos, para evaporacao do solvente. Apés arrefecimento até a temperatura
ambiente, adicionaram-se180 uL de H.SO. concentrado e incubou-se a 100 °C durante
10 minutos; deixou-se arrefecer novamente até a temperatura ambiente. Em seguida,
juntaram-se 500 L do reagente PV (0,0012% (m/V) de vanilina numa solugao de acido
o-fosférico a 70,83% (V/V) e incubou-se durante 30 minutos a 37 °C. Por fim,
deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente e colocaram-se150 pyL de cada tubo
numa microplaca de 96 pocos. A microplaca foi incubada durante 45 minutos no escuro,
procedendo-se, de seguida, a leitura da absorvancia num leitor de microplacas
(FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec) a 528 nm.

Foi utilizado 6leo de canola como padrao, numa gama de 0 a 2,5 mg/mL, e os
ensaios em branco foram realizados com etanol absoluto. Os resultados foram

expressos em mg/g biomassa.

3.3.4.9. Método de Quantificacdo de Pigmentos

A concentragdo de pigmentos, nomeadamente clorofilas a e b e a concentragdo
total de carotenoides foram determinadas através da leitura da absorvancia a diversos
comprimentos de onda (Espectrofotdmetro UV-Vis, TURNER 390) e das equacdes em
seguida descritas. A escolha das equacdes variou consoante o solvente de extracgao,
tendo sido usadas, para extratos em etanol absoluto, as expressodes [1] a [4]; para
extratos em acetona pura as expressoes [5] a [8]; e, como aproximacdo a extratos
aquosos, as equacdes [9] a [12], determinadas para extratos em éter dietilico saturado
em agua. As expressdes anteriormente mencionadas encontram-se abaixo indicadas
[128]:
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e Extratos em etanol absoluto;

C, = 13,36Absggs 2-5,19Absg45 6 (1)
Cb = 27!43Ab5648,6'8712Ab8664,2 (2)
Ca+b = 5!24Ab3664,2 + 22!24Ab3648,6 (3)

_ 1000Abs,70-2,13C,-97,64C,, 4
xre ™ 209 ()

e Extratos em acetona pura:

Ca = 11,24AbSgg1 6 — 2,04AbSg44 5 (5)
Cp = 20,13Absgss g — 4,19AbSeg1 6 (6)
Casb = 7,05AbSgg1 ¢ + 18,09AbSgs4 5 (7)
1000Abs,7o — 1,90C, — 63,14C,
o = = ®)
e Extratos aquosos:
Ca = 10,36Absgg1 g — 1,28AbSg44 2 (9)
Cp = 17,49AbSg43 » — 2,72AbSgs1 6 (10)
Casb = 7,64Absgg1 ¢ + 16,21AbSg43 2 (11)

1000Abs,7o — 1,38C, — 48,05C,
Core = 211

(12)

onde, Ca e Cp representam a concentragdo de clorofila a e b respetivamente, Cawp a
concentracéo total de clorofila e Cyx.c a concentracdo total de carotenoides. Os

resultados obtidos foram expressos em mg/g de biomassa.

3.3.5. Fracionamento de Biomoléculas por Cromatografia de Troca Iénica
Para a etapa de fracionamento de PS foram selecionados os extratos de MAE
AT_F1 e AT_C2. A técnica utilizada encontra-se descrita por Hussen [57] e Liu et al.

[129], com algumas modificagdes.

Inicialmente, preparou-se a resina aniénica DEAE-52, da Whatman, tendo sido
colocada em agitacdo overnight com 2 volumes de agua ultrapura. Apés verificacdo do

pH a 6,3, empacotou-se a resina numa coluna cromatografica (1,5 x 10 cm), a qual foi
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equilibrada com &gua ultrapura a um caudal de 20 mL/h com recurso a uma bomba
peristaltica (Gilson Minipuls 3). Aplicou-se um volume de 1,5 mL de extrato AT _F1
(30 mg nPS) e de extrato AT_C2 (132 mg nPS) a coluna, tendo sido recolhidas fracdes
cromatogréficas de 1,5 mL ao caudal definido. A eluicéo foi efetuada com um gradiente

de NaCl. As condi¢des de cada cromatografia estdo descritas na Tabela 6.

Tabela 6 — Condi¢des do fracionamento por cromatografia de troca iénica, dos extratos
AT _F1 e AT_C2 obtidos por MAE.

Gradiente de
- Caudal
Extrato concentracao de (mL/h)
NaCl (M)
AT F1 0-2 18
AT C2 0-1;1;2 20

As fracOes recolhidas foram sujeitas a diversos doseamentos, a fim de quantificar
biomoléculas como polissacaridos, proteina total e compostos fendlicos.
Posteriormente, as fracdes contendo maior contetdo em polissacéaridos neutros foram

reunidas num Pool, tendo sido denominadas por Pool_AT_F1 e Pool_AT_C2.

3.3.6. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE)

Com o objetivo de analisar os polissacaridos presentes no extrato MAE_AT Fl e
nas respetivas fracdes cromatograficas (F4, F6, F7, F8 e Pool_AT_F1), foram realizadas
corridas eletroforéticas em gel de poliacrilamida (PAGE) a 6% em tampao Tris-Borato
(TBE) 100 mM, 1 mM EDTA a pH 8,3. Para tal foram utilizados diferentes padrdes,
nomeadamente dextrano Mr ~ 70000 Da, dextrano Mr ~100000 Da, sulfato de dextrano
Mr ~ 40000 Da e heparina de mucosa intestinal suina Mr ~17000 Da (Tabela 7). As
amostras alvo desta técnica foram o extrato MAE_AT_F1 (799,4 ug/poco) e as
respetivas fracdes provenientes da cromatografia de troca iénica: F4 (74,4 ug/poco), F6
(105,4 ug/poco), F7 (45 pg/poco), F8 (35,2 ug/poco) e o Pool AT_F1 (75 pg/poco).
Estas amostras foram misturadas com sacarose 2M numa proporcao de 1:4. As corridas
eletroforéticas foram realizadas a 100 V durante 45 minutos, a temperatura ambiente,

utilizando tampao TBE pré-arrefecido a 4°C.

As coloragfes dos géis foram realizadas recorrendo a trés meétodos distintos: o

método de coloragdo com azul de toluidina 0,1% (m/V) em acido acético 1% (V/V); o
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método do corante stains all 0,5% (m/V) em etanol 50% (V/V); e a combinagdo do
método corante Azul de Alciano 0,125% (m/V) numa solucédo de etanol 25% (V/V) e
acido acético 10% (V/V), seguido do método de coloracao do nitrato de prata, adaptados
[130]-{132]. Na Tabela 7 estdo apresentadas as massas dos padrdes aplicada nos

poc¢os, em cada método.

Tabela 7 — Métodos de coloracdo e massas de padrdes aplicadas em PAGE.

Massa (uQg)
Gel Coloragao Dextrano 70 | Sulfato de dextrano
e 100 Da e heparina
1 a) Azul de Toluidina 0,1% (m/V) 20 20
2 Stains all 0,5% (m/V) 40
3 | Azulde Alciano 0,125% (m/V)/ 80 10
Nitrato de Prata 0,4% (m/V)

3.3.7. Determinacdo da Atividade Antioxidante
De forma a avaliar a capacidade antioxidante total dos diversos extratos obtidos,
recorreu-se ao método do radical ABTS [113], [133].

Inicialmente, preparou-se uma solugéo stock de ABTS 7 mM, contendo K;OsS»
2,5 mM em &agua, que foi guardada no escuro durante 16h, a temperatura ambiente.
Posteriormente, esta solucdo foi diluida em PBS de modo que a absorvancia, ao
comprimento de onda de 655 nm, se aproximasse da unidade. A solugdo resultante foi

designada por solugdo stock de ABTS™.

Posteriormente, numa microplaca de 96 pocos, adicionou-se 10 uL de amostra a
290 uL da solucdo de ABTS'™ e registou-se a absorvancia a 655 nm, num leitor de
microplacas (Bio-Rad 680). Os doseamentos foram realizados em triplicado e os

ensaios em branco foram efetuados com agua.

Foi utilizado como padrao o Trolox, preparado em metanol 80% (V/V), numa gama
de 0 a 0,0067 mg/mL. Os resultados obtidos foram expressos em mg TEAC/g de

biomassa.
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3.3.8. Atividade Antimicrobiana
A atividade antimicrobiana contra as espécies Echerichia coli ATCC25922 (Gram
negativa) e Staphylococcus aureus ATCC25923 (Gram positiva) efetuou-se segundo a

técnica de difusédo em disco [116], [134].

Os meios de cultura MHA (Muller-Hinton Agar) e MHB (Muller-Hinton Broth) foram
esterilizados a 121 °C, durante 15 minutos, em autoclave (Uniclave 99). Em seguida,
verteu-se o meio de cultura MHA em placas de Petri, previamente esterilizadas, e

deixou-se em repouso a temperatura ambiente.

Preparou-se um pré-inéculo no meio liquido MHB, no qual foram suspensas 2-3
coldnias, em assepsia. O pré-indculo foi incubado a 37 °C e 180 rpm, overnight. Leu-se
a absorvancia, a 625 nm, de uma aliquota de suspensao celular, tendo sido ajustada a
turbidez da suspenséo ao padrao 0,5 de McFarland em soro fisiol6gico (NaCl 0,85 %
(m/V)). Posteriormente procedeu-se a inoculagdo no meio MHA, recorrendo a técnica

de riscado, 3 vezes em amplitudes de 60°.

Por fim, aplicou-se numa placa de Petri os discos (9 mm de diametro) embebidos
com 10 pL de: controlo positivo com antibiético (10 mg/mL de gentamicina), controlo
negativo com agua esterilizada e a fracdo cromatogréafica F8 proveniente da purificacao
do extrato MAE_AT_F1 (1,76 mg/mL). Apos incubacgdo overnight a 37 °C, procedeu-se
a medicdo dos didmetros das zonas de inibicdo de crescimento celular em torno de cada

disco.

3.3.9. Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espetroscopia de infravermelho foi utilizada na caracterizagdo parcial da estrutura
dos polissacaridos intra e extracelulares alvo de purificacdo. Adicionalmente,
procedeu-se a caracterizacao dos extratos de MAE e SE, bem como a analise estrutural
da composicdo da biomassa de C. amblystomatis antes da aplicagdo dos métodos de
extracdo. Foi utilizado um espetrofotometro Bruker Vertex 70, com software OPUS 5.5.
Os varrimentos foram efetuados em modo de transmitdncia com uma resolucdo de
2 cm, em pastilhas de KBr, numa gama entre os 500 e os 4000 cm™. Todas as amostras
sujeitas a FTIR foram previamente liofilizadas (UNICRYO MC2L) e secas em linha de

vacuo durante 6h a 25°C.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Crescimento e Manutencao da Cultura de C. amblystomatis

A microalga C. amblystomatis foi cultivada em condi¢des auto e heterotréficas e a
manutencdo das culturas celulares foi efetuada com recurso a andlises diarias de
densidade ética, concentracdo de nitratos, pH e temperatura. Na Figura 15, a titulo de
exemplo, encontra-se uma observacao ao microscopio 6tico da espécie em estudo em
condicbes autotréficas (AT_C1). Nas figuras subsequentes apresentam-se 0s
biorreatores utilizados em cada ensaio e as respetivas curvas de crescimento da C.
amblystomatis, resultantes da média aritmética dos triplicados de peso seco da

biomassa, com a respetiva barra de erro associado (Figuras 16, 17 e 18).

20 pm

Figura 15 — Observacao ao microscopio 6tico de C. amblystomatis (400x).
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Figura 16 — Cultura de C. amblystomatis em condi¢Bes autotréficas em reator de coluna de
bolhas (AT_C1 e AT_C2) (a) e respetivas curvas de crescimento (b). Cada condicéo foi
realizada em triplicado.

Pela Figura 16-(b) é possivel identificar as seguintes fases de crescimento celular:
fase de laténcia, desde o dia da inoculag&o até ao 5° dia; fase exponencial, do 5° ao 13°
dia em AT_C2/15° dia em AT_C1, a partir dos guais se inicia a fase estacionaria. As
culturas apresentaram, ao longo de todo o ensaio, cor verde intensa, & excecao do
ensaio AT_C2 que, durante a fase estacionéria, apresentou uma coloragéo ligeira, mas
guase impercetivel, tonalidade acastanhada. Até ao 13° dia, a condicdo de stress
AT_C2 apresentou um crescimento superior ao da condicdo de controlo AT_C1. No
entanto verificou-se que, no inicio da fase estacionaria, a condi¢do de controlo atingiu
uma concentragao celular (1,32+0,02 g/L) ligeiramente superior a condicao de stress
(1,24+0,03 g/L), como seria expectavel. A partir do 13° dia, néo foi efetuada a reposicéo
de NOs na condicdo AT_C2, o que levou ao esgotamento deste nutriente no meio de
cultura e, consequentemente, a privacdo do mesmo. Correia [35] estudou o efeito da
concentracdo de NOs (1 e 10 mM) no crescimento e composigao celular da microalga
de agua doce Chlorococcum amblystomatis, em reatores de coluna de bolhas, em meio
de cultura F/2 de Guillard (suplementado com ferro), pH entre 7,5 e 8, fotoperiodo de
24:0 h luz:escuro a 6410 lux e a uma temperatura de 24 °C. Este investigador verificou
gue o crescimento da microalga num meio contendo 10 mM de NOs levou a obtencéo
de concentragdes celulares superiores, uma vez que a disponibilidade do nitrogénio

influencia ndo s6 a composicéao celular, mas também o seu crescimento.
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Figura 17 — Cultura de C. amblystomatis, em condi¢fes autotréficas em frascos de 1 L
(AT_F1 e AT_F2) (a) e respetivas curvas de crescimento (b). Cada condic¢éo foi realizada em
triplicado.

Analogamente, segundo a Figura 17-(b) é possivel identificar as fases de
crescimento celular do ensaio AT_F. A fase de laténcia teve inicio no dia da inoculagéo
até ao 5° dia em AT _F2/11° dia em AT_F1, a partir dos quais se inicia a fase
exponencial, e cujo término se deu ao 17° dia. A fase estacionaria teve inicio ao 17° dia
e terminou ao 19° dia, no qual se recolheu a biomassa. Inicialmente, as culturas
apresentaram uma cor verde intensa. Contudo, ao longo do ensaio, verificou-se a
sedimentacdo da biomassa (vide Figura i, Anexos) e uma mudanca notoria de coloragéo
para uma tonalidade acastanhada (vide Figura ii-(a), Anexos). Apesar de existirem
poucos estudos relativos a influéncia do arejamento/agitagdo no crescimento de
microalgas e na sua produtividade, regra geral, verifica-se que o aumento da turbuléncia
num sistema de cultivo leva ao aumento da produtividade da biomassa, uma vez que
providencia uma melhor homogeneizacdo do meio e, consequentemente, melhor
exposicdo das células a fatores que influenciam o crescimento como luminosidade e

nutrientes [135].

Analogamente ao ensaio AT_C, a condicdo de stress AT_F2 apresentou um
crescimento superior a AT_F1 (até ao 14° dia); no final do ensaio a condicdo AT_F1
atingiu uma concentragdo celular (1,48+0,03 g/L) ligeiramente superior & condi¢do de
stress (1,34+0,02 g/L), conforme descrito na literatura [35]. A partir do 13° dia, n&o foi

efetuada a reposicdo de NO3z na condi¢cdo AT_F2, levando a caréncia deste nutriente.
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Figura 18 —Cultura de C. amblystomatis, em condi¢des heterotréficas (HTN) (a) e respetiva
curva de crescimento (b). O ensaio HTN foi realizado em triplicado.

Analisando a Figura 18-(b) identificam-se duas fases de crescimento celular: fase
exponencial, desde o dia da inoculagéo até 4,5 dias; fase estacionaria, entre 0 4,5° e o
5° dia. O ensaio heterotrofico HTN, recolhido na fase estacionaria da curva de
crescimento, teve uma duracdo de 5 dias) e apresentou uma concentracdo celular de
6,33+0,027 g/L, ou seja, cerca de 5 vezes superior a dos ensaios autotréficos. A cultura
apresentou, ao longo do ensaio, coloracdo verde-escura. Relativamente aos ensaios
heterotréficos HTU e HTA, fornecidos pela empresa Allmicroalgae, é possivel constatar
gue ambos o0s ensaios, recolhidos na fase estacionaria da curva de crescimento, tiveram
uma duracédo de 70 horas (vide Figura iii, Anexos). O ensaio HTU (ureia como fonte de
nitrogénio) apresentou uma concentragao celular de 15,08+0,47 g/L, aproximadamente
o dobro da concentracdo celular obtida no ensaio HTA (sulfato de amdnia como fonte
de nitrogénio) (7,66+0,69 g/L).

4.2. Extragcao de Biocompostos Intracelulares

4.2.1. Extracdo Assistida por Micro-ondas (MAE)

4.2.1.1. Estudos preliminares com biomassa fornecida pela Allmicroalgae

As biomoléculas intracelulares da biomassa de C. amblystomatis foram extraidas
pelo método de extracdo assistida por micro-ondas (MAE), cujo procedimento se

encontra descrito no capitulo anterior (vide 3.3.2.). Neste sentido, foram testadas duas
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condi¢cOes de extragao distintas, com base nos resultados obtidos por Gil [86] e Hussen
[57]: extracdo em etanol absoluto e extracdo em KOH 0,1 M, conforme descrito no
subcapitulo 3.3.2.1 de Materiais e Métodos. Tais estudos demonstraram que este
método de extracdo, para além de se reger pelos principios da Quimica Verde, permite

ainda uma extracao eficiente de compostos intracelulares de microalgas.

A fim de testar as duas condicdes acima mencionadas, utilizou-se biomassa
produzida em autotrofia em baldes de 5 L com o meio de cultura MNS, fornecida pela
empresa Allmicroalgae. Os extratos resultantes, identificados como MAE_KOH e
MAE_EtOH, foram alvo de quantificacéo de polissacaridos neutros, sulfatados e 8-(1,3)-

D-glucanos, conforme demonstrado na figura abaixo.
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Figura 19 — Teores de polissacéaridos neutros, sulfatados e 8-(1,3)-D-glucanos extraidos por
MAE em KOH 0,1 M (120 °C/30 min) e em EtOH (150 °C/15 min).

Segundo a Figura 19, a extragdo em MAE_KOH (KOH 0,1 M/150 °C/30 min)
permitiu a obtencdo de varios tipos de polissacéridos, nomeadamente 164,79+1,73 mg
de nPS/g biomassa, 0,20+0,01 mg de sPS/g biomassa e 0,13+0,01 mg de
B-(1,3)-D-glucanos/g biomassa. Por esta raz&o, a condicdo MAE_KOH foi adotada para

todas as extra¢des dos compostos intracelulares.

Em seguida, estudou-se o efeito da liofilizagdo da biomassa anteriormente referida,
na extracdo de biomoléculas, nomeadamente de PS e proteinas. Neste sentido, a
biomassa foi submetida a 3 tratamentos diferentes: biomassa néo liofilizada, incubada
overnight em KOH 0,1 M (M_ON); biomassa liofilizada, incubada overnight em KOH 0,1
M (S_ON); biomassa liofilizada, extracdo imediata em KOH 0,1 M (S_i). Os resultados

obtidos encontram-se na Figura 19.
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Figura 20 — Teores de polissacaridos neutros e proteina total (a), polissacaridos sulfatados e (-
(1,3)-D-glucanos (b), nos extratos M_ON, S_ON e S_i provenientes de MAE

(KOH 0,1 M/120 °C/30 min).

De acordo com a figura acima, os teores mais elevados em nPS (491,56+15,09
mg/g biomassa) e B-D-glucanos (1,34+0,10 mg/g biomassa) correspondem a amostra
S_ON. Ja o teor maximo de proteina total foi atingido na amostra S_i (55,61+0,31 mg/g
biomassa) e o de sPS (12,49+0,49 mg/g biomassa) na amostra M_ON. Verificou-se que
a liofilizacéo e incubacéo da biomassa no solvente de extracdo permitiu a extracéo de

um contetido de nPS superior aos restantes tratamentos. Por conseguinte, de forma a

maximizar a extracdo destas biomoléculas,

subsequentes o pré-tratamento anteriormente mencionado, seguido de MAE (KOH

0,1M/150 °C/30 minutos).
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4.2.1.2. Biomassa produzida no estéagio na Allmicroalgae

Como anteriormente mencionado, a biomassa resultante dos ensaios AT_C, AT_F,
HTN HTU e HTA foi sujeitas a MAE, segundo as condi¢des (razdo biomassa:solvente,
tempo de irradiacao, temperatura e solvente) anteriormente mencionadas (vide 3.3.2.1).
Os extratos obtidos foram alvo de quantificacdo de biomoléculas, nomeadamente nPS,
aPS, sPS, 3-(1,3)-D-glucanos, proteina total, compostos fendlicos, flavonoides totais e
foram avaliadas as suas propriedades antioxidantes. Nas Figuras 21 e 22 apresentam-

se os resultados obtidos relativos aos teores em polissacaridos e proteina total.
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Figura 21 — Teores de polissacaridos neutros, acidos e proteina total para os extratos
provenientes de MAE (KOH 0,1 M/120 °C/30 min), da biomassa produzida em condi¢cbes
autotréficas (AT_C e AT_F) e heterotroficas (HTN).

Segundo a Figura 21, é possivel constatar que os nPS sdo as biomoléculas
sintetizadas em maior quantidade pela microalga C. amblystomatis, atingindo um valor
maximo de 399,75+9,64 mg/g biomassa, em AT_F1. Analisando os resultados obtidos
em AT _C, verifica-se que a inducao de stress de nutrientes (privacdo de NOg3) (AT_C2)
promove uma sintese significativa destas moléculas, tendo-se obtido sensivelmente o
dobro do teor de nPS (388,65+27,27 mg/g biomassa) face a AT_C1. Esta condicdo
(AT_C2) permitiu ainda a extracdo de um contelddo ligeiramente superior de aPS
(109,12+1,96 mg/g biomassa) a AT_C1. Em oposicdo, constata-se que a imposicao de
stress promove a diminuicdo do contelddo de proteina total, passando de 42,41+5,10

para 15,40+0,44 mg/g biomassa.

Um estudo realizado por Liu et al. [136], com a microalga verde Chlorella vulgaris
FACHB-1068, em meio de cultura basal e um fotoperiodo de 12:12h luz:escuro,

constatou que a inducdo de stress promoveu 0 aumento de hidratos de carbono e
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lipidos, mas levou a diminuicdo do teor de proteina e clorofilas. A privagcdo da fonte de
nitrogénio promove alteracdes metabdlicas, redirecionando o metabolismo dos
microrganismos para a sintese de compostos de armazenamento como os triglicéridos
e 0 amido. Consoante a espécie de microalga, esta pode acumular amido ou lipidos
neutros como resposta a este stress. Geralmente, a acumulacéo de hidratos de carbono
pode atingir concentracdes elevadas sem que isso implique uma reducdo da
produtividade da biomassa. No entanto, a acumulacdo de lipidos estd comumente
associada a reducdo da produtividade da biomassa, uma vez que requer a degradacao
de biomoléculas (homeadamente proteinas) contendo nitrogénio de forma a satisfazer
esta caréncia. Desta forma, ainda que se tenha verificado o aumento da concentracéo
de hidratos de carbono neutros com a inducdo de stress, verificou-se também a
diminuicéo do teor de proteinas, podendo esta reducéo estar associada a degradacgéo

das mesmas a fim da producdo lipidica [137].

Em oposicao ao verificado em AT_C, constatou-se que no ensaio AT_F houve uma
diminuicdo no teor de nPS com a privagéo de NOs (258,29+20,55 mg/g biomassa) face
ao controlo. No entanto, verificou-se 0 aumento do teor de proteinas com a indugéo de
stress, tendo-se atingido um valor maximo de 67,27+2,27 mg/g biomassa. J4 os aPS
mantiveram o seu valor semelhante nas duas condi¢des, sendo superiores aos teores
obtidos em AT_C. Conforme mencionado em 4.1. Cultivo e Manuteng¢édo da Cultura de
Chlorococcum amblystomatis, 0 ensaio realizado em frascos de 1L apresentou um
arejamento ineficiente o que, por sua vez, promoveu uma agitacdo do meio de cultura
ineficaz. Desta forma, seria expectavel que o meio de cultura ndo apresentasse
homogeneidade e que as células ndo fossem expostas homogeneamente a radiacao e

a todos os nutrientes em solugdo, nomeadamente a fonte de nitrogénio.

Por fim, comparando os ensaios autotréficos de controlo (AT_C1 e AT_F1) com o
ensaio heterotrofico (HTN), é possivel constatar que este Ultimo apresentou um teor em
nPS (249,11+2,45 mg/g biomassa) superior a AT_C1, mas inferiora AT_F1, um teor em
aPS semelhante a AT_C1 e em proteina total semelhante ao de AT_F1.
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Figura 22 — Teores de 3-(1,3)-D-glucanos e polissacaridos sulfatados para os extratos
provenientes de MAE (KOH 0,1 M/120 °C/30 min), da biomassa produzida em condi¢cdes
autotréficas e heterotrdficas.

Pela andlise da Figura 22 é possivel inferir que o teor de sPS e 3-D-glucanos é
largamente inferior aos teores de nPS. Em relagdo aos sPS, obtiveram-se teores
semelhantes entre 0s ensaios autotréficos, tendo-se obtido um conteddo maximo em
AT_C1 (1,974£0,22 mg/g biomassa). Contudo, as condicbes de stress apresentaram
maior concentracao de 3-(1,3)-D-glucanos (1,60+0,00 mg/g biomassa em AT_F2).

Por fim, constata-se que a biomassa cultivada em HTN originou o menor conteido
em sPS (0,90£0,20 mg/g biomassa) face aos ensaios autotréficos de controlo e, em
oposi¢ao, o maior conteudo em B-(1,3)-D-glucanos, tendo atingido os (1,83+0,00 mg/g

biomassa).

Em seguida, procedeu-se a quantificacdo de polissacaridos neutros e de proteina
total das amostras heterotréficas HTA e HTU. Os resultados obtidos encontram-se

representados na Figura 23.
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Figura 23 — Teores de polissacaridos neutros e de proteina total para os ensaios de controlo
autotréficos (AT_C1 e AT_F1) e para os ensaios heterotroficos HTN, HTA e HTU provenientes
de MAE (KOH 0,1 M/120 °C/30 min).

Com base na Figura 23 é possivel observar que foram obtidos teores semelhantes
de nPS nos diversos ensaios heterotréficos, com valores entre os 249,11+2,45 e
270,83+0,04 mg/g biomassa. O ensaio HTU apresentou a maior concentracdo em
proteina total (68,62+1,61 mg/g biomassa) comparativamente aos ensaios autotréficos
de controlo e heterotréficos. Um estudo realizado por Fatini, Basri e Maznah [138], com
a microalga Chlorococcum sp. (cultivada em condigBes autotroficas, em meio BBM e um
fotoperiodo de 24:0 h luz:escuro), que teve como objetivo avaliar o efeito de trés fontes
de nitrogénio: nitrato de sddio, cloreto de amadnia e ureia, verificou que a cultura celular
cultivada com ureia como fonte de N deu origem ao maior contetdo de proteina. Tal
evidéncia podera estar relacionada com o facto da molécula de ureia [(NH2).CO] ser
constituida por 2 atomos de nitrogénio, contrariamente as restantes moléculas em

estudo, fornecendo, assim, um maior contetdo de nitrogénio as células.

Com o objetivo de quantificar a extracdo de compostos fendlicos e flavonoides
foram utilizados os métodos do Folin-Ciocalteu e do cloreto de aluminio, respetivamente.
Os resultados obtidos relativos aos extratos de MAE encontram-se representados na

Figura 24.
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Figura 24 — Teores de compostos fendlicos totais e flavonoides para os extratos obtidos a partir
da biomassa produzida em condic¢des autotréficas (AT_C e AT_F) e heterotroficas (HTN) por
MAE (KOH 0,1 M/120 °C/30 min).

Compostos Fendlicos (mg GAE/g biomassa)
Flavonoides (mg CE/g biomassa)

Através da Figura 24, é possivel verificar que os ensaios realizados em frascos
levaram a sintese de compostos fendlicos com teores maximos na mesma ordem de
grandeza (AT_F2: 16,17+0,24 mg GAE/g biomassa). Em relacdo ensaio AT_C foi
possivel constatar que a privacdo de NOz promoveu um ligeiro aumento do teor de
compostos fendlicos de 5,03+0,28 (AT_C1) para 6,01+0,02 mg GAE/g biomassa
(AT_C2). Comparando o crescimento autotréfico de controlo com o heterotréfico,
verifica-se que se obteve 9,98+0,29 mg GAE/g biomassa em HTN, superior ao teor
obtido em AT_C1, mas inferior ao obtido no ensaio AT_F1.

Um estudo realizado por Choochote, Suklampoo e Ochaikul [139] com a microalga
Chlorococcum sp. E53, originou um teor em compostos fendélicos de 7,00 mg GAE/g
extrato (biomassa cultivada no meio de cultura N-8 e com uma irradiacdo de 32
umol.fotdo/(m?2.s); extragdo realizada em agua destilada). Tais resultados encontram-se

semelhantes aos resultados obtidos nos ensaios AT_C.

Na presenca de condi¢des de stress (homeadamente exposi¢do a radiagdo intensa
ou limitag&do de nutrientes), a eficiéncia fotossintética diminui, promovendo o stress foto-
oxidativo e a acumulacdo de energia. Tais estimulos levam a sintese de compostos
antioxidantes, nomeadamente polifendis. O stress ao nivel da caréncia de nutrientes,
principalmente de nitrogénio, fosforo e enxofre, pode resultar em diferentes
consequéncias para as células, nomeadamente acumulacao de lipidos e de amido, de
ROS, aumento da sintese de compostos antioxidantes, degradacéo de pigmentos e
amino&cidos e desregulacdo da fotossintese [63], [74]. No decorrer dos ensaios em

frascos verificou-se, efetivamente, uma agitacdo ineficiente do meio de cultura, o que
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poderd estar associado aos elevados teores de compostos fendlicos obtidos, quando
comparados com 0s ensaios em reator de coluna de bolhas. Tal fator pode ter

promovido outro stress além da caréncia de nitrogénio imposta.

E ainda possivel observar que no ensaio AT_C, especialmente em AT_C1, os
polifendis detetados pelo método do Folin-Ciocalteu encontram-se na forma de
flavonoides, conforme esperado para as microalgas. No entanto, tal ndo se verifica nos

restantes ensaios.

Os resultados obtidos em termos de flavonoides revelam, em AT_C, que a condicdo
sujeita a stress apresentou um conteudo destas biomoléculas inferior (2,83+0,17 mg
CE/g biomassa) ao respetivo controlo (4,02+0,03 mg CE/g biomassa). Contudo,
observou-se o oposto em AT_F, ou seja, um aumento deste teor com a inducdo de
stress de 3,27+0,15 (AT_F1) para 7,38+0,03 mg CE/g biomassa (AT_F2). O ensaio HTN
apresentou um teor de 4,72+0,44 mg CE/g biomassa, superior aos teores apresentados
por AT_Cl e AT_F1.

Em suma, verifica-se que as condicbes AT_C2 e AT_F2 apresentam, na sua
maioria, teores das moléculas em estudo superiores aos respetivos controlos.
Destaca-se ainda a condicdo AT_F2 que, apesar das dificuldades associadas ao
arejamento da cultura, apresenta teores superiores a AT_F1 em todas as biomoléculas,
excetuando aPS e sPS. Por fim, o ensaio HTN, que teve 0 menor tempo de duracéo,
conforme expectavel, destaca-se dos restantes ensaios no que diz respeito ao seu

contetdo em B-(1,3)-D-glucanos e flavonoides.

4.2.2. Extracdo de Lipidos

Com o objetivo de quantificar o teor de lipidos produzido em cada condicdo de
crescimento, foram aplicados os seguintes métodos de extragéo: extracao continua em
Soxhlet com n-hexano (SE_Hex) e com etanol (SE_EtOH) aos extratos AT_Cl1e AT_C2
e, ainda, extragdo assistida por micro-ondas com etanol absoluto para o extrato AT_C1
(MAE_EtOH_A1). Destes extratos (a excecao do extrato MAE_EtOH_C1), retirou-se
1 mL para quantificacdo de lipidos pelo método colorimétrico SPV. O restante extrato
foi seco, tendo-se obtido residuos sélidos com aspeto pastoso. Os resultados obtidos

encontram-se indicados na tabela seguinte.
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Tabela 8 — Doseamento de lipidos por gravimetria e pelo método SPV dos extratos de SE
realizados com etanol e n-hexano (80 °C/6h) para os ensaios AT_C1 e AT_C2, e por MAE com
etanol (150°C/ 15 min) para o ensaio AT_C1.

Extrato Rendimento de Extracao (%) Cogrsrl':l(;égg/g
Gravimetria Método SPV Método SPV
SE_EtOH_C1 18,1 21,0 209,89+8,01
SE_Hex_C1 12,9 29,1 290,74+20,98
SE_EtOH_C2 13,2 30,3 302,92+27,40
SE_Hex_C2 25,2 5,1 51,50+8,24
MAE_EtOH_C1 - 23,6 235,68+22,60

E possivel verificar que, por gravimetria, a condicdo AT_C1 utilizando etanol como
solvente permitiu a obtencdo de um rendimento de extracdo superior ao obtido com
n-hexano, em oposi¢cdo aos resultados obtidos para a condicdo de stress. Estudos
realizados por Cancela, Maceiras, Alfonsin e Sanchez [140] e Ramluckan, Moodley e
Bux [141], nos quais se procedeu a extragéo de lipidos por extragéo continua em Soxhlet
com etanol e n-hexano, revelaram que o solvente que apresentou melhores resultados
foi o etanol. Quando o objetivo é a extracdo de lipidos neutros, sdo geralmente utilizados
solventes ndo polares, como o hexano; para a extracao de lipidos membranares, regra
geral, utilizam-se solventes polares, como o etanol, uma vez que revelam ser mais
adequados para a sua recuperacao. O n-hexano, para além de ser seletivo para lipidos
neutros, apresenta ainda baixa afinidade para possiveis contaminantes, ao contrario do

etanol.

Um outro estudo, realizado por Gil [86], com a microalga diatomacea
Phaeodactylum tricornutum, verificou que a extragdo continua em Soxhlet com etanol
80% (V/V) (80°C/3h) levou a obtencdo de um conteldo de compostos sulfatados
substancialmente superior face a MAE (HCI 0,1M/120 °C/30 min). Os resultados obtidos
por Hussen [57] relativos & extragcdo continua em Soxhlet de biomoléculas da microalga
C. vulgaris, colhida na fase exponencial de crescimento celular e utilizando etanol
absoluto como solvente (80°C/3h), revelaram que esta metodologia permitiu a extracio
de elevados teores de nPS (204,25 mg/g biomassa) e compostos sulfatados (ca. 75
mg/g biomassa). O teor de nPS obtido por SE com etanol apresentou-se superior ao
obtido por MAE com o mesmo solvente (120°C/30 min) (ca.120 mg nPS/g biomassa).
Neste sentido, é possivel inferir que a extragdo SE_EtOH pode apresentar maior

afinidade, ndo s6 para lipidos, como também para outras biomoléculas, como
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compostos sulfatados. Tal pode explicar o facto de o extrato SE_EtOH_C1 apresentar

um rendimento de extracdo superior a SE_Hex_C1 [91].

Os resultados obtidos pelo método colorimétrico SPV para os diferentes extratos
etandlicos de AT_C1 (SE_EtOH_C1 e MAE_EtOH_C1) apresentam rendimentos de
extracdo de lipidos semelhantes entre si. Contudo, o extrato MAE_EtOH_C1
apresentou coloracdo verde-escura apos a realizacdo do método SPV, afetando os
resultados obtidos. Por fim, extrato SE_Hex_C1 apresentou um teor superior

relativamente aos extratos anteriormente mencionados (29,1%).

Analisando agora os extratos relativos a condicdo de stress, verifica-se que o
extrato SE_EtOH_C2 exibiu o maior rendimento de extragdo (30,3%), superior ao
respetivo controlo, como seria expectavel. Um estudo realizado por Rehman e Anal
[142], utilizando a microalga Chlorococcum sp. TISTR 8583, cultivada em meio BG-11,
verificou o aumento da producdo de lipidos totais (29,59+0,82%) e de hidratos de
carbono totais, nos ensaios decorridos com limitacdo da fonte de nitrogénio
comparativamente ao ensaio suplementado com a fonte de nitrogénio (17,05+1,03%).
Contudo, contrariamente ao esperado, segundo o método SPV, extrato SE_Hex C2
apresentou um teor de lipidos substancialmente reduzido face a extracdo com etanol. O
extrato SE_Hex_C2, apesar de ter apresentado, por gravimetria, o maior rendimento de
extracao, exibiu o menor teor de lipidos determinados pelo método SPV, contrariamente
ao extrato SE_Hex_C1. Os resultados obtidos podem dever-se ndo sé a coloracdo dos
extratos apoés a realizacdo do método SPV, influenciado a leitura da absorvancia, mas
também ao facto de nas extracdes etandlicas o solvente apresentar afinidade para com

outras biomoléculas, nomeadamente compostos sulfatados.

4.2.3. Extracdo de Pigmentos

O teor de pigmentos foi quantificado com recurso as equac¢des enunciadas no tépico
3.3.4.7 (vide Materiais e Métodos). Neste sentido, quantificaram-se as clorofilasae b e
o teor de carotenoides totais nos extratos AT_C e AT_F provenientes de MAE_KOH
(KOH  0,1M/120°C/30min), somente  denominados MAE_KOH AT C e
MAE_KOH_AT_F. Estes pigmentos foram ainda quantificados no extrato AT_C1
proveniente de MAE_EtOH (EtOH/150°C/15min), designado por MAE_EtOH_AT_C1.

Procedeu-se ainda a extragdo de pigmentos com acetona (Ac), verificando-se que
a extracdo de pigmentos n&o foi completa na maioria dos ensaios, uma vez que, mesmo
apos extracdo, o pellet permaneceu com coloragéo verde intensa, especialmente no

ensaio Ac_AT_C. Ja os ensaios Ac_AT_F apresentaram uma tonalidade acastanhada,
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mais evidente na condi¢&o de controlo (vide Figura iv, Anexos). Na Tabela 9 encontram-

se os resultados referentes aos teores de pigmentos obtidos nas diferentes extragoes.

Tabela 9 — Conteldo de pigmentos fotossintéticos (mg/g biomassa) obtidos por MAE com KOH
e EtOH, e por extracdo com acetona (Ac) da biomassa liofilizada de C. amblystomatis cultivada
em autotrofia com e sem indugéo de stress ao nivel da fonte de N.

. Clorofila a Clorofila b Carotengldes
Ensaio Totais

lefly Do) | Qe BIenssse) | o e

MAE_KOH_AT_C1* 0,70 0,67 0,33
MAE_KOH_AT_C2* 0,69 0,90 0,50
MAE_KOH_AT_F1* 0,42 0,64 0,35
MAE_KOH_AT_F2* 1,39 1,83 1,01
MAE—Et?r'—AT—Cl 10,68 9,53 2,27
Ac_AT_C1 15,31 10,33 2,20
Ac_AT_C2 8,57 3,78 0,66
Ac_AT F1 4,76 1,01 0,08
Ac_AT_F2 1,31 0,56 0,08

*Condi¢Bes de extragao: KOH 0,1M/120 °C/30 min. **Condi¢fes de extragao: EtOH/150 °C/15 min

Para a quantificacdo de clorofilas e carotenoides totais nos extratos MAE_KOH,
consideraram-se as expressdes correspondentes a éter dietilico saturado em agua
como uma aproximacgéao (equagbes 9, 10, 11 e 12). Pela analise da Tabela 9, é possivel
verificar que o extrato com o solvente KOH que exibiu maior teor de pigmentos foi o
MAE_KOH_AT F2. \Verifica-se que os extratos MAE KOH de controlo
(MAE_KOH_AT_C1 e MAE_KOH_AT_F1) apresentam teores semelhantes de clorofila
b (0,67 e 0,64 mg clorofila b/g biomassa, respetivamente) e carotenoides totais (0,33 e
0,35 mg carotenoides totais/g biomassa, respetivamente), ambos inferiores as
respetivas condi¢cBes de stress., especialmente em MAE_KOH_ AT_F2. No entanto, o
ensaio MAE_EtOH_AT_C1 apresentou resultados substancialmente superiores aos
restantes: 10,68 mg clorofila a/g biomassa, 9,53 mg clorofila b/g biomassa e 2,27 mg

carotenoides totais/g biomassa.
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Relativamente a extracdo com acetona, e como expectavel, o extrato Ac_AT_C1,
para além de ter apresentado coloragcdo verde intensa, apresentou ainda o maior teor
de pigmentos fotossintéticos. Verifica-se ainda que os teores de pigmentos na condicdo
de controlo séo superiores aos da condicdo de stress, e que 0s extratos Ac_AT C
apresentam teores superiores a Ac_AT_F, o que esta de acordo com a literatura, uma
vez que a inducdo de stress ao nivel da fonte de nitrogénio pode levar ndo s6 a

degradacao de proteinas, mas também a degradacgéo de pigmentos [35], [74].

Um estudo realizado por Correia [35] permitiu determinar o teor de pigmentos
sintetizados por C. amblystomatis em baldes de 5 L, com as seguintes condi¢cdes de
crescimento: meio de cultura F/2 de Guillard, suplementado com ferro, pH entre 7,5 e 8,
fotoperiodo de 24:0 h luz:escuro, a 6410 lux e a uma temperatura de 24 °C, tendo sido
testado o efeito da concentracdo de NOs. Neste sentido, a microalga foi cultivada nas
condi¢gdes anteriormente mencionadas com 10 e 1 mM NOs™ (com posterior esgotamento
da fonte de nitrogénio). Na condi¢&o de stress, verificou-se uma diminuicdo do contetdo
de clorofila total ao longo do ensaio, especialmente quando a cultura atingiu a fase
estacionaria da curva de crescimento, tendo-se obtido ca. 3 mg clorofila total/g biomassa
e ca. de 2 mg carotenoides totais/g biomassa. Em oposi¢do, no ensaio com 10 mM de
NOs, o0 teor de pigmentos aumentou ao longo do tempo, atingindo conteudos
semelhantes de pigmentos nas fases exponencial e estacionaria da curva de
crescimento (ca. 32,5 mg clorofila total/g biomassa e ca. 10 mg carotenoides totais/g

biomassa).

Os resultados obtidos para os extratos em acetona encontram-se de acordo com
0s obtidos por Correia [35]. A inducdo de stress ao nivel da privacdo de NOs leva a
obtencdo de conteddos de clorofila e carotenoides totais inferiores aos respetivos
controlos. No entanto, os conteudos obtidos em carotenoides totais sdo largamente
inferiores aos reportados na literatura, & excecdo dos ensaios Ac_AT _Cl e
MAE_EtOH_C1.

Por fim, avaliou-se o teor de pigmentos dos extratos obtidos SE (Tabela 10). Os
diferentes extratos apresentaram colorac¢des distintas: os extratos em etanol exibiram
coloracdo verde-azeitona escura, enquanto os extratos em n-hexano apresentaram
coloracdo verde-clara (SE_Hex_C1) e amarela (SE_Hex_C2), conforme ilustrado na

figura seguinte.
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Figura 25 — Coloracao dos extratos SE_EtOH e SE_Hex, obtidos por extracéo continua em

Soxhlet (6h/ 80°C), realizada as amostras AT_C1 e AT_C2.

Tabela 10 — Conteldo de pigmentos fotossintéticos (mg/g biomassa) nos extratos obtidos por

extracdo continua em Soxhlet.

. Clorofila a Clorofila b Carotengldes
Ensaio (mg/g biomassa) | (mg/g biomassa) Totals
9’9 9’9 (mg/g biomassa)
SE_EtOH_C1 10,15 1,28 0,33
SE_Hex_C1 1,42 2,54 0,00
SE_EtOH_C2 10,26 0,38 0,98
SE_Hex_C2 0,70 0,00 0,62

Nota: Extracdo continua em Soxhlet (6h/80°C) com etanol absoluto (SE_EtOH) e n-hexano
(SE_Hex) da biomassa liofilizada de C. amblystomatis cultivada em autotrofia em reatores de
coluna de bolhas (AT_C1 e AT_C2).

A extracdo utilizando etanol absoluto permitiu a obtencéo de teores de clorofila a de
ca. 10 mg/g biomassa para o ensaio AT_C. O resultado obtido para o extrato
SE_EtOH_C1
MAE_EtOH_AT_C1. No caso da clorofila b, a extracdo SE_Hex_C1 (2,54 mg/g

biomassa) permitiu a obtencdo de um teor superior relativo face a extracdo com etanol

encontra-se ainda concordante com o0 teor obtido em

(1,28 mg/g biomassa). No entanto, a situacao inversa foi observada no ensaio AT_C2,
onde se obteve 0,38 mg clorofila b/g biomassa em SE_EtOH_C2 e quantidade néo
detetavel de clorofila b em SE_Hex_C2. Em termos de carotenoides totais, verifica-se
uma extracao superior destes compostos nos extratos relativos a condicdo de stress,
destacando-se o extrato SE_EtOH_C2 que apresentou um teor de 0,98 mg/g biomassa
(superior ao teor obtido pela extracdo com acetona). Regra geral, os resultados obtidos

por SE s&o inferiores aos teores obtidos por Ac.
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4.2.4. Atividade Antioxidante

A capacidade antioxidante pode dever-se a inUmeros compostos, tais como sPS,
compostos fenolicos, dos quais se destacam os flavonoides e pigmentos. Neste sentido
foi utilizado o método do radical ABTS para a avaliacdo da capacidade antioxidante da
biomassa de C. amblysomatis produzida em condicBes auto e heterotréficas. Os

resultados obtidos dos extratos de MAE (Figura 26).
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Figura 26 — Atividade antioxidante (mg TEAC/g biomassa) para os extratos da biomassa
produzida em condi¢des autotroficas (AT_C e AT_F) e heterotréficas (HTN) obtidos por MAE
(KOH 0,1M/150 °C/30 min).

E possivel verificar que a maior atividade antioxidante foi obtida para o extrato HTN
(4,94+0,03 mg TEAC/g biomassa), seguida do extrato AT_F1 (4,41+0,06 mg TEAC/g
biomassa). O ensaio HTN podera ter sido recolhido no fim da fase estacionaria da curva
de crescimento ou ja no inicio da fase de declinio celular. Geralmente, na fase
estacionaria, a taxa de crescimento celular iguala a taxa de morte, verificando-se a
producdo de metabolitos secundarios, nomeadamente metabolitos toxicos, bem como
0 esgotamento de nutrientes. Tais fatores podem ter contribuido para o aumento do
stress celular e, consequentemente, para o0 aumento de metabolitos com atividade
antioxidante. No ensaio AT_F verifica-se uma diminuicdo da atividade antioxidante na
condicdo de stress face ao respetivo controlo (2,88+0,03 mg TEAC/g biomassa em
AT_F2). No entanto, em AT_C constata-se que ambas as condi¢des (controlo e stress)
apresentam resultados semelhantes: 3,48+0,07 mg TEAC/g biomassa em AT_C1 e
3,87+0,04 mg TEAC/g biomassa em AT_C2. Seria expectavel que a condi¢cao de stress

apresentasse atividade antioxidante superior ao controlo, uma vez a caréncia de
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nitrogénio pode induzir a sintese de ROS que, por sua vez, promove a sintese de

compostos antioxidantes como mecanismo de defesa [74].

4.3. Extragao de Biocompostos Extracelulares

As biomoléculas extracelulares tém despertado cada vez mais interesse por
poderem exibir diversas atividades bioldgicas. A sintese destes compostos pode estar
relacionada com mecanismos de defesa das células face ao stress e toxicidade do meio
de cultura [72].

Com o objetivo de isolar EPS, foram efetuadas precipitacdes alcodlicas nos meios
de cultura (obtidos apds separacdo da biomassa) dos ensaios realizados na

Alimicroalgae e, ainda, dos ensaios heterotréficos HTU e HTA fornecidos pela empresa.

ApOs precipitagdo, o0s sobrenadantes dos diferentes ensaios autotroficos
apresentaram coloracdes distintas, podendo-se verificar pela Figura 27 o aspeto turvo
dos sobrenadantes dos ensaios AT_C, em contraste com a aparéncia translicida das
solu¢des dos ensaios AT_F. Em ambos 0s casos, as amostras sujeitas a inducéo de

stress revelaram uma coloragao ligeiramente mais intensa que os respetivos controlos.
I .
| AT _C1 AT_C2 AT 1 AT_F2

Figura 27 — Sobrenadantes dos ensaios autotréficos em reatores de coluna de bolhas (AT_C) e
em frascos (AT_F), obtidos por precipitacéo alcodlica.

Com o objetivo de escolher a melhor condigdo de precipitacdo, foram testadas 3
condi¢Bes distintas aos meios de cultura apds separagdo da biomassa (doravante
denominados por sobrenadantes) AT_C1 e AT_C2: 1% 3 volumes de etanol 90%,
extracdo imediata (Eti); 2%) 2 volumes de etanol 96% com incubacé&o overnight (EtON);
3% 2 volumes de propanol 95% com incubagdo overnight (PON). A condigédo
selecionada foi a precipitagdo Eti tendo sido, posteriormente, aplicada aos
sobrenadantes AT _F1 e AT_F2. Apés aplicacdo dos métodos de precipitacéo,
constatou-se que os sobrenadantes do ensaio AT_C apresentaram maior massa de

EPS face a AT_F. Constatou-se ainda outra diferenga entre os ensaios: os EPS do
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ensaio AT_C apresentaram uma tonalidade mais alaranjada, enquanto os EPS de AT_F

apresentaram uma tonalidade mais bege/verde (vide Figura v, Anexos).

Os extratos resultantes das precipitacdes alcoodlicas foram sujeitos a quantificacédo
de aPS, nPS e sPS, §-(1,3)-D-glucanos e proteina total. Os resultados respetivos aos
diversos métodos de precipitacdo e aos sobrenadantes sem aplicagdo de qualquer
método de precipitacdo (doravante denominados por sobrenadantes diretos)
encontram-se nas figuras seguintes.
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Figura 28 — Teores de polissacéridos neutros, acidos e proteina total nos sobrenadantes
diretos (AT_C e AT_F) e nos sobrenadantes sujeitos a precipitacdes alcodlicas
(Eti, EtON e PON).

Analisando a Figura 28, é possivel visualizar que o maior teor em nPS obtido nos
sobrenadantes diretos (sem qualquer tratamento) corresponde ao ensaio AT_C1, tendo
apresentando 7,47 + 0,12 mg/mL, e o menor teor nPS ao sobrenadante direto AT_F2
(1,85+0,03 mg/mL). Constata-se ainda que os sobrenadantes diretos dos ensaios
autotroficos de controlo (AT_C1/F1) apresentam teores superiores de nPS em relacéo
as condicbes de stress (AT_C2/F2). Apés aplicagdo das diferentes condicbes de
precipitacdo (Eti, EtON e PON) ao ensaio AT_C, é possivel verificar a obtencdo de
contetdos de nPS superiores na condic¢ao de stress, sendo esta diferenca mais evidente
nas extracdes EtON e PON. O teor maximo de nPS, obtido no ensaio PON_C2, foi de
10,28+0,20 mg/mL. Apos andlise dos resultados obtidos para as 3 extragfes no ensaio

AT_C, selecionou-se a extragdo Eti (extracdo imediata com 3 volumes de etanol a 90%)
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como sendo a melhor condicdo de extracdo de biomoléculas de interesse,
nomeadamente de polissacéridos neutros. Posteriormente, aplicou-se o método de
extracdo selecionado aos sobrenadantes do ensaio AT_F e constatou-se que 0 ensaio
Eti_F1 apresentou um teor de nPS inferior (5,52+0,15 mg/mL) a condicdo de stress
(7,76+£0,52 mg/mL).

Em termos de aPS, estas biomoléculas ndo foram detetadas nos sobrenadantes
diretos de controlo, tendo sido apenas detetadas nos sobrenadantes diretos relativos a
condicdo de stress (teor maximo de 0,97+0,03 mg aPS/mL em AT_F2). No entanto,
apés aplicacdo das diversas precipitacdes alcodlicas aos ensaios, verificou-se a
detecdo destas biomoléculas em todos os ensaios, tendo-se obtido teores ligeiramente

superiores nas condi¢des de stress (teor maximo de 3,26+0,12 mg/mL em Eti_F2).

Os exemplos que se encontram na literatura sobre a sintese de exopolissacaridos
sob diferentes condi¢cbes de cultivo, diferentes espécies de microalgas, etc., sédo
escassos. Um estudo, realizado por Cheirsilp, Mandik e Prasertsan [143], com a
microalga Chlorella sp. cultivada em condi¢6es autotroficas e com meio de cultura BBM
(intensidade luminosa 50 pmol/(m?.s) e um fotoperiodo de 16:8 h luz:escuro),
apresentou um teor de EPS de ca. 0,18 g/L. Desta forma, e apesar das diferengcas em
termos de condi¢des de crescimento, os resultados obtidos para C. amblystomatis séo
largamente superiores aos revelados pela Chlorella sp. no estudo acima referido. No
entanto, no trabalho realizado por Hussen [57], utilizando C. vulgaris (cultivada em
condi¢cdes autotroficas com meio de cultura MNB, a 6410 lux e um fotoperiodo de
24:0 h luz:escuro) verificou-se a auséncia destas biomoléculas no meio de cultura.
Contudo, foi detetada a presenca de nPS no meio de cultura ndo inoculado,
representando ca. 0,874 mg/mL. Neste sentido, a possivel existéncia de polissacaridos
no meio de cultura sem inéculo podera ser uma justificacéo para os elevados teores em

nPS obtidos no presente trabalho.

Por fim, analisando os teores em proteina total, verificou-se que o sobrenadante
direto AT_C2 apresentou a maior concentracéo destas biomoléculas (0,18+0,01 mg/mL)
e, ainda, que os sobrenadantes diretos referentes a condicdo de stress levaram a
excrecao de um maior teor de proteinas face aos respetivos controlos. Analisando agora
os resultados apoOs aplicacdo de precipitacdes alcoodlicas, um teor maximo destas
biomoléculas em Eti_C2 (0,18+0,00 mg/mL). Constata-se ainda que as condicdes de
stress apresentaram teores superiores de proteina total comparativamente aos

respetivos controlos. Contudo, a aplicacdo de precipitacbes alcodlicas pode levar a
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desnaturacgéo de proteinas podendo, estas, ndo ser detetadas pelo método colorimétrico
de Bradford.
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Figura 29 — Teores de polissacéridos sulfatados e §-(1,3)-D-glucanos, nos sobrenadantes
diretos (AT_C e AT_F) e nos sobrenadantes sujeitos a precipitacdes alcodlicas
(Eti, EtON e PON).

Pela analise da Figura 29 verifica-se que os sobrenadantes diretos, regra geral, ndo
apresentaram teores significativos de sPS e B-glucanos. O teor maximo obtido de
B-(1,3)-glucanos foi de 0,005+0,000 mg/mL no sobrenadante direto AT_C2. Apés
aplicacdo das diversas condi¢cdes de precipitacdo aos sobrenadantes do ensaio AT_C,
verificou-se que apenas a condicdo Eti_C2 permitiu a concentragdo (-(1,3)-glucanos
(0,010+0,000 mg/mL). Nas condi¢cBes de controlo Eti_C1, EtON_C1, Eti_F1 e F2 ndo
foram detetados B-glucanos. Relativamente a sPS, a aplicacdo de precipitacdes
alcoodlicas permitiu a sua concentragdo, tendo-se obtido um teor méaximo destas
biomoléculas de ca. 0,13+0,00 mg/mL em Eti_F, substancialmente superior aos teores

obtidos no ensaio realizado em AT_C.

Posteriormente, aplicou-se o método da extracdo alcodlica anteriormente
selecionado aos ensaios heterotroficos HTN, HTA e HTU. Apés a adicdo do etanol,
verificou-se a formacdo de um precipitado branco apenas no sobrenadante do ensaio
HTA. Nos sobrenadantes dos restantes ensaios ndo foi observada a formagéo de
precipitado tendo, as solugdes, permanecido translucidas e transparentes. Foi obtida

uma massa de precipitado de HTA superior as alcancadas para 0s ensaios autotroficos.
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De forma analoga, apds dissolucdo dos EPS, procedeu-se a quantificacdo de diversas

biomoléculas, cujos resultados se apresentam na Figura 30.
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Figura 30 — Teores de polissacaridos neutros e proteina total nos sobrenadantes diretos e nos
sobrenadantes sujeitos a condicéo de precipitagcdo Eti (EtOH 90%, extracdo imediata), dos
ensaios autotroficos de controlo (AT_C1 e AT_F1) e do ensaio heterotréfico com
amonia como fonte de N (HTA).

Pela analise da figura acima € possivel observar que o meio de cultura do ensaio
HTA foi o que apresentou menores teores em nPS (2,55+0,15 mg/mL) e em proteina
total (0,04+0,011 mg/mL). ApOs aplicagdo do método de precipitacdo, este ensaio
apresentou o teor maximo de proteina total (0,13+0,02 mg/mL) face aos controlos dos
ensaios autotréficos (Eti_C1 e Eti_F1). Constatou-se ainda o aumento do teor e nPS
em Eti_HTA (4,44+0,15 mg/mL) face ao respetivo sobrenadante direto (HTA).

Os ensaios heterotroficos HTN e HTU n&o apresentaram uma precipitacéo
significativa de biomoléculas apds a adi¢do de etanol. No entanto, o crescimento em
condi¢Bes heteortréficas requer a adicdo de uma fonte de carbono orgénica. A presenca
desta fonte de carbono no meio de cultura pode promover o aumento da sintese de
polissacéaridos intracelulares, mas também de exopolissacaridos. Um estudo realizado
por Cheirsilp, Mandik e Prasertsan [143], avaliou a producdo de EPS pela microalga
Chlorella sp. em heterotrofia (meio de cultura BG11 e glucose como fonte de carbono)
e autotrofia (meio de cultura BG11, intensidade luminosa de 50 pmol/m?/s® e um

fotoperiodo de 16:8 h luz:escuro) tendo-se obtido o dobro do teor de EPS em condicbes
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heterotréficas (ca. 0,36 g EPS/L). No entanto, tal ndo se verificou nas culturas HTN e
HTU.

Uma vez que um dos objetivos, nesta fase do trabalho, estava relacionado com o
isolamento de EPS, foram testados dois métodos de desproteinizacdo: o método
enzimatico (E), usando papaina, e o método Sevage (S), uma vez que o método
convencional da precipitacdo alcodlica permite, ndo s6, a precipitacdo de
exopolissacaridos, mas também de proteinas e acidos nucleicos. Ambos os métodos
foram aplicados as condi¢des de precipitacdo Eti e PON e aos sobrenadantes diretos.
Posteriormente foram avaliados os conteddos em nPS e proteina total apds

desproteinizacao (Figura 31), de forma a avaliar a eficacia dos métodos aplicados.
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Figura 31 — Teores de polissacéridos neutros nos sobrenadantes autotréficos AT_C1 e AT_C2
diretos e sujeitos a precipitacfes alcodlicas, apos aplicacdo dos métodos de
desproteinizagdo enzimatico (E) e Sevage (S).

Apos aplicagdo dos métodos de desproteinizacédo, ndo foram detetados teores em
proteina total, como seria expectavel. No entanto, verificou-se, também, uma perda
significativa do contetdo de nPS em todos o0s sobrenadantes sujeitos a
desproteinizag&o (vide Figura 28). Oteor de nPS maximo obtido apos desproteinizagéo
foi de 1,71+0,06 mg/mL no sobrenadante direto S _C2 e 1,84+0,16 mg/mL no
sobrenadante E_PON_C2.

Ap6s analise dos resultados obtidos antes e depois da aplicacdo dos métodos de

desproteinizacdo aos sobrenadantes sujeitos a precipitacéo alcodlica, verificou-se que,
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em média, a perda do conteddo de nPS ronda os 91% apo0s aplicagdo do método
Sevage e 0s 85% para 0 método enzimatico. Relativamente a aplicacdo destes métodos
aos sobrenadantes direitos, a perda de nPS foi de, aproximadamente, 76% e 95% para
0s métodos Sevage e enzimatico, respetivamente. A perda de polissacaridos devida a
aplicacdo destes métodos seria expectavel. Um estudo realizado por Chen et al. [81]
obteve uma perda de polissacéaridos de ca. 35,6 e 24,5% apds aplicacdo dos métodos
Sevage e enzimatico, respetivamente, a uma solucdo de polissacéridos (obtidos por
extracdo etandlica). A aplicacdo de tratamentos quimicos agressivos a solugdes ricas
em polissacéridos pode, ndo so6, levar a perda de biomoléculas, mas também a perda
de bioatividade.

A fim de quantificar compostos fendlicos e flavonoides extracelulares no meio de
cultura, foram utilizados, mais uma vez, os métodos do Folin-Ciocalteu e do cloreto de
aluminio, respetivamente. Os resultados obtidos, antes e apos aplicacdo das diversas
condi¢cBes de precipitacdo aos ensaios autotréficos apresentam-se na figura abaixo.
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Figura 32 — Teores de compostos fendlicos e flavonoides totais nos sobrenadantes diretos
(AT_C e AT_F) e nos sobrenadantes sujeitos a precipitagdes alcoolicas (Eti, EtON e PON).

Na Figura 32 pode observar-se que o teor maximo de flavonoides nos
sobrenadantes diretos foi de 0,15+0,06 mg CE/mL em AT_Cl. No entanto,
constata-se que todos o0s sobrenadantes diretos apresentaram concentragdes

semelhantes de polifendis (ca. 0,01+0,00 mg GAE/mL). E ainda possivel verificar que
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os sobrenadantes diretos dos ensaios de controlo apresentam conteudos de flavonoides

superiores a condicao de stress.

Regra geral, apés aplicacdo dos métodos de precipitacéo, foi possivel concentrar
ambas as biomoléculas. Analisando as condi¢cdes de precipitacdo empregues nos
ensaios AT_C1 e AT_C2, a condi¢do Eti foi a que permitiu a obtencao de contetdos
mais elevados das biomoléculas em estudo. O teor méximo em compostos fendlicos foi
de 0,29+0,00 mg GAE/mL em Eti_C2. Ja o teor maximo de flavonoides corresponde ao
ensaio Eti_F2 (0,37+0,03 mg CE/mL). Constata-se ainda que os ensaios Eti_F1/F2
apresentaram conteudos de compostos fendlicos largamente inferiores (ca. 0,03+0,00
mg GAE/mL) aos dos ensaios Eti_C1/C2.

4.3.1. Propriedades Antioxidantes
A atividade antioxidante total dos meios de cultura, apos separacao da biomassa,
com e sem aplicacdo de precipitacao alcodlica, foi determinada utilizando ao método do

radical ABTS. Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 33.
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Figura 33 — Atividade antioxidante total (mg TEAC/mL), determinada pelo método do radical
ABTS, dos meios de cultura apos separacao da biomassa desenvolvida em condi¢gfes
autotréficas (AT_C e AT_F) com e sem aplicacdo de precipitacdo alcodlica.

Segundo a figura acima é possivel observar que o sobrenadante direto que exibiu
maior atividade antioxidante foio AT_F1 (0,07+0,00 mg TEAC/mL). Analisando os meios

apos precipitacdo alcodlica, a condicdo Eti_C2 apresentou a maior capacidade
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antioxidante, de 0,30+0,01 mg TEAC/mL. Esta condi¢do de precipitagdo apresentou

também o teor mais elevado em compostos fendlicos, 5-(1,3)-glucanos e proteina total.

Verificou-se ainda que, regra geral, apds precipitacdo alcodlica, ocorreu um
aumento da capacidade antioxidante, sendo possivel inferir que a aplicacdo destas

condicbes conduz ao isolamento de biomoléculas com este tipo de bioatividade.

4.4. Fracionamento de Biomoléculas por Cromatografia de Troca lI6nica
Ap0s a andlise dos conteudos de polissacéridos intra e extracelulares produzidos

pela microalga C. amblystomatis nas diversas condi¢des de crescimento, procedeu-se

ao fracionamento de 2 extratos de MAE: AT_F1 e AT_C2, uma vez que apresentaram

0 maior contetido em polissacéaridos neutros.

A cromatografia foi acompanhada através da quantificacdo de nPS (método de
fenol-acido sulftrico), de proteina total (método do Bradford) e de compostos fendlicos
(método do Folin-Ciocalteu) nas diversas fragdes. Os respetivos cromatogramas
encontram-se abaixo apresentados.
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Figura 34 — Cromatograma do extrato AT_F1 proveniente de MAE (KOH 0,1 M/120 °C/30 min),
obtido numa coluna de resina DEAE-52, com um gradiente de concentracéo de
NaCl 0-2 M, acordo com os Materiais e Métodos.

Pela analise do perfil cromatografico das biomoléculas em estudo, € possivel
constatar que os nPS comecaram a ser eluidos com NaCl 0,17 M. E ainda possivel
observar que as fragbes (F) 4 a 8 sdo as mais concentradas nestas biomoléculas,
atingindo uma concentracdo de 6,94 mg /mL. A partir da F8, a concentracdo de

polissacaridos neutros diminui, terminando quando a concentracdo de NaCl atinge os
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0,67 M. J& a eluigdo das proteinas inicia-se com NaCl 0,17 M e termina a NaCl 1 M,
sendo as fracdes 9, 10 e 11 as mais concentradas, atingido um teor maximo de 0,15
mg/mL de proteina total. Por fim, os compostos fendlicos totais foram eluidos huma
gama de concentracdo de NaCl entre os 0,33 e 0,83 M e o0 conteldo maximo, de 0,11

mg/mL, ocorreu na F15.
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Figura 35 — Cromatograma do extrato AT_C2 proveniente de MAE (KOH 0,1 M/120 °C/30 min),
obtido numa coluna de resina DEAE-52. Sistema eluente: (a) 0-50 gradiente de NaCl 0-1M; (b)
51-53 NaCl 1M; (c) 54-57 NaCl 2M de acordo com os Materiais e Métodos.

Segundo a Figura 35, referente ao extrato de MAE AT_C2, é possivel observar que
0s nPS comecaram a ser eluidos logo na 12 fragdo. A concentragdo maxima destas
biomoléculas foi de 20,6 mg/mL, atingida em F4 e com uma concentragdo de NaCl de
0,08 M. A eluicdo destas moléculas terminou na fracdo 14, que corresponde a uma
concentracdo de NaCl de 0,28 M. Em termos de proteina total, verifica-se que a sua
eluicdo teve também inicio no principio da cromatografia (F4), tendo o seu teor maximo
sido atingido em F8 (0,18 mg proteina total/mL), a uma concentracéo de 0,16 M de sal.
Entre as fracdes 50 e 54, correspondentes a NaCl 1M, verificou-se, novamente, a
eluicdo de proteinas. Os polifendis totais comegaram a ser eluidos da coluna a uma
concentracdo de NaCl de 0,08 M (F4), terminando a 0,26 M (F13). A concentracdo
méxima obtida foi de 0,12 mg GAE/mL (F8), com NaCl 0,18 M.
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4.5. Anélise de Biomoléculas por Eletroforese
Com o objetivo de caracterizar os polissacaridos isolados por cromatografia de troca
ibnica a partir do extrato MAE_AT_F1, recorreu-se a técnicas eletroforéticas PAGE,

aplicando-se diferentes métodos de coloracao.

Inicialmente realizaram-se duas corridas eletroforéticas conforme descrito em 3.3.5
em Materiais e Métodos, utilizando os corantes azul de toluidina e stains all na coloracéo
dos géis obtidos, conforme ilustrado nas Figuras 37 e 38, que se apresentam de

seguida.

Origem
¢

*)

Figura 36 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, em tamp&o TBE 1 mM (pH 8,4), a 100
V/45 min/corado com azul de toluidina 0,1% (m/V): 1 — F4 (74,4 yg/pocgo), 2 — F6 (105,4
pa/poco), 3 — F7 (45 pg/poco), 4 — Pool_AT_F1 (75 pg/pogo), 5 — F8 (35,2 pg/pogo), 6 —

extrato de MAE AT_F1 (799,4 ug/pocgo), 7 — dextrano 70 kDa (20 pg/poco), 8 — dextrano 100
kDa (20 pg/poco), 9 —sulfato de dextrano 40 kDa (20 pg/poco), 10 — heparina de mucosa

intestinal suina 17 kDa (20 pg/poco).

O corante cationico azul de toluidina permite corar &cidos nucleicos
(macromoléculas aniénicas) em tons de azul, enquanto sPS sédo corados em tons de
roxo/rosa. No entanto, este corante ndo apresenta especificidade para polissacaridos
néo sulfatados e proteinas acidas [132].

A Figura 36 sugere a existéncia de uma banda no poco 6, referente & amostra
MAE_AT_F1, perto dos 40 kDa. Esta banda pode ser associada a existéncia de sPS,
uma vez que o azul de toluidina apresenta especificidade para estas biomoléculas. No
entanto, todos os pocos apresentam bandas perto dos 40 kDa, podendo estas

corresponder a frente de migragao.

81



Resultados e Discussao

Figura 37 — Electrofores em gel de poliacrilamida 6%, em tampé&o TBE 1 mM (pH 8,4), a 100
V/45 min/corado com stains all 0,5% (m/V): 1 — F4 (74,4 pg/poco), 2 — F6 (105,4 pg/poco), 3 —
F7 (45 pg/pogo), 4 — Pool_AT_F1 (75 pg/poco), 5 — F8 (35,2 pg/poco), 6 — extrato de MAE
AT_F1 (799,4 nug/pogo), 7 — dextrano 70 kDa (40 pg/pogo), 8 — dextrano 100 kDa (40 pg/poco),
9 —sulfato de dextrano 40 kDa (10 pg/poco), 10 — heparina de mucosa intestinal suina 17 kDa
(10 pg/pocgo). (a) 20 minutos apoés aplicacdo da solucdo de descoloracéo; (b) 48h apos
aplicacéo da solugéo de descoloracao.

Analisando a Figura 37, é possivel observar bandas nos pocos referentes as
amostras F6 (poco 2), Pool_AT_F1 (pogo 4), F8 (poco 5) e ao extrato MAE_AT_F1
(pogo 6). O marcador sulfato de dextrano (poco 9) apresentou coloragédo rosa e a
heparina coloracdo amarela (poco 10), como seria expectavel, tendo em conta que o
corante cationico stains all apresenta a vantagem de corar diversos tipos de
biomoléculas com uma coloragéo especifica, em gel de poliacrilamida, e € mais sensivel
[132]. O 2° poco (Figura 38-(a)) exibe uma banda de coloragdo azul com massa
molecular superior ao marcador sulfato de dextrano (40 kDa). O Pool_AT_F1 (composto
por F4, F6, F7 e F8) e a F8 apresentam bandas com mobilidade relativa semelhante,
entre os 40 kDa e os 17 kDa, de coloracdo azul. No entanto, a banda referente ao Pool
apresentou uma coloracdo mais intensa que a fracdo F8. No extrato MAE_AT_F1 foi
visualizada uma banda entre os 40 kDa e os 17 kDa, de coloracdo azul intensa.
Geralmente, o acido hialurénico ndo sulfatado quando corado com stains all apresenta
uma cor azul intensa. No entanto, moléculas como o DNA ou RNA podem apresentar
coloractes azul e azul arroxeado, respetivamente. No caso de proteinas, estas podem
ser visualidades em azul, vermelho ou roxo, enquanto os aPS podem apresentar
diversos tons, consoante o tipo de biomoléculas presente [132]. Neste sentido, é
possivel sugerir que o tipo de polissacaridos presentes no Pool_AT_F1 possa ndo ser

necessariamente igual aos presentes em F8, uma vez que 0s tons de azul séo
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diferentes. No entanto, € observavel uma semelhanca entre as coloragfes das amostras
Pool_AT_F1 e MAE_AT_F1, como expectavel.

Numa tentativa de identificar outras biomoléculas presentes nas amostras ja
analisadas, nomeadamente proteoglicanos e glicosaminoglicanos, foi ainda testado o

método de coloragdo combinado com azul de alciano seguido de nitrato de prata.

T

Figura 38 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, em tamp&o TBE 1 mM (pH 8,4), a 100
V/45 min/corado com Azul de Alciano 0,125% (m/V)/Nitratro de Prata 0,4% (m/V):
1 - Pool_AT_F1 (75 pg/poco), 2 e 3 — extrato de MAE AT_F1 (799,4 ug/poco), 4 — F8 (35,2
Hg/poco), 5 — dextrano 70 kDa (80 ug/pocgo), 6 — dextrano 100 kDa (80 pg/poco), 7 —sulfato de
dextrano 40 kDa (10 pg/poco), 8 — heparina de mucosa intestinal suina 17 kDa (10 pg/poco).

Origem
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Pela andlise da Figura 38 é possivel visualizar a existéncia de bandas que nao
foram detetadas pelos métodos anteriormente mencionados. Verifica-se a presenca de
uma banda com massa molecular superior a 40 kDa no poco onde foi aplicado o
Pool_AT_F1. Em relacdo ao extrato MAE_AF_F1 (2° pocgo), visualizam-se 3 bandas:
uma banda entre 17 e 40 kDa, uma banda préxima dos 40 kDa e, por fim, uma banda
com massa molecular superior a 40 kDa. Na fragdo cromatogréfica F8 (4° poco) podera

estar presente uma banda com massa molecular superior a 40 kDa.

Em suma, no gel corado com o corante stains all salienta-se a presenca de aPS,
como o acido hialurénico e tal seria expectavel, uma vez que o doseamento efetuado
pelo método do carbazole — acido sulfirico apresentou resultados positivos para este
tipo de biomoléculas. De forma anéloga, o gel corado com azul de alciano/nitrato de

prata também revela a presenca de polissacéaridos de diversos tamanhos moleculares,
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como esperado, tendo em conta que neste trabalho foram detetados e quantificados
nPS, aPS, B-D-glucanos e sPS. Contudo, o gel corado com azul de toluidina, sendo um
método menos sensivel, mostra-se inconclusivo, ainda que tenham sido quantificados

SPS nos extratos de MAE de C. amblystomatis.

4.6.Atividade Antibacteriana

De forma a avaliar a potencial aplicagdo dos compostos sintetizados pela microalga
verde C. amblystomatis como agentes antimicrobianos, foi estudada a atividade
antibacteriana da fragdo F8 (fracdo com uma das maiores concentracdes em nPS),
proveniente do extrato de MAE AT_F1 (vide Figura 39) contra as espécies E. coli (Gram
negativa) e S. aureus (Gram positiva), através da técnica de difusdo em disco, utilizando
gentamicina como controlo positivo. Os resultados obtidos referentes & medi¢édo do

didmetro da zona de inibicdo encontram-se apresentados na Tabela 12.

Figura 39 — Atividade antibacteriana contra as bactérias Echerichia coli ATCC25922 (a) e
Staphylococcus aureus ATCC25923 (b): 1 - H20, 2 - antibiético gentamicina (10 mg/mL),
3 - F8 (1,76 mg nPS/mL) proveniente da MAE ao extrato AT_F1 de C. amblystomatis.
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Tabela 11 — Atividade antibacteriana da fragdo cromatografica F8 (1,76 mg nPS/mL), da agua
(H20) e do antibidtico gentamicina (10 mg/mL) contra as bactérias E. coli e S. aureus.

Composto Zona de inibicdo (cm)
E. coli S. aureus
H-O 0,00+0,00 0,00+0,00
Gentamicina (10 mg/mL) 2,8+0,14 2,65+0,07
F8 (1,76 mg nPS/mL) 1,65+0,07 1,7+0,00

Nota: Frac@o cromatografica F8 (1,76 mg/mL de polissacaridos neutros) provém do extrato
MAE_AT_F1 de C. amblystomatys.

Pela analise da Tabela 12 é possivel constatar que a fragcao 8 apresentou atividade
antibacteriana contra ambas as bactérias (E. coli e S. aureus), exibindo uma inibicdo
méaxima de 1,7+0,00 cm para S. aureus. Esta fracdo (concentracdo de nPS de 1,76
mg/mL), apresentou zonas de inibigdo com um diametro de ca.de 58,9% (E. coli) e
64,2% (S. aureus) relativa a inibicdo do antibiético gentamicina, de concentragéo
superior (10 mg/mL).

4.7. Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

Na tentativa de caracterizar estruturalmente de forma parcial as biomoléculas
presentes na biomassa e nos extratos obtidos no decorrer do trabalho experimental,
foram tragados os espetros de infravermelho das seguintes amostras: biomassa dos
ensaios autotréficos AT_C e AT_F; extratos de MAE com KOH 0,1 M (150 °C/30 min)
dos ensaios AT _C e AT_F; extrato de MAE com etanol absoluto (120 °C/15 min)
realizado a amostra AT_C1; extratos SE com etanol absoluto e n-hexano dos ensaios
AT _C1l e AT_C2; pools resultantes da cromatografia de troca idnica dos extratos
MAE_AT F1 e MAE_AT_C2; EPS precipitados com etanol a 90% dos sobrenadantes
dos ensaios AT_C e AT_F. Nas figuras seguintes encontram-se representados o0s

espetros de FTIR obtidos para os diversos ensaios.
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Figura 40 — Espetros de FTIR da biomassa liofilizada antes (a) e apds (b) extracdo por MAE
com KOH (0,1 M/120 °C/30 min) refentes aos ensaios autotroficos em reatores de coluna de
bolhas (AT_C) e em frascos (AT_F) (pastilha de KBr).

Pela analise da Figura 40-(a) verifica-se que o perfil dos espetros das amostras dos
ensaios autotréficos é bastante semelhante. E possivel visualizar, entre os 3480 e o0s
3327 cm?, a presenca de bandas intensas caracteristicas da vibracdo de extensdo do
grupo OH de PS. As bandas presentes no intervalo 2965-2844 cm™ podem representar
as vibracdes de extensdo simétricas e assimétricas da ligacdo C-H dos grupos CH, CH»
e CHsde PS e/ou lipidos. Entre os 1750 e os 1710 cm™ visualiza-se a existéncia de uma
pequena banda, que poderd estar relacionada com vibragfes de extensao de grupos
C=0 e COO" de PS ou de grupos C=0 de lipidos (ésteres de colesterol e triglicéridos).
Na regido entre os 1440-1410 cm™ encontram-se as bandas caracteristicas da vibragdo
de deformacéo de grupos CHs, CH; e C-OH.
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A visualizacdo de bandas na regido de fingerprint (1200-800 cm™) destacam a
presenca de polissacaridos nos extratos. Nas amostras liofilizadas AT_Cl e AT_C2 sao,
ainda, visualizadas bandas entre os 900 e os 860 cm?, indicando a possivel presenca
de configuracdes a e B do carbono anomérico. Abaixo dos 800 cm™ apresentam-se
algumas bandas, correspondentes a vibracbes do esqueleto carbonado de

polissacéaridos ou a bandas de deformacédo do CH; de lipidos.

A existéncia de sPS pode ser assinalada através da presenca de um conjunto
carateristico de bandas a 1270-1220 cm® e 1060-1010 cm?, correspondentes a
extensdo simétrica e assimétrica da ligagdo S=0, respetivamente, e ainda a 900-800
cm?, intervalo associada a vibracéo de extenséao da ligacdo C-O-S, que pode indicar a

ligag&o do grupo sulfonilo aos PS.

Em todas as amostras é possivel visualizar a presenca de bandas correspondentes
a ligacdo C=0 da amida I, entre os 1651 e os 1659 cm?, e da amida Il, entre os 1541 e

os 1543 cm?, caracteristicas de proteinas.

A mesma analise pode ser feita aos extratos apés MAE (Figura 40b), uma vez que
apresentam comportamentos semelhantes. A diferenga mais significativa entre as
amostras pré e pos MAE (KOH 0,1 M/120 °C/30 min) consiste no desaparecimento de

uma banda de baixa intensidade entre 1750-1710 cm™ nas amostras apés extracao.

Na Figura 41 encontram-se representados os espetros referentes aos extratos
obtidos por SE realizada as amostras AT_C1 e AT_C2 e ao extrato MAE do ensaio
AT_C1.
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MAE_EtOH_C1 SE_EtOH_C1 ——SE_nHex_C1 SE_EtOH_C2 ——SE_nHex_C2

J\N N N

A S

Absorvancia (u.a.)

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Numero de onda (cm')

Figura 41 — Espetro de FTIR dos extratos de SE (Hex e EtOH/180 °C/6h) refentes aos ensaios
autotréficos em coluna de bolhas (AT_C1 e AT_C2) e do extrato de MAE (EtOH/150 °C/15 min)
do extrato AT_C1 (pastilha de KBr).

E possivel verificar a existéncia da banda caracteristica da vibragio de extens&o do
grupo OH nos extratos etandlicos (MAE_EtOH_C1, SE_EtOH_C1 e SE_EtOH_C2) na
regido espetral 3470-3232 cm™, evidenciado a possivel existéncia de polissacaridos
nestes extratos e/ou a existéncia de etanol residual. Constata-se que todos os extratos
obtidos apresentam bandas com intensidade diferenciada no intervalo 2960-2840 cm™,
associadas a diferentes vibracdes de extensdo, nomeadamente simétrica/assimétrica
dos grupos CH/CH- e assimétrica dos grupos CHs/CH: de lipidos. Em todos os extratos
é visualizada uma banda na regido 1468-1458 cm, que pode corresponder a vibracdo
de deformacéo de grupos CH; e C-OH de PS, ou a vibracdes de deformagéo de grupos
CH2 e C-O-H de lipidos. Verifica-se também a existéncia de uma banda de baixa
intensidade no intervalo 1380-1375 cm™, que podera estar associada a vibracédo de
extensdo simétrica de grupos COO" de acidos gordos ou a vibracdo de deformacéo de
grupos CHs de lipidos ou, entéo, a vibracdes de deformacdo de grupos CH,/C-OH. O
espetro do extrato SE_Hex_C2 revela uma banda bem definida a 1266 cm™, podendo
ser associada a vibracdo de deformacéo de grupos CH; (simetria local) e deformacdes
C-OH ou a vibragdes de extensdo simétrica de grupos S=0. Com excecado do extrato
SE_EtOH_C2, todas as amostras apresentam bandas entre os 1172 e 1032 cm™?,
geralmente associadas a vibracdo de extenséo de grupos C-O de lipidos ou a regido de

fingerprint de polissacaridos.
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Nos extratos SE sdo ainda observadas bandas entre os 1748 e os 1745 cm™,
podendo ser associadas a vibracdo de extensdo do grupo C=0O de ésteres de
triglicéridos e bandas na regido dos 1720-1708 cm, possivelmente referentes a
vibracdo de extensdo do grupo C=0 de acidos gordos. Da analise do espetro relativo
ao extrato MAE_EtOH_C1 poder-se-a inferir a presenca de proteinas, uma vez que sao

visualizadas as bandas da amida | (1638 cm™) e Il (1533 cm™).

Na Figura 42 encontram-se representados os espetros de infravermelho dos EPS
precipitados com 3 volumes de etanol 90% Eti_ C1/C2F1/F2.

Eti_C1 —FEti_C2 Eti_F1 —Eti_F2
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Figura 42 — Espetro de FTIR dos EPS precipitados (Eti; EtOH 90%/extracdo imediata) dos
ensaios autotréfico em coluna de bolhas (AT_C) e em frascos (AT_F) (pastilha de KBr).

De um modo geral, verifica-se que todos os espetros apresentam comportamentos
semelhantes. Entre os 3600 e os 3250 cm? é possivel visualizar a banda
correspondente a vibracao de extensao do grupo OH, bem como a presenca de bandas
associadas a vibragcoes de extensédo de grupos CH e CH; na regido 2950-2861 cm™,
podendo ser indicativas da presenca de polissacaridos. No intervalo 1462-1410 cm™ é
possivel observar a presenca de bandas de baixa intensidade, possivelmente
relacionadas com a vibragdo de deformacdo de grupos CH,/CHs; e deformacgbes da
ligacdo C-OH de PS. A banda presente entre os 1090 e os 990 cm™ esta associada a
vibragé@o de extensdo assimétrica de ligagbes S=0O de sPS. Por fim, visualiza-se ainda
uma banda de baixa intensidade na regido dos 870 cm, associada a configuracdo a e

B do carbono anomérico, bem como a presenca de uma banda, especialmente nos EPS
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da amostra AT_C1, no intervalo 575-530 cm, associada a presenca de conformacéo B8

de PS ou a vibra¢des do esqueleto carbonado, caracteristicas de PS.

A presenca de proteinas nas amostras analisadas pode ser detetada pela presenca
das bandas da ligacdo C=0 da amida | (1600-1700 cm?) e da amida Il
(1480-1575 cm™).

A Figura 43 permite comparar os espetros do extrato de MAE do ensaio AT_F1 com
0 respetivo Pool_AT_F1, resultante do fracionamento do extrato obtidos por

cromatografia de troca ionica.

MAE_AT_F1 Paool_AT_F1
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4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
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Figura 43 — Espetros de FTIR do extrato de MAE (KOH 0,1 M/150 °C/30 min) do ensaio AT_F1
e do respetivo Pool_AT_F1 concentrado em polissacéaridos, obtido por cromatografia de troca
iGnica (pastilha de KBr).

Em ambos os espetros € observavel a presenca da banda caracteristica da vibracédo
de extensdo do grupo OH de PS, entre 3470 e os 3340 cm?, bem como bandas
correspondentes a vibracbes de extensdo simétrica/assimétrica de grupos CH e CHy,
no intervalo 2955-2849 cm?®. Na regido espetral entre 1450-1365 cm?,
salienta-se a existéncia de bandas, mais evidentes no Pool_AT_F1, correspondentes a
vibracdo de deformacdo de grupos CH, e C-OH. Na regido dos 1075 a 1017 cm?
constata-se, ainda, a existéncia de uma banda comum a ambos os espetros, referente
a regido de fingerprint de polissacaridos. A presenga das bandas anteriormente
mencionadas podem indicar a presenca destas biomoléculas nas referidas amostras,

estando de acordo com os doseamentos efetuados. O Pool_AT_F1 apresenta uma
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banda bem definida aos 840 cm™, caracteristica da vibracdo de extensdo da ligacédo
C-O-S, e de bandas no intervalo espetral 710-670 cm?, associadas a vibrages do

esqueleto carbonado ou a presenca de PS com conformacao S.

A presenca de bandas nos intervalos 1667-1632 e 1595-1575 cm™, referentes as
ligagbes C=0O das amidas | e Il, respetivamente, indicam a contaminagdo do

Pool AT_F1 com proteinas.

Pela andlise da Figura 44 é possivel comparar o extrato MAE_AT_C2 com o
respetivo Pool resultante da aplicacdo do extrato a uma coluna de cromatografia de

troca i6nica.

—MAE_AT_C2 ——Pool_AT_C2

Absorvancia (u.a.)

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Numero de onda (cm'')

Figura 44 — Espetros de FTIR do extrato de MAE (KOH 0,1 M/150 °C/30 min) do ensaio AT_C2
e do respetivo Pool concentrado em polissacéaridos, obtido por cromatografia de troca iénica
(pastilha de KBr).

Ambos os extratos apresentam a banda caracteristica da vibragdo de extenséo do
grupo OH, entre os 3490 e os 3330 cm?, assim como a presenca de bandas a
1645-1633 cm™? e a 1586-1540 cm™, identificadas como bandas C=0 de amida | e Il
respetivamente, associadas a proteinas. Na regido espetral dos 1395 cm salienta-se a
existéncia de uma banda bem definida na amostra Pool AT_C2, que podera
corresponder a vibracdes de deformacédo dos grupos CH; e C-OH e, ainda, bandas a

1131 e 1018 cm?, geralmente associadas a regido de fingerprint de polissacaridos.

Em suma, é possivel constatar que os resultados obtidos pela andlise dos espetros

de FTIR se encontram concordantes com os doseamentos efetuados as diferentes
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amostras, sendo identificaveis diversas biomoléculas, nomeadamente diferentes tipos

de polissacéridos.
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O presente trabalho final de mestrado teve como objetivo produzir e caracterizar
compostos de valor acrescentado sintetizados pela microalga verde Chlorococcum
amblystomatis em diversas condi¢cdes, nomeadamente e condi¢cbes autotrdficas (AT),
com (2) e sem (1) indugéo de stress (privacdo de NO3’) em reatores distintos (reator de

coluna de bolhas (C) e frascos (F)), e em condigGes heterotréficas (HTN).

Apés andlise dos resultados obtidos relativos a extragdo de moléculas
intracelulares, verificou-se que o0 ensaio autotréfico realizado em frascos (AT_F)
apresentou contetdos de biomoléculas superiores ao ensaio efetuado em coluna de
bolhas (AT_C). Constatou-se que condicdo AT_F1 apresentou o teor maximo de nPS
(399,75+9,64 mg/g biomassa), semelhante ao apresentado por AT_C2, bem como um
dos teores mais elevados em aPS (180,65+2,76 mg/g biomassa) e compostos fenélicos
(15,83+0,35 mg/g biomassa). O ensaio AT_F2 apresentou, regra geral, os teores
maximos em aPS (193,27+0,89 mg/g biomassa), -(1,3)-D-glucanos (1,60+0,00 mg/g
biomassa), proteina total (67,27+2,53 mg/g biomassa), compostos fendlicos
(16,17+0,24 mg/g biomassa) e flavonoides (7,28+0,03 mg/g biomassa). Contudo, a
agitacdo/arejamento neste tipo de reator foi ineficiente, tendo-se verificado a
sedimentacdo da biomassa. Tal pode ter constituido uma fonte adicional de stress, o

que podera ter influenciado os resultados obtidos.

Os resultados obtidos para o reator de coluna de bolhas sugerem que a inducéo de
stress (privacdo de NOs) promove a sintese de nPS, aPS e
B-(1,3)-D-glucanos e o ligeiro aumento de compostos fendlicos, mas também a
diminuicdo do teor de proteina total. Conclui-se ainda que o seu design demonstrou ser
o mais indicado, providenciado uma agitacdo/arejamente eficientes e,
consequentemente, uma exposicdo adequada da cultura celular & radiacdo e aos

nutrientes.

Comparando o crescimento em autotrofia (AT_C1) e heterotrofia (HTN), € possivel
constatar que o ensaio HTN teve uma duracdo largamente inferior ao crescimento
autotrofico e permitiu a obtencdo de concentracdes celulares substancialmente
superiores. O ensaio HTN, comparativamente a AT_C1, apresentou teores superiores
de nPS, aPS, polifenéis e flavonoides, o teor maximo de f-(1,3)-D-glucanos
(1,83+0,00 mg/g biomassa), o teor minimo em sPS e, ainda, a maior capacidade
antioxidante (4,94+0,03 mg TEAC/g biomassa). Relativamente aos ensaios
heterotréficos com alteracdo na fonte de nitrogénio (HTN, HTA, HTU), avaliou-se a

sintese de nPS e proteina total e verificou-se que os ensaios apresentaram conteudos
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semelhantes de nPS. O ensaio com ureia como fonte de nitrogénio (HTU) apresentou o

teor maximo de proteina total (68,62+1,61 mg/g biomassa).

Foi também estudada a extracdo de pigmentos fotossintéticos com recurso a
diferentes metodologias, tendo-se verificado que a extracdo com acetona pura
apresentou teores de clorofilas a, b e carotenoides totais superiores aos obtidos por
MAE (KOH 0,1 M/120 °C/30 min e EtOH/150 °C/15 min). Analisando a extragdo com
acetona pura, € possivel verificar uma diminuicdo de pigmentos fotossintéticos com a

inducdo de stress.

A extracdo de biomoléculas extracelulares revelou que a aplicacdo de métodos de
precipitacdo alcoodlica, nomeadamente a extragdo Eti (extracdo imediata com 3 volumes
de etanol 90% V/V) permitiu a concentracdo dos meios de cultura, ndo s6 em termos de
polissacéaridos, mas também em termos das restantes biomoléculas analisadas. Os
meios de cultura concentrados referentes as condigbes de stress (Eti_C2/Eti_F2)
apresentaram teores de nPS e proteina total superiores aos respetivos controlos
(Eti_C1/F1). O extrato Eti_C2 apresentou a concentracdo maxima de nPS (7,85+0,06
mg/mL) e de proteina total (0,18+0,00 mg/mL), bem como de B-D-glucanos (0,01+0,00
mg/mL), compostos fendlicos (0,29+0,00 mg GAE/mL) e atividade antioxidante
(0,30+0,01 mg TEAC/mL).

O extrato de MAE AT_F1, o Pool_AT_F1 (composto pelas fragdes cromatograficas
mais ricas em nPS) e as frag6es cromatogréficas constituintes do Pool_AT_F1 foram
alvo de separagdo com recurso a técnicas de eletroforese em gel de poliacrilamida com
diferentes corantes. Os resultados decorrentes da coloragdo com o corante Stains All
podem sugerir a existéncia de bandas referentes a polissacaridos, nomeadamente acido
hialurénico. J& a corrida respetiva ao método de coloracdo Azul de Alciano/Nitrato de
Prata pode sugerir a existéncia de polissacaridos de diversos tamanhos moleculares.
Contudo, para a obtencéo de resultados quantificativos, sugere-se a repeticdo destes

ensaios.

Testou-se a aplicabilidade dos extratos de MAE e respetivas fracoes
cromatograficas contra dois microrganismos (E. coli ATCC25922 e S. aureus
ATCC25923). A fragdo F8 (com 1,76 mg/mL de nPS) apresentou atividade
antibacteriana contra os organismos estudados. Neste sentido, é imperativo estudar a
possivel atividade antibacteriana de extratos e de biomoléculas, como polissacéridos,
sintetizados pela microalga em estudo. O desenvolvimento de superbactérias com

elevada resisténcia a antibiéticos, nomeadamente antibidticos sintéticos, tem levado a
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necessidade de desenvolver substitutos, especialmente de origem bioldgica, que sejam

eficazes no combate a tais organismos.

Os diferentes extratos foram identificados e caracterizados parcialmente por FTIR.
A excecao dos extratos SE (extrac&o continua em Soxhlet), constatou-se a presenca de
bandas caracteristicas de polissacaridos, nomeadamente a regido de fingerprint,
bandas caracteristicas de proteinas (amidas | e Il) e, ainda, bandas que podem indicar
a presenca de sPS e de polissacéridos com conformagéo . Sugere-se a repeticao do
espetro de FTIR do Pool_AT_C2, uma vez que se mostrou inconclusivo. Como seria
expectavel, os extratos SE apresentam bandas caracteristicas de lipidos. No entanto,

no extrato etandlico sdo também visualizaveis bandas caracteristicas de polissacaridos.

Uma vez que a microalga C. amblystomatis demonstrou capacidade de sintetizar
biocompostos de valor acrescentado, especialmente biocompostos intracelulares, como
polissacéaridos diversos, lipidos, proteinas e polifendis, é necessario proceder a uma
melhor caracterizagdo estrutural dos extratos obtidos. Neste sentido, sugere-se o
recurso a técnicas como H e 3C RMN, bem como GC-MS, de forma validar os
resultados obtidos nesta dissertagdo, bem como proceder a identificacdo de outras
biomoléculas. Sugere-se, ainda, a avaliacao in vitro dos extratos quanto a sua possivel
atividade antibacteriana, mas também avaliar outro tipo de atividades biolégicas, tais
como atividades antitumoral em linhas celulares de carcinoma humano, antioxidante,

antiviral, entre outras.

As microalgas sdo uma das mais promissoras fontes de biomoléculas de valor
acrescentado, sendo possivel induzir a sintese de determinados compostos em
detrimento de outros, através da alteragdo de um ou mais parametros de cultivo. Neste
sentido é fundamental o estudar dos efeitos da variagéo das condi¢des de crescimento
(nutrientes, fotoperiodo, intensidade luminosa, arejamento ou temperatura), ou até
mesmo a modificagdo genética destes organismos, de forma a maximizar a sintese de
biocompostos, especialmente de compostos extracelulares, bem como as respetivas
atividades bioldgicas e aplicagdes, bem como a sua incorporagdo em formulacdes

alimentares, nutracéuticas e farmacéuticas.
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7. Anexos

Figura i — Cultura de C. amblystomatis cultivada em condic¢des autotréficas em frascos (AT_F),
sedimentada devido a uma agitacao deficiente.

(b)

Figura ii — Coloracao das culturas autotroficas de C. amblystomatis cultivadas em (a) reator de
coluna de bolhas (AT_C1 e AT_C2) e em (b) frascos (AT_F1 e AT_F2), recolhidas no inicio da
fase estacionaria.
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Figura iii — Curvas de crescimento celular dos ensaios heterotréficos com ureia como fonte de

nitrogénio (HTU) e sulfato de amonia (HTA).
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Figura iv — Coloracao dos sobrenadantes e respetivos pellets apds extracdo de pigmentos com
acetona pura.
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Figura v — Coloracéo dos EPS provenientes da precipitagéo etandlica (3 volumes de EtOH a
90%, extracdo imediata) dos sobrenadantes dos ensaios realizados em reator de coluna de
bolhas (AT_C1 e AT_C2) e em frascos (AT_F1 e AT_F2), de C. amblystomatis, recolhidas no
inicio da fase estacionaria.
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