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Resumo

As microalgas e os seus metabolitos tém despertado bastante interesse, devido as
diversas bioatividades, tendo uma vasta aplicacdo nas inddstrias alimentar, cosmética,

nutracéutica e farmacéutica.

Este trabalho visa o estudo da producdo e extragdo de biomoléculas de
Phaeodactylum tricornutum. O seu crescimento foi efetuado em meios de cultura com 25 g/L
e 30 g/L de NaCl, durante 1 e 3 semanas. Foram avaliados varios métodos de extracao, tendo
sido selecionados e otimizados 0s que aumentaram a eficiéncia de extra¢ao de biomoléculas.
Verificou-se que o melhor método foi a extracdo assistida por micro-ondas (MICRO) com
KOH 0,1M a 120°C durante 0,5h, obtendo-se rendimentos de polissacaridos totais de 16,8%,
compostos sulfatados de 15,8% e proteinas de 2,1%.

Os extratos obtidos com KOH 0,1M revelaram ser os mais elevados em compostos
fendlicos, com 0,2-0,3 mg GAE/g biomassa, na fracdo FKOH do método em multi-etapas e
0,1 mg GAE/g biomassa no MICRO. Quanto a atividade antioxidante pelo método de ABTS
e do teste da capacidade quelante dos ides Fe?*, os valores maximos de 2,4 mg TEAC/g

biomassa e 100%, foram também detetados neste extrato, respetivamente.

O extrato MICRO foi ainda sujeito a um fracionamento por cromatografia de troca
ionica, tendo sido selecionadas duas fragdes para analise por FT-IR, com base nas suas

concentracdes em polissacéaridos totais e auséncia de contaminantes.

Quanto ao efeito dos fatores de crescimento na producédo de biocompostos de P.
tricornutum, nomeadamente condicbes de salinidade do meio de cultura e tempo de
crescimento, verificou-se que a salinidade de 30 g/L durante 3 semanas potenciou a sua
producdo. No entanto, da analise aos polissacéridos extracelulares verificou-se que sera

necessario maior tempo de crescimento para a sua producao.

Os extratos estudados exibiram atividade e componentes antioxidantes, mostrando
gue, a produgcdo em elevadas quantidades destes biocompostos, tém potencial

biotecnoldgico para aplicac6es biomédicas ou alimentares.

Palavras-chave: Microalgas, Diatomaceas; compostos bioativos; extragdo; conteddo em

biomoléculas; atividade antioxidante; cromatografia de troca idnica, FT-IR.






Abstract

Microalgae and its metabolites have gain interest in the last decade due to its diverse
biological activities, having been largely used in the food industry and presents great potential

in the cosmetic, nutraceutical and pharmaceutic industry.

The present work aims to study the production and extraction of biomolecules from
Phaeodactylum tricornutum. Its growth was followed in a broth with 25 g/L and 30 g/L of NaCl
through 1 and 3 weeks. Several extraction methods were studied, the higher efficiency ones
in the extraction of bioactive compounds underwent an optimization process. It was verified
that the best method for extracting bioactive compounds is microwave assisted extraction
using 0,1M KOH at a temperature of 120 °C for 0,5h. It has a polysaccharide extraction yield
of 16,8%, 15,4% for sulfated compound extraction 2,1% and for protein extraction.

The extraction solutions obtained with 0,1M KOH revealed the highest content in phenols
with 0,2-0,3 mg GAE/ g biomass in the FKOH fraction of the multistep extraction. Regarding
the ABTS method and the chelating capacity of Fe?*, the maximum results of 2,4 mg TEAC/g

biomass and 100% were detected in the same extraction solution.

The extract MICRO was subjected to a fractionation through ion exchange
chromatography, of which was selected two sample fractions to undergo FT-IR

characterization based on its polysaccharide concentration and absence of contaminants.

Regarding the effect of growth factors in the production of bioactive compounds of
P.tricornutum, namely the salinity and growth time, it was verified that the 30 g/L salinity with
3 weeks growth boosted its production. However, from the analysis to extracellular

polysaccharides it was found that longer growth time will be required for their production.

The extracts showed activity and antioxidant components, showing that the production in
high quantities of these biocompounds have biotechnological potential for biomedical and

food applications

Keywords: Microalgae, Diatoms; bioactive compounds; extraction; biomolecule content; antioxidant

activity; ion exchange chromatography, FT-IR.
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Abreviaturas

A

Ao Valor de absorvancia do branco a determinado comprimento de onda

Aamostra Valor de absorvancia da amostra a determinado comprimento de onda

Abs Valor de absorvancia a determinado comprimento de onda

ABTS 2,2’-Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)

AUTO Extrato obtido ap6s extracdo em autoclave

B

BANHO Extrato obtido apés extragdo em banho de ultrassons

BHA Hidroxianisol butilado

BHT Hidroxitolueno butilado

BSA Albumina de soro bovino

C

CE mg equivalentes de catequina por grama de amostra a analisar

D

DEAE Dietilaminoetil celulose

DO Densidade otica

DNA Acido Desoxirribonucleico

DPPH 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo

E

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

EPA Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos

EPs Polissacaridos extracelulares

Et al. Et alia (origem do Latim, referéncia a outros)

F

FCR Reagente de Folin-Ciocalteu

FHCI Fracdo de extracdo convencional com solugédo aquosa de acido cloridrico 1M

FKOH Fracdo de extracdo convencional com solu¢cdo aquosa de hidroxido de
potassio 1M

FNaOH Fracdo de extragdo convencional com solucdo aquosa de hidroxido de sédio
1M

FT-IR Espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier

FwW1 Fracao de extracdo convencional com agua a temperatura ambiente

XiX



Fw2 Fracdo de extracdo convencional com 4gua em ebulicdo

H

HAT Capacidade antioxidante de espécies que envolvem a transferéncia de um
atomo de hidrogénio

HPAEC Cromatografia de troca ibnica de alta performance

HPLC Cromatografia liquida de alta performance

HPSEC Cromatografia de exclusdo molecular de alta performance

G

GAE mg equivalentes de acido galico por grama de amostra a analisar

GC Cromatografia Gasosa

GC-MS Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa

I

ID Investigacdo e Desenvolvimento

L

LC Cromatografia Liquida

M

M Amostra do meio de cultura de crescimento da Phaeodactylum tricornutum

MICRO Extrato obtido apds extracdo em micro-ondas a determinada temperatura e
tempo

N

n.d N&o detetado
Amostra de precipitacdo de biocompostos ativos do meio de cultura de
crescimento de Phaeodactylum tricornutum

PBS Tampao fosfato salino 15 mM, pH 7,2

R

RMN Ressonancia magnética nuclear

ROS Espécies reativas de oxigénio

S

SET Capacidade antioxidante de espécies que envolvem a transferéncia de um

XX

Unico eletrdao



SEtOH

Extrato obtido ap6s extracdo em Soxhlet utilizando como solvente etanol 80%
(V/v)

SH>O Extrato obtido apds extragdo em Soxhlet utilizando como solvente agua
SONDA Extrato obtido apds extragdo com sonda de ultrassons

.

t.a Temperatura ambiente

TCA Acido tricloroacético

TE mg equivalentes de Trolox por grama de amostra

U

uiD Unidade de Investigagéo e Desenvolvimento

uv Ultravioleta
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As microalgas tém despertado bastante interesse a nivel industrial, ndo so6 devido ao facto
de produzirem diversos metabolitos com estruturas e atividades bioldgicas distintas, como
também devido a sua facilidade de crescimento e manutencdo de culturas. Deste modo, o
estudo para obtencdo das biomoléculas produzidas por estes microrganismos tém sido alvo

de estudo intenso, destacando-se o interesse nos lipidos e polissacéridos. [1], [2]

O mercado mundial de microalgas é considerado um mercado emergente, ja que estes
compostos bioativos tém demonstrado uma vasta aplicagdo na alimentagdo humana e
animal, na cosmética, em biocombustiveis e em produtos farmacéuticos e nutracéuticos,

esperando-se gue o seu crescimento seja exponencial. [1], [3]-[5]

Dentro deste grupo de compostos de alto valor, os polissacaridos provenientes de
microalgas marinhas ganharam interesse devido a sua atividade como aderente e gelificante
e, atualmente, podem ser considerados como o principal grupo responsavel por um vasto
leque de propriedades, como atividades antioxidante, antiviral, antimutagénico e

anticancerigeno. [1], [5]

.1 Microalgas
As microalgas sdo um grupo complexo de microrganismos estimando-se que existam mais
de 100000 espécies, embora apenas sejam conhecidas cerca de 30000 até a data, sendo

um namero muito reduzido de espécies produzidas industrialmente. [6], [7]

As microalgas sao microrganismos fotossintéticos que convertem luz solar, agua e dioxido
de carbono em grandes quantidades de biomassa. Sdo reconhecidas pelo facto de terem
capacidade de captar CO, atmosférico no seu processo de fotossintese, contribuindo em
larga escala para questdes ambientais como a camada de ozono, melhorando a pegada

ambiental causada pela industria. [1]-[3], [6], [8], [9]

O habitat das microalgas é extremamente variavel, encontrando-se espécies de
microalgas em ambientes de 4gua doce, de 4gua salgada, de agua salobra e até mesmo nos
solos. De acordo com a capacidade de utilizacdo da fonte de carbono (orgénica e/ou
inorgénica), as microalgas podem ser designadas por autotréficas, heterotréficas ou
mixotréficas. [1], [2], [4], [6], [9]-[11]
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A complexidade da taxonomia das microalgas reflete-se na diversidade de estruturas
celulares bésicas, de pigmentacdo e de ciclos de vida. As quatro classes principais de
microalgas em termos de abundancia sédo: Bacillariophyceae (diatomaceas; sdo a forma de
vida dominante no fitoplancton e possivelmente representam o maior grupo de produtores de
biomassa na Terra); Chlorophyceae (algas verdes); Chrysophyceae (algas douradas);
Cyanophyceae (cianobactérias). A inclusdo das cianobactérias nas microalgas € controversa,

havendo taxonomistas que as incluem no dominio Bacteria. [1], [2]

Estes microrganismos produzem uma grande variedade de biomoléculas com estruturas
e atividades bioldgicas distintas, nomeadamente carbo-hidratos, vitaminas, proteinas,
polifendis, acidos gordos polinsaturados, pigmentos, e moléculas com bioatividade que sao

acumulados dentro dos cloroplastos e dos vacuolos intracelulares.[1]-[3], [12]

A diversidade destas biomoléculas, bem como o seu rendimento de producédo, dependem
da espécie e/ou estirpe, da sua fase de crescimento, e sdo influenciados por diversos fatores
como, a disponibilidade de nutrientes (N, P, K, S), salinidade, tipo de biorreator, condi¢cdes
de operagéo (e.g. temperatura, pH, agitagédo, arejamento), intensidade de luz e CO. [1], [2],
[4], [13], [14]

As microalgas formam, frequentemente, agregados celulares, seja em forma flocular,
biofilme ou granulado, que excretam substancias modificando o meio que as rodeia. Estas
substancias funcionam como um mecanismo de defesa a morte celular, alterando a
viscosidade, floculacdo e propriedades do meio envolvente, de modo a combater fatores

como a desidratagéo, excesso de toxinas e resposta a stress. [5], [11], [13]

A matriz extracelular secretada pelas microalgas é bastante complexa e inclui uma
guantidade variada e consideravel de biomoléculas, nomeadamente proteinas,
polissacéaridos, acidos nucleicos e lipidos. Esta matriz depende também fortemente da
espécie, meio de cultura, condi¢cdes operatérias, tempo de crescimento e fisiologia da cultura.
(3], [13]
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.2 Microalgas Diatomaceas

As microalgas diatoméceas pertencem a classe Bacillariophyceae que engloba
organismos com dois tipos de formas celulares: forma arredondada (Centrophycidae) e forma
alongada (Pennatophycidae). A caracteristica que distingue este tipo de microalgas € o facto
que apresentarem uma parede celular composta por silicatos que envolvem o conteldo
celular. Relativamente aos seus pigmentos, estas células apresentam clorofilas a e ¢ assim
como a-ou B-carotenos, no entanto, na sua maioria sao constituida por xantofilas que séo
responsaveis pela sua coloracdo acastanhada. Quanto as reservas celulares, é possivel
afirmar que as microalgas desta espécie sao ricas principalmente em lipidos e leucosina (ou
crisolaminarina), constituida por polimeros lineares com residuos de glucose com ligagdes f-
(1,3) e p-(1,6). [15]-[17]

[.2.1 Phaeodactylum tricornutum

A P. tricornutum é uma microalga unicelular descoberta em 1897 por Knut Bohlin. Esta
microalga apresentava uma forma trirradiada, com um croméforo acastanhado. Mais tarde,
ap6s observacao verificou-se que apresentava uma forma semelhante a uma microalga
diatomacea Nitzschia colestridium na forma “minutissima” tendo sido, frequentemente,
considerada a mesma espécie. Em 1958 Lewin isolou a Phaeodactylum tricornutum num

tanque marinho em Wood Hole, Massachusetts, EUA. [18]-{20]

Concluiu-se, mais tarde, que esta espécie apresentava polimorfismo, sendo possivel
encontrar-se em trés formas: oval, fusiforme e trirradiada, como se pode verificar na Figura
I.1. Estas formas s@o permutéveis entre si de acordo com as condi¢des do meio e o stress
provocado por falta de nutrientes, azoto, oxigénio, agitacéo, entre outras. Verificou-se que as
formas oval e fusiforme s@o as mais comuns e a forma fusiforme apresenta-se como a mais
estavel. [15], [18]-[21]
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Figura I.1 - Morfotipos da célula de Phaeodactylum tricornutum. A - Forma Redonda; B - Forma Trirradiada;
C - Forma Fusiforme (Adaptado). [21]

Ao estudar esta microalga na forma fusiforme, foi dificil realizar a sua classificacao
taxondmica uma vez que, apesar de apresentar semelhangas com as algas diatomaceas,
identificava-se a auséncia de silicatos na parede celular. Mais tarde, verificou-se que a forma
oval, ao contrario das restantes, apresentava uma Unica valvula de silica, de baixa
concentracdo, que preenchia todo o exterior da célula. Desde ai, identificou-se a

Phaeodactylum tricornutum como microalga diatomacea. [15], [18], [20]

Taxonomicamente a P. tricornutum é da classe Bacillariophyceae, ordem Bacillariales,
subordem Phaeodactylineae (caracteristica de células contendo apenas uma valvula de
silicatos), familia Phaeodactylaceae, género Phaeodactylum e espécie Phaeodactylum
tricornutum. [18], [21], [22]

Dentro da classe das algas diatoméaceas, a caracterizagdo genomica da P. tricornutum &
interessante devido ao seu genoma de pequenas dimensdes, tempos de geracado curtos e
facilidade de transformacdo genética. A sequenciacdo do seu genoma ja foi realizada
inicialmente por Scott e Amasino em 1998 e, posteriormente por Bowler em 2008. De Martino
em 2007 identificou 4 gendtipos desta espécie A, B, C e D. No entanto, as caracteristicas

fisico-quimicas desta espécie ainda ndo séo totalmente conhecidas. [21]-[23]
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Atualmente, o modelo de estudo das microalgas diatoméceas é a microalga P. tricornutum
uma vez que pode apresentar, mediante as condi¢des do meio e o stress provocado, 0s trés
diferentes morfotipos (Fig. I.1). Estas formas dependem das suas caracteristicas fenotipicas
sendo que a forma oval esta relacionada com a capacidade de adesado e a fusiforme e
trirradiada sé@o plancténicas. O morfotipo pode variar na propria célula dependendo das
condicBes aplicadas. [15], [21]

.3 Compostos Bioativos

Os compostos bioativos produzidos pelas microalgas podem ser obtidos diretamente do
metabolismo primario, tendo-se recentemente verificado uma tendéncia de utilizar microalgas
para a producdo de compostos de valor acrescentado. Muitos compostos de alto valor ja
foram identificados e comercializados, no entanto, com o desenvolvimento de novas
tecnologias de crescimento de algas, ha sempre a possibilidade de descobrir e identificar
metabolitos bioativos com especial interesse nomeadamente na area da medicina e nas
indastrias farmacéutica, cosmética e alimentar. Inclusive, segundo varios autores, as
microalgas sdo suscetiveis de se tornarem a curto prazo parte integrante da nossa dieta,

como aditivo alimentar ou alimento funcional. [13], [24]-[27]

[.3.1 Polissacéridos

Dentro deste grupo de compostos de alto valor, os polissacéridos intra e extracelulares,
incluindo complexos proteina-polissacaridos, podem ser considerados como 0s principais
responsaveis por um vasto leque de propriedades, como atividades antioxidante,
antibacteriano, antiviral, anticoagulante, antimutagénico, imunomodulatéria, anti-inflamatéria,
anticancerigena e antidiabética. [13], [25], [28], [29]

Os polissacaridos tém despertado bastante interesse a nivel industrial devido as suas
propriedades gelificantes e espessantes, no entanto apenas um pequeno ndmero de
polissacéaridos isolados de microalgas se encontram bem caracterizados e estabelecidos
como produtos de aplicacao industrial, quando comparados com os extraidos de bactérias,

fungos, plantas ou até macroalgas. [25], [29]-[33]
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Os carbo-hidratos representam o maior grupo de compostos sintetizados por microalgas
e tém sido alvo de intenso estudo devido as propriedades biolégicas referidas anteriormente.
A sua atividade bioldgica esta inevitavelmente relacionada com a sua estrutura bioquimica e
combinacgédo de ligacdes glicosidicas, ou seja, com a sua composi¢cdo quimica e estrutura
polimérica, sendo de maxima importancia caracteristicas como a sua massa molar, contetdo
em sulfatos, nimero de mondémeros e respetiva ligacdo, conformacao, tipo de cadeia e
existéncia de outros grupos que possam estar ligados a estes compostos (proteina, acidos

nucleicos ou lipidos). [13], [25]

Deste grande grupo podem destacar-se os polissacaridos sulfatados e os §-glucanos, uma

vez que tém sido descritos como imunoestimuladores. [13]

A matriz extracelular produzida pelas microalgas, mais concretamente os polissacaridos
extracelulares (EPs) tém sido tépico de extenso estudo devido as suas propriedades
biolégicas e antioxidantes. E de notar que, em estudos anteriores, foi comprovada a sua

elevada atividade anti-inflamatoria, antiviral e anticancerigena. [13]

Os polissacaridos de diatomaceas ja descritos sao geralmente polissacéaridos
heterogéneos que incluem frequentemente outro tipo de estruturas associadas,
nomeadamente acidos urdnicos, proteinas, sulfatos e piruvatos. Como ja foi referido
anteriormente, estes polissacaridos podem estar associados a proteinas, formando
complexos polissacaridos-proteina ou glicoproteinas. Estes complexos auxiliam a adeséo do

polissacéarido a parede celular da microalga. [5], [13], [15], [25]

1.3.1.1 pglucanos

Os B-glucanos fazem parte da familia dos polissacaridos, sendo frequentemente extraidos
de plantas, cogumelos e algas e tém sido alvo de elevado estudo ao longo das Ultimas
décadas, uma vez que tém demonstrado uma vasta gama de atividades bioldgicas,

designadamente atividade anti-tumoral, anti-inflamatéria e imunomodulatéria. [34], [35]
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Os B-glucanos séo polissacaridos constituidos por mondmeros de D-glucose ligados entre
si por ligacdes B-glicosidicas, geralmente (1,3), (1,4) ou (1,6). As caracteristicas estruturais
destas biomoléculas, como o grau de ramificacdo, a massa molar, a sua estrutura terciéria,
nomeadamente a presenca de tripla ou dupla hélice, o tipo e composi¢cao dos agucares ou
ndo acucares na sua constituicdo (especialmente complexos com proteinas ou grupos
sulfato) e a presenca de outros ligandos (como galactose, manose, xilose, arabinose ou
proteinas) sdo essenciais e influenciam as suas propriedades estando associadas a sua
elevada bioatividade. [34]-[36]

Nas microalgas e algas marinhas, especialmente algas castanhas e diatoméaceas o -
glucano que existe em maior quantidade é a leucosina, também denominada crisolaminarina.
Esta biomolécula é uma reserva de nutrientes para a célula e acumula-se nos seus vacuolos
celulares. A leucosina (Figura 1.2) trata-se de um $3-D-(1,3)-glucano de baixa massa molar,
obtida a partir de moléculas de 3-D-(1,3)-piranose com ligacdes (1,6). [16], [37]

OH
OH ]
o
OH
O.._
™ n
Figura .2 - Estrutura da Leucosina.

[.3.1.2 Polissacéaridos Sulfatados

Os polissacéridos sulfatados sdo uma familia de polissacaridos que apresentam grupos
éster-sulfato nos seus terminais. A alteracdo quimica da introducdo do grupo sulfato confere
a estas macromoléculas elevada atividade bioldgica, nomeadamente como agente
imunomodulatério. [25], [37]-[39]

Estes polissacaridos ocorrem naturalmente em varios organismos como plantas, animais,
cogumelos e algas marinhas e tém a capacidade de se ligar a proteinas e a heparina. Esta
capacidade apresenta importancia bioldgica e fisiolégica, causando interesse a industria
farmacéutica e nutracéutica. [31], [38], [40]
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Os polissacaridos sulfatados provenientes de microalgas marinhas podem apresentar-se
sob a forma de fucanos ou galactanos sulfatados. Os fucanos séo polissacaridos aniénicos
heterogéneos que sdo, normalmente, constituidos por residuos de fucose com ligacéo a (1,3)
ou (1,4) (Figura 1.3). Estes residuos podem estar associados a grupos sulfatados nos
carbonos 2 ou 4 e podem, ainda, conter monémeros como a manose, glucose, ramnose,

galactose, xilose e acidos uronicos. [12], [29], [41], [42]

Os galactanos sulfatados com o0s agaranos ou 0s carragenanos sao constituidos,
geralmente, por residuos de galactopiranose. A estrutura destas biomoléculas pode variar
tendo em conta a sua localizagdo geogréfica, espécie, contelldo em grupos sulfatos, massa

molar, condi¢cdes do meio de crescimento, entre outras. [12]

\
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L Figura 1.3 - Estrutura geral de um fucano. -

I.3.2 Compostos Fendlicos e Flavondides

Na sociedade atual o stress, a poluicdo e substancias como o tabaco levaram a um
aumento do stress oxidativo do organismo, e os compostos bioativos produzidos pelo nosso
corpo que combatem as espécies oxidativas sdo insuficientes. O stress oxidativo do corpo
pode levar a danos graves e doencas neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer.
Assim, é de extrema importancia o reforco nutracéutico e farmacéutico de compostos

antioxidantes para anular as espécies oxidativas. [43], [44]

As microalgas, devido ao seu processo fotossintético, acumulam quantidades
significativas de espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais livres. Estes compostos
causam stress oxidativo que provoca dano celular irreversivel quando em excesso. Deste
modo, estes organismos desenvolveram um mecanismo de combate ao stress oxidativo, ao
produzirem metabolitos com atividade oxidante. Devido a facilidade de crescimento,
desenvolvimento e elevada biodiversidade, as microalgas tém sido alvo de intenso estudo

como organismo viavel ao ataque oxidativo. [6], [27], [43]

10



Introducéo

Um composto antioxidante é definido como qualquer substancia capaz de prevenir
eficazmente os efeitos causados pelos radicais livres. Os compostos provenientes de plantas
e microalgas que apresentam maior interesse quanto a sua atividade antioxidante sdo os

compostos fendlicos e flavonéides. [17], [33], [39], [45]

Os compostos fendlicos representam um grupo de compostos bioativos de elevada
importancia tendo em conta a sua contribuicdo para reacdes oxidativas pelo facto de
apresentarem elevada capacidade de reacdo com espécies oxidantes, neutralizando o seu
efeito. A sua capacidade antioxidante é medida pela capacidade de doar eletrdo a espécies
oxidativas, a capacidade de estabilizar o eletrdo ndo emparelhado e a sua capacidade

quelante de ides metalicos. [46], [47]

Os polifendis apresentam uma estrutura ideal a doacao de um eletrdo para neutralizacdo
e estabilizacdo de espécies oxidativas, nomeadamente ROS e i6es de niquel e ferro. As

principais formas de polifendis nas plantas e algas séo os flavonéides. [17], [44], [46]

A estrutura da familia dos flavonéides consiste em 15 carbonos organizados em 3 anéis,
designados anel A, B e C, substituidos com grupos hidroxilo (Figura 1.4). Estes compostos
sdo originados a partir de residuos de aminoacidos aromaticos como a fenilalanina e a

tirosina e encontram-se na forma de glicosideos. [44], [47]

Figura 1.4 - Estrutura basica de flavondides (Adaptado)[44]

A substituicdo e/ou eliminacao de algum dos grupos ligados aos anéis constitui os varios
tipos de flavondides dos quais se destacam: os flavondis, as flavonas, os flavanoéis e as

isoflavonas representados na Figura 1.5. [44], [47]

11
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Flavonol Flavona
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Figura 1.5 - Estrutura dos derivados de flavonéides: Flavonol, flavona, flavanol e isoflavona (Adaptado). [47]

Os polifendis e os flavonodides apresentam estrutura ideal para aplicacao enquanto agente
antioxidante e, adicionalmente, apresentam capacidade quelante de i6es metalicos. Foi
demonstrado que estas biomoléculas apresentam resultados promissores tanto in vitro como

in vivo, e exibem maior atividade antioxidante do que as vitaminas C e E. [44], [46], [47]

.4 Extracdo e Purificacdo de Compostos Bioativos a Partir de

Microalgas
O atual interesse das comunidades cientifica e industrial pela investigacéo e exploragédo
de microalgas, estd focado na identificacdo de espécies especificas que produzam
compostos de alto valor e na redugéo do custo em producéo e das etapas de downstream,

permitindo melhorar a eficiéncia dos processos e projetar novos produtos. [6], [13]

Um dos principais desafios do estudo destas biomoléculas produzidas pelas microalgas
sdo o seu isolamento, uma vez que os métodos utilizados podem influenciar a composicao,
estrutura, propriedades e funcbes destes compostos. As principais metodologias descritas
gue envolvem lise celular e que tém sido usadas na extracdo de biocompostos intracelulares
envolvem a utilizag&do de solventes organicos e agua, durante varias horas e a temperaturas
diferentes. Métodos alternativos sustentdveis, como extragdo com fluidos supercriticos,
extracao assistida por ultrassons e por micro-ondas, tém vindo a ser desenvolvidos para o

melhoramento da extracéo de biomoléculas. [12], [17]

12
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Relativamente aos EPs solubilizados no meio, 0 método mais comum é o da precipitacao
com alcoois onde a sua polaridade e temperatura de precipitacdo exercem um grande
impacto no rendimento de obtencdo dos polissacéaridos, bem como na co-precipitacao de
impurezas. [13], [48]

I.4.1 Extracdes por Métodos Convencionais

As extracfes convencionais sao utilizadas em larga escala, no entanto apresentam varias
desvantagens. A estes métodos estdo normalmente associados elevados tempos de
extracdo, utilizacdo de solventes organicos toxicos, pouca seletividade, entre outros. [49]-
[51]

O método de extracdo convencional, habitualmente utilizado na extracdo de
polissacéaridos, é a extragéo fracionada em 5 etapas, e é realizado através de extracdes com
agua quente, seguidas de extragbes com solugbes alcalinas, em condicdes diferentes de
tempo e temperatura de modo a maximizar a concentracdo de polissacaridos soluveis e
insoluveis em agua. A extracao de todos os polissacaridos insolUveis em agua pode-se tornar
dificil, assim, utilizam-se também solu¢cbes &cidas, de forma a extrair os restantes
polissacéaridos. Este método pode alterar a massa molar dos polissacaridos, podendo

influenciar as suas propriedades. [48], [52]

A extracdo em autoclave € um tipo de extracdo mecénica, mais especificamente uma
extracdo termomecanica, que se baseia na sua elevada temperatura e pressao, fragilizando

a parede e membrana celular que permite o acesso facilitado do solvente de extragéo. [12]

Este método de extracdo é bastante eficaz e apresenta a vantagem de utilizar &gua como
solvente com auséncia de residuos e sub-produtos perigosos. No entanto, tal como nas
extracdes convencionais apresenta a desvantagem de necessitar de longos tempos de
extracao e temperaturas muito elevadas o que resulta num consumo energético consideravel

e eventuais alteracdes estruturais das biomoléculas. [12], [53]

A extracdo continua em Soxhlet apresenta vantagem de fornecer continuamente solvente
fresco a biomassa devido aos seus ciclos de refluxo/condensagdo, 0 que minimiza a
guantidade de solvente e adicionalmente, esta sob constante aquecimento, o que facilita a
rutura celular. No entanto, este método, tal como os restantes métodos convencionais,
apresenta tempos de extracdo bastante longos e €, geralmente, realizado com solventes

téxicos, como acetona, diclorometano, metanol ou etanol. [7], [54]
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1.4.2 Extragbes por Sistemas Avangados

Como foi referido anteriormente, os métodos de extragdo convencionais de biomoléculas
incluem, geralmente, problemas associados que, ndo s6é 0sS tornam processos pouco
ecoldgicos, prejudiciais a saude humana e ao meio ambiente, como também sdo capazes de

destruir a sua estrutura reduzindo e/ou alterando a atividade biolégica. [17], [42]

Deste modo, tem sido extensamente utilizada a extragdo em micro-ondas uma vez que se
trata de um método que se rege segundo principios da Quimica Verde. Este método reduz
drasticamente o tempo de extracdo, promove a utilizacdo de solventes e condi¢bes reacionais
mais suaves e temperaturas mais baixas, o que resulta, num custo mais baixo. Os principios
de Quimica Verde aplicadas na utilizacdo deste método de extracdo sdo 0 uso de recursos
naturais, uso de solventes alternativos, reducdo de consumo energético, reducdo de
operacgdes unitarias e producdo de extratos biodegradaveis. [13], [17], [42], [50], [51], [55],
[56]

A extracao assistida em micro-ondas tem como principio o rapido aumento de temperatura
gue causa penetracdo da energia micro-ondas volumetricamente distribuida na célula,
causada pela conducdo i6nica e rotacdo polar do solvente. Este método aumenta a
transferéncia de massa, provocando rutura celular mais rapidamente, o que resulta huma
extracdo mais rapida e com melhores rendimentos. [13], [17], [42], [50], [51], [54]-[57]

Uma abordagem alternativa a estes procedimentos é a extracao assistida por ultrassom,
gue se baseia na cavitacdo resultante da criacao das bolhas através de ondas de ultrassons.
Esta cavitagdo provoca turbuléncia e aumenta a colisdo das particulas e a forca mecanica,
causando a rutura celular. [13], [17], [41], [49], [51], [54], [56], [57]

Este processo, face aos processos convencionais, facilita a transferéncia de massa entre
fases imisciveis através de super agitacao em baixa frequéncia, o que torna o processo mais
eficiente, com tempos de extracdo e consumo energético menores, e uso de condi¢des
reacionais mais suaves. [13], [17], [41], [49], [51], [56], [57]

Estes métodos de extracdo através de sistemas avancados tém sido amplamente

empregues na extracdo de biomoléculas de diferentes fontes. [41], [51]
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[.4.3 Métodos de Purificacdo de Polissacéaridos

As amostras obtidas apés o processo de extragdo apresentam uma variedade de
biomoléculas, entre as quais, polissacaridos, proteinas, &cidos nucleicos, lipidos, entre
outros. Desta forma, sdo aplicados varios métodos de purificacdo com o objetivo de obter

uma amostra pura. [51]

A purificacdo pode ser efetuada com diversas técnicas entre as quais precipitacdes com
determinados solventes, hidrélises e cromatografias. A primeira abordagem ao processo de
purificacdo da amostra passa, frequentemente, por processos de precipitacdo com etanol.
Este processo permite a precipitacdo de polissacéridos e separagéo de alguns contaminantes
de baixa massa molar. Por outro lado, é possivel efetuar hidrolise acida ou tratamento com

enzimas, como proteases, para eliminar contaminantes. [48], [51]

Apbs o processo de tratamento com solventes e/ou enzimas, a amostra pode conter
algumas contaminagbes e uma variedade de polissacaridos com diferentes massas
moleculares. Deste modo, aplica-se, frequentemente, técnicas de membranas e
cromatografia sendo as mais utilizadas cromatografia de troca iénica e cromatografia de
exclusdo molecular. A cromatografia de troca idnica é ideal para fracionamento de
polissacéaridos neutros e acidicos através de gradientes de salinidade ou de pH. A separacao
dos polissacaridos neutros pode ser efetuada a partir de cromatografia de exclusdo molecular

gue realiza o fracionamento de acordo com a massa molar do polissacarido. [51], [56], [58]

.5 Meétodos e doseamento de componentes bioativos
A detecdo e quantificacdo rapidas e fidveis do conteldo de compostos bioativos em
espécies de microalgas e seus derivados sdo de extrema importancia. Apés a extragédo

destas moléculas, é essencial quantificar os produtos obtidos.

Deste modo sao utilizadas varias técnicas de doseamento de compostos bioativos,
nomeadamente técnicas enzimaticas, de fluorescéncia, imunoquimicas e colorimétricas. Um
dos tratamentos utilizados para a determinacdo de compostos bioativos recorre a digestédo
enzimatica destes compostos, nomeadamente a digestdo enzimatica de polissacaridos a
monomeros de glucose que estdo disponiveis em kits comerciais. As técnicas enzimaticas
séo seletivas e sensiveis, no entanto, revelam ser processos bastante dispendiosos e dificeis

gue os torna pouco praticos para aplicacao recorrente. [52], [59]
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Por outro lado, sdo utilizados métodos de quantificacdo baseados em fluorescéncia
demonstrado pela formacao de alguns complexos composto bioativo-corante. Os métodos
de fluorescéncia podem causar um desvio batocromico ou hipsocromico no comprimento de
onda que resulta numa variagdo da intensidade de fluorescéncia. Destas técnicas de
fluorescéncia, podem ser analisados os espetros de emissdo e espetros de excitagdo. O
método de quantificacdo por fluorescéncia também apresenta desvantagens inerentes a sua
complexidade, designadamente o tempo e a estabilidade da solugcédo a analisar. [52], [60],
[61]

A abordagem mais usual para a detecdo e quantificagdo de diversas biomoléculas é a

utilizacdo de métodos colorimétricos, uma vez que sao técnicas rapidas e precisas. [52]

1.5.1 Métodos Colorimétricos

Os métodos colorimétricos tém por base a alteragéo da absorvancia (ou transmitancia) de
um reagente colorido que é adicionado a uma amostra, podendo esta alteracdo ser
provocada por uma rea¢cado com a amostra ou atraves de interagdes entre o reagente utilizado
e a amostra. Estes métodos séo seletivos, sendo necessario utilizar um composto diferente,

consoante a substancia que se pretende quantificar.

Geralmente, estes métodos consistem na comparacdo da absorvancia da mistura
reacional obtida para solucédo padrdo e para amostra, usando uma curva de calibracdo de

forma a determinar a concentracdo do composto em questdo presente na amostra.

1.5.1.1 Método do Fenol-Acido Sulftrico
Como ja foi referido anteriormente, os polissacaridos de origem vegetal e marinha
apresentam bastante interesse na industria devido a sua atividade biolégica e aplicacdo

industrial e ambiental.

Dubois et al., em 1956, desenvolveram um método colorimétrico versatil, de elevada
sensibilidade, rapido e mais econémico, o método do fenol-acido sulfurico. Este método tem
como principio a desidratacdo dos polissacaridos a derivados de furfural provocada pelo
acido sulfarico. Posteriormente, os derivados de furfural formam complexos colorimétricos
com o fenol que absorvem a luz visivel e ttm um maximo de absorvancia a 490nm (Figura
1.6). [62], [63]
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Figura 1.6 - Reag6es do método fenol-acido sulfdrico com glucose (Adaptado). [64]

O método fenol-acido sulfurico, embora ndo sendo especifico, tem sido amplamente
utilizado devido a sua sensibilidade e tem sofrido adapta¢des de modo a alargar o seu espetro
de detecao a polissacaridos (neutros e aniénicos), glicoproteinas e glicolipidos e, foi adaptado
a microplaca de modo a rentabilizar o processo relativamente a quantidade de reagente e
amostra utilizada e ao tempo necessario para a reagdo. Originalmente eram necessarios 50
a 450 nmol de monossacaridos ou equivalente para analise, ao passo que em microplaca

que permite uma versao reduzida, exige apenas 10 a 80 nmol de acucares. [13], [63]-[65]

Apesar das varias vantagens associadas ao método fenol-acido sulfdrico este apresenta
também desvantagens, principalmente ao nivel da salude do utilizador e especificidade. O
método utiliza como agente colorimétrico uma solugédo de fenol, que apresenta inUmeros
perigos para a saude humana e o facto de os hidratos de carbono catiénicos ndo reagirem
com o &cido sulfurico, afetando assim os coeficientes de absorcdo molar e a respetiva
guantificacéo.[66]

[.5.1.2 Método do Corante Congo Red

Os B-glucanos tém despertado bastante interesse devido a sua elevada atividade
biol6gica, nomeadamente as propriedades de imunomodulag¢éo, antitumorais e antioxidante.
Tornou-se essencial a sua dete¢do e quantificagdo em varias amostras provenientes de
diversas fontes. Inicialmente eram apenas descritos métodos economicamente inviaveis e
bastante morosos para a detecdo desta biomolécula que incluiam hidrélise ou reagdes
enzimaticas. Pela auséncia de praticidade deste método foi de extrema importancia encontrar
uma alternativa economicamente mais viavel com tempos de execugdo mais favoraveis. [34],
[35], [59], [67]

Em 2004, Ko e Lin desenvolveram um método com um corante, azul de anilina (azul da
China), que interagia e quantificava B-glucanos. No entanto, este método apresentava a
limitacdo de detetar apenas B-glucanos de hélice Unica, o que exibia uma desvantagem
consideravel, uma vez que os glucanos que apresentam maior atividade biologica sdo os
(1,3) e (1,6) com estrutura em tripla hélice. [67], [68]

17



Introducao

Assim sendo, foi estudado por Semedo et al; e por Nitschke et al. a detecdo de -D-
glucanos de tripla hélice com o corante Congo Red. Estes investigadores detetaram que o
corante Congo red apresenta interacdo seletiva e sensivel com $-(1,3)-(1,6)-glucanos de
tripla hélice provocando um desvio batocromico de 488 para 516nm, nédo interagindo com
outros polissacaridos. [35], [67]

O corante azo Congo Red, cuja estrutura molecular consta na Figura 1.7, estabelece,
devido aos seus grupos amino, ligacdes por pontes de hidrogénio com os grupos hidroxilo
dos B-glucanos e interage com a estrutura terciaria dos mesmaos por forcas de Van der Waals.
[69]

Figura 1.7 — Estrutura molecular do corante Congo Red.

Semedo et al apresentaram uma alteragéo aos protocolos tradicionais, otimizando método
a escala em microplaca de 96 pocos e no que diz respeito as condi¢cdes reacionais,

permitindo a utilizacdo de menor quantidade de amostra e solvente. [35]

1.5.1.3 Método do corante Alcian Blue

Como foi referido no ponto 1.5.1.2 os polissacéaridos, especificamente os 3-D-glucanos,
tém despertado bastante interesse devido a sua elevada atividade bioldgica. Esta atividade
biol6gica esta normalmente associada aos S-glucanos lineares ou ramificados (1,3), (1,4) e

(1,6), com especial atencéo para o 8-(1,3)-(1,6)-glucano. [34]
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O corante Alcian Blue, cuja estrutura molecular est4 representada na Figura 1.8,
demonstrou ser um corante de interesse, uma vez que ja foi aplicado na &rea da salde para
reconhecimento de polissacaridos e glicosaminaglucanos acidicos e sulfatados, como por
exemplo a heparina. A interacdo com este corante baseia-se na capacidade de ligacéo
tetravalente aos grupos acidicos e sulfatados dos glicosaminaglucanos, a valores de pH que
permitam ndo s6 a neutralizagdo dos grupos referidos anteriormente, bem como a eliminagao

de forcas eletrostaticas com outros grupos. [34], [70]

Semedo et al. otimizaram a aplicacédo deste corante na detecéo de -glucanos e detetou
que, na presenca especifica de 3-(1,3)-glucano existia um desvio hipsocromico entre 620 e
606 nm. Para além de terem comprovado a possibilidade de dete¢éo destes polissacaridos,
Semedo et al. adaptou o método a escala de microplaca de 96 pocos, facilitando a aplicagédo
do método e otimizando o meio reacional, reduzindo a quantidade de amostra e solventes a
utilizar. [34]
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Figura 1.8 - Estrutura molecular do corante Alcian Blue.
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1.5.1.4 Método de ligacdo do Azul de Coomassie
As proteinas enquanto biocomponentes apresentam bastante importancia tanto na area

da saude como na area da biofarmacéutica devido a sua elevada atividade biolégica.

A sua quantificacao ja foi executada com reagentes utilizados em larga escala na industria
biolégica como Tris, EDTA, carbo-hidratos, entre outros, no entanto estes métodos
apresentaram muitas interferéncias. Outros métodos, revelavam insensibilidade consideravel
para a detecdo de proteinas. Assim, de modo a eliminar este problema foi desenvolvido o

estudo para aplicacao do corante Azul de Coomassie na detegéo de proteinas. [71]

O azul de Coomassie, um corante de trifenilmetano (Figura 1.9), estudado por Fazekas de
St. Groth em 1963, demonstrou que; na sua forma anidnica, em meio acidico, tinha
capacidade de se ligar aos grupos amino das proteinas criando um complexo proteina-
corante. Este complexo ndo so6 estaria ligado por for¢as idnicas como teria ainda interacdes
por for¢as de Van der Waals nos grupos aromaticos de ambos os compostos. No entanto, o
desenvolvimento do método apareceu mais tarde com Bradford em 1976, que aplicou o
corante Azul de Coomassie G-250 a varias proteinas e definiu que o complexo corante-
proteina apresentava um desvio batocromatico de 465 para 595~nm alterando a sua

coloracao original acastanhada para uma coloracdo azulada. [71]-[74]

A formacgéo do complexo corante-proteina tem sido extensivamente estudada e é possivel
verificar atualmente que os grupos sulfénicos do corante apresentam bastante importancia
Nno processo, uma vez que estes formam um par i6nico com residuos de arginina e lisina.
Para além das interacbes referidas, o complexo formado apresenta ainda interacbes
hidrofébicas. [72]—-[74]

Figura 1.9 - Estrutura molecular do corante Azul de Coomassie G-250.
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A utilizacdo do azul de Coomassie G-250 tornou-se num método Util para detecdo e
quantificagcdo de proteina com uma vasta aplicagdo devido a sua sensibilidade, rapidez,
viabilidade econémica e ao facto de apresentar menos interferentes que os métodos

anteriormente descritos. [71], [74]

Ainda assim, existem algumas desvantagens que, apesar da intensa investigacdo nao
foram ultrapassados. O método de ligacdo de azul de Coomassie esta bastante definido e
relacionado com os residuos de arginina e lisina, no entanto, o azul de Coomassie € incapaz
de se ligar a aminoacidos de arginina e lisina livres, uma vez que estes apresentam uma
massa molar mais elevada. Uma das lacunas do método é a incapacidade de criar complexo
com proteinas ou péptidos com massa molar inferior a 3000 Da, o que apresenta uma grande
desvantagem visto que exclui biomoléculas como oligopéptidos e hormonas de maior massa

molar com bastante aplicabilidade industrial. [73], [75]

A proteina padréo utilizada neste método € habitualmente a albumina de soro bovino
(BSA) que apresenta bastante reprodutibilidade no método. [71], [73]

[.5.1.5 Método turbidimétrico de cloreto de bario

Dentro do grupo dos polissacaridos, os polissacaridos sulfatados podem ser considerados
pertencentes ao subgrupo dos que apresentam maior atividade biolégica e maior beneficio
para a saude. Como tal, tornou-se de extrema importancia a sua detegéo através de métodos

simples, rapidos e econémicos. [13]

Anteriormente, j& tinham sido desenvolvidos métodos que envolviam hidrolise da amostra
ou reacdo enzimatica prévia, no entanto este processo torna-se pouco pratico, bastante
moroso com possivel destruicdo da amostra. Desse modo, a EPA (United Stated
Environmental Protection Agency) desenvolveu um método réapido e eficaz para detecao

destas biomoléculas em aguas. [76], [77]

Na presenca de cloreto de bario em meio acidificado ocorre a precipitacdo dos ides sulfato,
gue resulta numa turbidez da solugdo mensuravel a 420nm. O método apresenta um limite
de detecao bastante baixo, de 0,05 mg/L o que se torna uma vantagem quando € aplicado a

amostras pouco concentradas. [76]-[78]
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.6 Atividade Antioxidante

Durante o ciclo de vida dos organismos humanos, as reac6es metabdlicas do organismo
vao gerando espécies oxidativas e radicais livres. Estas biomoléculas apresentam pares de
eletrbes nédo partilhados, 0 que as torna bastante reativas resultando num stress oxidativo do
organismo. O excesso destas espécies pode provocar danos irreversiveis, nomeadamente a
nivel de DNA, lipidos e membranas que resultam, inevitavelmente, em doencas graves
nomeadamente a nivel do sistema imunomodulatério, cancro e doencas auto-degenerativas
como Alzheimer e Parkinson. [33], [43], [44], [79], [80]

O nosso organismo criou um mecanismo de defesa contra o stress oxidativo produzindo
espécies capazes de reagir com as espécies oxidativas e neutralizar o seu efeito. No entanto,
estas espécies de defesa séo limitadas e ndo sdo capazes de combater o efeito de stress
oxidativo provocado por fatores exteriores e ambientais relacionados com a polui¢éo, raios
UV, entres outros. [33], [43], [44], [57], [81]

Existem, assim, compostos antioxidantes sintéticos autorizados que sao introduzidos nos
alimentos como hidroxitolueno butilado (BHT) e hidroxianisol butilado (BHA). No entanto,
existem duvidas quanto aos efeitos destes compostos no nosso organismo, nomeadamente
guanto a sua bioacumulacdo e absorcdo por parte dos 6rgdos. Desta forma, torna-se
essencial a procura por compostos antioxidantes naturais provenientes, por exemplo, de
plantas, cogumelos e algas que protejam 0 n0SsSo organismo contra o stress oxidativo. [27],

[33], [39], [43], [45], [79]

A capacidade antioxidante pode ter origem em espécies de biocompostos,
particularmente, enzimas (peroxidase, superdxido dismutase, entre outras), moléculas de
elevado peso molecular (acido ascorbico, &cido Urico), hormonas (estrogénio, melatonina) e
radicais livres. [44], [82]

As microalgas tém despertado bastante interesse nesta area, uma vez que produzem
acidos gordos polinsaturados, polissacaridos sulfatados e compostos fendlicos, que sdo

espécies associadas a elevadas propriedades antioxidantes. [27], [45], [83]

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 anico
eletrdo (SET) e espécies que envolvem a transferéncia de um atomo de hidrogénio (HAT).
[82]
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Dentro das reacBes SET utilizam-se habitualmente os métodos dos radicais DPPH (2,2-
Difenil-1-picrilhidrazilo) e ABTS (2,2’-Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)),
capacidade redutora de ides Fe®* e capacidade quelante de Fe?'. Estes métodos foram os
métodos aplicados no decorrer deste trabalho, com objetivo de estudar in vitro a capacidade

antioxidante dos compostos produzidos pela microalga P.tricornutum. [82]

Apesar da extensa investigacdo sobre o tema, é dificil prever como as espécies irdo
combater os mecanismos oxidativos no organismo, uma vez que existem algumas condicdes
particulares inerentes a complexidade inigualavel do corpo humano comparativamente aos

estudos in vitro. [82]

.7 Técnicas de Caracterizacdo Estrutural de Polissacaridos

A caracterizacdo e analise estrutural de polissacaridos e das respetivas ligacdes é de
elevada importancia, uma vez que a sua estrutura e a sua bioatividade estéo,
inevitavelmente, relacionadas com a sua massa molar, composi¢do em monossacaridos, tipo
de ligacBes presentes, entre outros. Deste modo, s&o utilizados véarios métodos de
caracterizacao estrutural para identificacao tanto dos monossacaridos constituintes como das

ligacOes glicosidicas caracteristicas destas biomoléculas. [57], [84]

Para a analise de composicdo em monossacaridos sdo utilizadas diversas técnicas de
cromatografia. Previamente a submissdo da amostra ao processo cromatografico é
necessario realizar hidrélise da amostra com metanol ou acido sulfarico, de modo a quebrar
as ligacOes glicosidicas. Este tratamento apresenta algumas desvantagens, nomeadamente,

possivel destruicdo da amostra e alteracdo ou inibigédo de bioatividade. [13], [57]

A composicdo em monossacaridos é realizada frequentemente por cromatografia gasosa
(GC), uma vez que se trata de uma técnica rapida, versatil e sensivel. Geralmente, esta
técnica é acoplada a espetrometria de massa, GC-MS, de modo a aumentar a sua
performance e quantificagdo. A associacado destas técnicas permite, ainda, a distingédo entre

carbo-hidratos de interesse e espécies contaminantes. [7], [13], [57], [58], [84]

Por outro lado, a cromatogréfica liquida (LC) também é bastante utilizada por se tratar de
um método mais simples, reduzindo o tempo de preparacdo da amostra. Como 0s
monossacaridos ndo absorvem na zona espetrofotométrica do ultravioleta, a cromatografia
liquida aplicada, HPLC, é geralmente associada a detetores UV, detetores de indice de

refracdo e até detetores de laser scattering. [7], [13], [56], [58]
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Devido & sua elevada sensibilidade e resolugdo podem ser também utilizadas ainda
técnicas de cromatografia de troca ibnica de elevada performance (HPAEC) e cromatografia

de exclusdo molecular de elevada performance (HPSEC). [13]

Para a analise das ligacdes presentes nos polissacaridos sdo aplicados os métodos de
ressonancia magnética nuclear (RMN) e espetroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FT-IR). Estas técnicas fornecem informacBes sobre a estrutura dos
polissacéaridos, a presenca de andémeros a e B e caracteristicas estruturais das ligacbes
presentes. [7], [13], [48], [56], [57], [84]

Apesar da importancia do conhecimento estrutural da biomolécula, a complexidade de
ligacbes e a presenca contaminantes como proteinas, glicoproteinas, acidos nucleicos,
sulfatos, entre outros apresentam interferéncia e bastante dificuldade a aplicacao destes
métodos. [13]

I.7.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)

A técnica de FT-IR é utilizada em larga escala em caracterizacdo estrutural. Esta técnica
utiliza radiacdo infravermelha que causa a vibragdo por parte dos atomos ou grupos
funcionais resultando na identificacdo de certas ligacdes caracteristicas de determinado
composto. [13], [84]

Os espetros de FT-IR dos polissacéaridos ja foram estudados anteriormente e apresentam
um footprint constituido por determinadas regifes importantes que devem ser investigadas
guando é efetuada analise estrutural parcial destas biomoléculas, nomeadamente, a 3600-
2800 cm™ que representa a vibracdo da extensdo das ligacdes O-H, 1500-1200 cm™ que
resulta da vibracdo da extensdo das ligacdes C-H, 1200-950 cm™ que representa a ligacédo
C-0-C, 950-700 cm™ que resulta da vibracdo da extensdo da ligacdo C-O. Adicionalmente,
os carboxilatos (COO") e ligagcdo C=0 ¢ identificada a cerca de 1600-1730 cm?
respetivamente, os grupos éster sulfato (O-SO3) identificam-se na gama de 1260-1210 cm™,
os ésteres alifaticos apresentam-se a 1220-1170 cm, os anémeros a e B sdo identificados
entre 950-750 cm™.

E possivel verificar a presenca de proteinas através das bandas de amida | a
1709-1583 cm™ e amida Il a 1585-1481 cm™ e ainda contaminacgédo por acidos nucleicos a
1356-1191 cm™. [13)], [85], [86]
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Este trabalho teve como objetivo a producao e extracao de biomoléculas a partir de uma

diatoméacea marinha da espécie Phaeodactylum tricornutum.

As microalgas desta espécie produzem uma variedade de polissacéridos, nomeadamente
B-glucanos e polissacaridos sulfatados, que podem ser excretados para 0 meio ou ficarem
aderidos na parede celular. Por vezes os polissacaridos destes organismos podem ser
encontrados na forma de complexos com outras biomoléculas, nomeadamente proteinas,
constituindo complexos proteina-polissacaridos ou glicoproteinas, que melhoram a adeséao

do polissacarido a parede celular.

Este trabalho final de mestrado iniciou-se com um estéagio de 4 semanas (21/01/2019-
15/02/2019) na unidade de investigacéo e desenvolvimento da empresa Allmicroalgae, mais
concretamente na sua unidade producéo situada em Pataias — Leiria. A Allmicroalgae produz
microalgas através da integracdo do processo desde a escala laboratorial até ao
empacotamento do produto final, utilizando a tecnologia em sistemas fechados,
fotobiorreactores tubulares e fermentadores, e recentemente em sistemas abertos, raceways.

A biomassa é produzida e processada para fins industriais, homeadamente para a

alimentag&o animal e humana e para cosmética.

Assim, no decorrer deste estagio foi produzia a escala laboratorial, biomassa de P.
tricornutum permitindo a familiarizacdo da produc&o de microalgas em ambiente industrial e

das técnicas associadas a estas metodologias.

O processo teve inicio com o controlo e manutencao de culturas de diversas espécies de
microalgas, nomeadamente P. tricornutum, bem como Chlorella sp. Nannochloropsis sp.,
Tetraselmis sp. e Pavlova sp., através de medicdes diarias de densidade otica, pH,
salinidade, temperatura, determinagdo dos conteudos em nitratos e amoénia e de pesos
secos. Estes parametros sdo controlados de modo a acompanhar o crescimento celular e
verificar as necessidades nutricionais das culturas. Foram também realizadas, observacdes
microscopicas de forma a verificar o estado das células e identificacdo de potenciais

contaminagoes.

27



Enquadramento

Durante este periodo, foi também possivel acompanhar um processo de scale-up da
cultura de P. tricornutum de balbes de 2 L que foram transferidos, posteriormente, para baldes
de 5L, e, consequentemente para painéis green-wall de 1m? (incluindo toda a preparacéo do

meio de cultura).

Paralelamente foi prestado auxilio a equipa de fermentacéo na preparacdo de meios de

cultura, esterilizagdo de material e inoculagédo dos mesmos.

As culturas de P. tricornutum desenvolveram-se em meios de cultura com trés diferentes
salinidades (25 g/L, 27 g/L e 30 g/L de NaCl) e durante dois tempos de crescimento (1 semana

e 3 semanas).

O restante trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia e no Laboratério do
Centro de Investigacdo de Engenharia Quimica e Biolégica do ISEL. A biomassa produzida
na Allmicroalgae foi sujeita a varios métodos de extracdo para a obtengédo de biomoléculas
intracelulares e 0 meio de cultura permitiu o isolamento e analise de compostos bioativos
extracelulares, tendo os seus conteludos sido analisados e quantificados através dos varios

métodos descritos no Capitulo 1.

De forma a otimizar a extracdo destas biomoléculas, foram testados métodos
convencionais bem como procedimentos alternativos sustentaveis, que vao ao encontro dos
principios da Quimica Verde. Com base nos seus teores, principalmente em polissacaridos,
foram selecionados os melhores métodos de extracéo e otimizados os seus parametros. O
potencial biolégico dos compostos extraidos foi também avaliado por determinacdo das suas

atividades antioxidantes in vitro.

Uma vez que, a atividade biolégica destes compostos esta estreitamente relacionada com
a sua composi¢do quimica e estrutura, aplicou-se a técnica de FT-IR aos extratos obtidos,
de forma a identificar as diferencas e particularidades estruturais dos extratos e caracterizar

parcialmente os biopolimeros detetados.

28



Materiais e Métodos

MATERIAIS E METODOS

29



Materiais e Métodos

30



Materiais e Métodos

Materiais e Métodos

.1 Reagentes

2,2’-Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), &cido poligalacturénico
(CsH1007), 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) da Alfa Aesar. Acido acético (CHzCOOH) puro,
acido cloridrico (HCI), etanol (C2HsO) 100% da Fisher. Acido ascorbico (CeHsOs), &cido
tricloroacético (CCIsCOOH) 99,5%, 1-butanol (CH3;(CH,)sOH) a 100%, cloreto de aluminio
(AICIs), cloreto de bario (BaCl.) 99%, cloreto de ferro (Il) (FeCl,), ferrocianeto de potassio
(CsFeK4Ng), gelatina, D-glucose monohidratada, nitrato de s6dio (NaNOs), sulfato de sodio
(NazS04) 99%, tritriplex (EDTA) a 99% da Merck. Acido galico (C/HesOs), acido sulftrico
(H2S0.4) 95-97%, B-D-glucano de Euglena gracilisa 95% da Fluka. Albumina de soro bovino
sem protease (BSA) da Acros organics. Alcian Blue 8GX, azul de Coomassie G-250,
catequina hidratada 98%, congo red 40%, ferrozina, 8-D-glucano de Cevada a 95%, reagente
de Folin-Ciocalteu, persulfato de potassio (K2S:0s), Trolox 97% da Sigma. Carbonato de
sédio (CaCOs) anidro, cianeto de potassio (KCN) 99% da Riedel-de-Hagen. Cloreto de sddio
(NaCl), hidréxido de potassio (KOH) da Panreac. Cloroférmio (CHCI3) 100% da Carlo Erba.
Fenol (CsHsO), metanol (CH40) 100% da VWR. Fosfato monossédico (NaH2PO,4) da José M.
Vaz de Pereira Hidréxido de sddio (NaOH) extra puro Scharlau. Resina DEAE-52 de troca

aniénica microganular da Whatman.

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

foram usados diretamente como recebidos, sem tratamento prévio

[11.2 Microalga
A microalga utilizada neste estudo foi a diatomacea Phaeodactylum tricornutum

pertencente a Algoteca da unidade ID da Allmicroalgae.

1.3 Métodos

[11.3.1 Cultivo e manutencao de culturas
O crescimento e acompanhamento das culturas de Phaeodactylum tricornutum foram

efetuados, como referido anteriormente, nas instala¢des de ID da Allmicroalgae.
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As culturas de Phaeodactylum tricornutum cresceram durante 1 e 3 semanas em meio
comercial MNB, com trés concentracfes diferentes de salinidade (25 g/L, 27g/L e 30 g/L de
NaCl) a pH 7-8, em baldes de 5 L. Os meios de cultura para cada condi¢édo foram preparados
da seguinte forma: 1,6 L de agua (33% (v/v) do volume do baldo utilizado), 100 mL de meio
comercial MNB (contendo 20mL de solucdo stock de micronutrientes e 550 pL de uma
solucéo de ferro 2% (m/v)), 56 mL de cloreto de magnésio 44 g/L e 192 mL, 226,2 mL ou 276
mL de salmoura (solugdo de NaCl 30 g/L) para as salinidades de 25 g/L, 27g/L e 30 g/L,
respetivamente. Apos esterilizacdo em autoclave os meios foram inoculados com 1,6 L de
pré-indculo de P. tricornutum com salinidade de 34 g/L. As culturas foram sujeitas a uma

temperatura de 27 °C com arejamento constante, injetado com CO e ar.

Durante o processo de crescimento da P. tricornutum foi efetuado o controlo e a
manutengdo das cultura, através da medicao da densidade otica a 600 nm, da temperatura,
do pH, salinidade e determinacdo do peso seco de biomassa e do teor de azoto (amoénia e

nitratos). As células foram também observadas utilizando um microscaépico o6tico.

Do estagio realizado na Allmicroalgae resultaram 6 amostras de biomassa e 6 de meio

de cultura de P. tricornutum.

[11.3.2 Extracdo de compostos bioativos intracelulares
Apoés os respetivos tempos de crescimento, a biomassa P. tricornutum foi separada do
meio de cultura por centrifugacao (centrifuga HERMLE Z383K) a 4500 rpm durante 30 min a

4 °C. O meio de cultura de crescimento celular foi reservado a -4°C.

Inicialmente selecionou-se a biomassa que cresceu em condi¢cfes de salinidade de NaCl
30 g/L durante 3 semanas para testar os varios métodos de extracdo dos compostos
intracelulares. Esta escolha baseou-se no facto desta concentracdo de NaCl representar a
salinidade mais préxima da adgua do mar e no facto de que com maior tempo de crescimento
seria expectavel um maior teor em biomoléculas. Apo6s analise dos resultados selecionaram-
se 0s métodos que apresentam uma maior capacidade de extracdo de compostos bioativos
e aplicaram-se as restantes culturas que se desenvolveram sob outras condi¢cdes de

crescimento.
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[11.3.2.1 Extragc&o Convencional em multi-etapas

O primeiro método de extracao realizado foi o da extracdo convencional fracionada em 5
etapas, inicialmente com agua fria seguida de extracdo com &gua em ebulicdo e
posteriormente em condigbes Acidas e alcalinas, descrita previamente por Semedo et al.
2015 (Figura 111.1). [35]

Foram adicionados 2 volumes de agua destilada a biomassa a temperatura ambiente,
agitou-se durante 5 minutos e centrifugou-se a 11000 rpm durante 5 min a 4 °C. Desta
extracdo recolheu-se o sobrenadante e obteve-se a fragdo FW1. Ao pellet adicionou-se 1
volume de agua destilada e ressuspenderam-se as células com a ajuda de um agitador vortéx
(Labnet VX100). De seguida, incubou-se a suspenséo a 100 °C durante 3h. Centrifugou-se a
11000 rpm durante 5 min a 4 °C e recolheu-se o sobrenadante (FW2). De seguida lavou-se
a biomassa com &gua destilada a temperatura ambiente, e o sobrenadante recolhido
adicionou-se a FW2. Ao pellet resultante adicionaram-se 2 volumes de uma solucdo aquosa
de KOH 1M e agitou-se huma placa de aquecimento a 60 °C durante 20 min. Centrifugou-se
a 11000 rpm durante 10 min a 4 °C e recolheu-se o sobrenadante (FKOH). O pellet foi lavado
de novo e filtrou-se a mistura no funil de placa filtrante G3 a vacuo e o sobrenadante recolhido
foi adicionado a FKOH. O pH desta fragdo foi neutralizado. O sedimento foi de novo
ressuspendido com 2 volumes de uma solugéo de HCI 0,6M e ajustou-se o pH da solucdo a
6,3. Incubou-se a mistura num banho a 100 °C durante 1h. Centrifugou-se a 11000 rpm
durante 10 min a 4 °C, recolheu-se o sobrenadante e neutralizou-se o0 seu pH com uma
solucdo de NaOH 6M (FHCI). Por fim, ressuspendeu-se o sedimento com 2 volumes de uma
solucdo de NaOH 1M, agitou-se a suspenséo a 60 °C durante 20 min. Centrifugou-se a 11000
rpm durante 10 min a 4 °C, o sobrenadante foi recolhido e neutralizado com uma solugéo de
HCI 6M (FNaOH). [34], [35]
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Figura lll.1 - Esquema ilustrativo do método de extragédo convencional fracionada em 5 etapas com agua fria
e em ebulicédo seguida de condi¢des acidas e alcalinas.

[11.3.2.2 Extracdo em Autoclave
A extracdo em autoclave foi inicialmente realizada segundo o procedimento descrito

anteriormente por Zhang et al. [87]

Os biocompostos foram extraidos a partir da biomassa de Phaeodactylum tricornutum com
agua numa razao constante biomassa:solvente de 1:10 a uma temperatura de 125 °C. O
tempo de extracdo foi variavel: 0,5 h, 1,5 h, 3h e 4h. ApOs extracdo o sobrenadante foi
separado do sedimento por centrifugacdo a 11000 rpm durante 10 min. Este extrato foi

designado por AUTO.

111.3.2.3 Extrac&o Continua em Soxhlet

A extracdo convencional continua em Soxhlet foi realizada de acordo com o descrito por
Silva et al., com algumas modificac6es. Foram testados dois solventes de extracdo, agua e
etanol 80% (v/v), a uma temperatura de 80 °C e com uma razdo constante de
biomassa:solvente de 1:10, durante 3h. Apds extracdo, separaram-se 0s sobrenadantes dos
sedimentos por centrifugacdo a 11000 rpm durante 10 min foram identificados por SH-0 e
SEtOH, respetivamente. [7], [50]
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[11.3.2.4 Extracg&o assistida por micro-ondas

A extracdo assistida em micro-ondas foi efetuada com base no método descrito por Yuan
et al. A extracéo foi realizada no reator de micro-ondas monomodo (CEM, Discover SP), e foi
testada sob varias condi¢bes de temperatura, tempo de extracdo e solvente, mantendo-se

constante a razao de biomassa:solvente de 1:10.

Inicialmente utilizou-se como solvente uma solucdo aquosa de HCI 0,1M e foram testadas
trés temperaturas (90 °C, 120 °C e 150 °C) e tempos de extracdo (5, 15 e 30 min).
Posteriormente, selecionou-se a temperatura de 120 °C e utilizou-se agua destilada como
solvente durante os tempos de extracao ja referidos. Por fim, testou-se como solvente uma
solugdo de KOH 0,1M a 120 °C e durante 30 min. Os extratos foram obtidos apoés
centrifugacéo a 11000 rpm durante 15 minutos e posterior filtracdo com funil de placa filtrante

G3 avacuo. Reservaram-se 0s sobrenadantes e foram identificados como MICRO. [42]

[11.3.2.5 Extracdo Assistida por Ultrassons
Na extracdo assistida por ultrassons utilizou-se uma sonda de ultrassons, e um banho de

ultrassons segundo os procedimentos descritos por Rahimi et al. com alteracdes. [49]

A extracdo assistida por ultrassons com banho de ultrassons (Wise Clean, WUC-D10H)
foi realizada com uma poténcia de aquecimento equivalente de 100 W e uma frequéncia de
40 kHz a uma temperatura constante de 60 °C. Este método foi efetuado durante 1h, tendo
sido retiradas amostras a cada 10 min, para posterior andlise. A razéo biomassa:solvente foi
mantida a 1:10. Posteriormente, centrifugou-se o extrato a 11000 rpm durante 5 minutos e

reservou-se o sobrenadante, tendo sido identificado como BANHO.

Na extragdo assistida por ultrassons com sonda (Labsonic L B.Braun) utilizou-se uma
razao de biomassa:solvente de 1:10 e uma temperatura de 62 °C, com frequéncia fixa de 20
kHz e poténcia 90W durante 11min. O sobrenadante foi recolhido por centrifugagédo a 11000

rpm durante 5 minutos e foi designado por SONDA.
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[11.3.3 Extracdo de compostos bioativos extracelulares
O isolamento dos compostos bioativos do meio de cultura foi efetuada por precipitagédo
segundo Silva et al. e Cui et al. [88], [89]

Para precipitacdo dos compostos extracelulares, na sua grande maioria polissacaridos,
adicionou-se aos meios de cultura obtidos apos centrifugacdo das culturas celulares, 4
volumes de etanol 96% (v/v) e deixou-se repousar a 4 °C durante 3 dias. De seguida,
recolheu-se o precipitado por centrifugacdo durante 10 minutos a 11000 rpm. O precipitado

(P) foi dissolvido em tampéo fosfato salino 15 mM, pH 7,2 (PBS).

[11.3.4 Doseamento de biomoléculas

111.3.4.1 Método do Fenol-Acido Sulfarico

Para a quantificacdo dos polissacéaridos totais foi utilizado o método do fenol-acido
sulfarico em microplaca previamente descrito por Masuko et al. Numa placa NUNC de 96
pocos adicionaram-se 50 puL de amostra a analisar, 150 pL de &cido sulfdrico concentrado e
por fim, 30 pL de uma solucéo aquosa de fenol 5% (m/v). Incubou-se a mistura reacional num
banho termostatizado a 90 °C durante 5 min. Apés arrefecimento até a temperatura ambiente
leu-se a absorvancia a 490 nm num leitor de microplaca (Bio-Rad 680). Os doseamentos
foram efetuados em triplicado e o ensaio em branco foi realizado com agua. Foi utilizado
como padrédo acido poligalacturénico de 0-10 pg/uL.[65]

111.3.4.2 Método do corante Congo Red

Para o doseamento de 3-(1,3)-D-glucanos com estrutura em tripla hélice nos varios
extratos, utilizou-se o método do corante Congo Red otimizado por Semedo et al. Estas
guantificagdes foram efetuadas em microplacas NUNC de 96 pogos onde se adicionaram 140
ML de amostra e 140 pL da solugéo de corante Congo Red 0,017% (m/v) em tampéo PBS 1x
concentrado a pH 7,2. Leu-se a absorvancia a 510 nm num leitor de microplacas (FLUOstar
OPTIMA — BMG Labtec). As amostras foram analisadas em triplicado e os ensaios em branco
foram efetuados com agua destilada. Como padrao foi utilizado $8-(1,3)-D-Glucano de cevada
numa gama de 0-30 pug/mL dissolvido numa solugéo aquosa de NaOH 1M e posteriormente

neutralizada. [35]
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[11.3.4.3 Método do corante Alcian Blue

De modo a determinar o teor em S-glucanos nos extratos obtidos utilizou-se, ainda, o
método do corante Alcian Blue descrito anteriormente por Semedo et al. Estas quantificacdes
foram efetuadas em microplaca NUNC de 96 pocos, onde foram adicionados 100 pL de
amostra a dosear e igual volume de uma solucéo de Alcian Blue 0,017% (m/v) em &cido
acético 2%(v/v). Mediu-se a absorvancia a 620 nm num leitor de microplaca (FLUOstar
OPTIMA — BMG Labtec). Utilizou-se como branco, agua destilada e como padrdo uma
solucédo de B-D-glucano de Euglena gracilis de 0-1,5 pg/mL dissolvido numa solucdo aguosa
de NaOH 1M e posteriormente neutralizada. As absorvancias das amostras foram subtraidas
as absorvancias dos respetivos ensaios em branco, e todos os ensaios foram realizados em
triplicado.[34]

111.3.4.4 Método de ligacdo do Azul de Coomassie

Para o doseamento de proteina total dos extratos utilizou-se o método de Bradford, ou
método de ligacao do Azul de Coomassie. Numa microplaca NUNC de 96 pocos adicionou-
se 100 pL de amostra a dosear e igual volume de solucdo de azul de Coomassie G-250
0,06% (m/v) em solucdo de HCI 0,6M. A absorvancia foi lida a 655 nm num leitor de
microplaca Bio-Rad 680. Utilizou-se como branco agua destilada e como padrao albumina
de soro bovino (BSA) numa gama de 0-20 pg/mL. Todos os doseamentos foram efetuados

em triplicado.[71]

[11.3.4.5 Método turbidimétrico de cloreto de bario

O método turbidimétrico de cloreto de bario segundo descrito pela EPA foi utilizado para
determinar o contetdo em compostos sulfatados. Este doseamento foi realizado em
microplaca NUNC de 96 pocos onde se adicionou 25 pL de amostra e 125 pyL de agua
destilada, medindo-se de seguida a absorvancia a 415 nm num leitor de microplaca (Bio-rad
680). Este valor de absorvancia é atribuido ao ensaio em branco. De seguida adicionam-se
40 uL de solucédo de precipitacédo de cloreto de bario em gelatina (preparada com 10,0 g de
cloreto de béario, 10,0 g de cloreto de sédio e 0,25 g de gelatina dissolvidos em 300 mL de
agua com elevada agitacdo), reservou-se a mistura reacional durante 5 minutos para
desenvolvimento da reacdo, e mediu-se novamente a absorvancia a 415nm. As absorvéancias
das amostras foram subtraidas as absorvancias dos respetivos ensaios em branco, e todos
os ensaios foram realizados em triplicado. Utilizou-se como padrdo uma solucéo de Na;SOq
de 0-10 mM.[76]
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[11.3.5 Determinacéao de atividade antioxidante

[11.3.5.1 Método de Folin-Ciocalteu
Para a determinacdo do conteddo em compostos fendlicos totais nos extratos obtidos foi
utilizado o método de Folin-Ciocalteu descrito anteriormente por Reis et al. com algumas

modificagdes. [81]

O método de Folin-Ciocalteu € um método colorimétrico rapido, econdémico e bastante
reprodutivel para a andlise de polifendis em amostras de plantas, cogumelos, microalgas,
entre outros. Este método baseia-se na reacdo que ocorre quando os polifendis entram em
contacto com um reagente oxidante especifico, como o reagente Folin-Ciocalteu (FCR),
dando origem a um complexo azul que pode ser quantificado através de espectroscopia UV-
Vis a 655nm. A absor¢cdo maxima do cromdéforo depende da solucdo utilizada e da

concentracao total de compostos fenolicos. [90], [91]

Para tal, adicionaram-se, numa microplaca NUNC de 96 pocos, 30 uL de amostra, 150 pL
de reagente de Folin-Ciocalteu 1:10 (v/v) em agua destilada e 120 pL de uma solucdo de
NaCO; 75 g/L. Incubou-se a mistura durante 30min a 40 °C, num banho termostatizado, ao
abrigo da luz. De seguida mediu-se a absorvancia a 655nm num leitor de microplaca (BioRad
680). Como ensaio em branco foi utilizado agua destilada e como padrao utilizou-se acido
galico de 0-0,25 mg/mL. Os resultados foram expressos em mg equivalentes de acido galico

(GAE) por g de biomassa.

111.3.5.2 Determinacdo do contetdo de flavonoides totais
De modo a determinar o teor total em flavondides nos extratos utilizou-se 0 método
colorimétrico de cloreto de aluminio descrito anteriormente por Yeh et al. com algumas

modificagdes. [92]

O método de determinagéo de flavonodides totais baseia-se no principio da formacéo de
um complexo acidico estavel entre o grupo carbonilo C4 ou grupos hidroxilo C3 ou C5 dos
flavonéides com o cloreto de aluminio, que é quantificavel através de espetroscopia na gama
do visivel. [93]

Numa microplaca NUNC de 96 pocos foram adicionados 25 pL de amostra, 100 pL de
agua destilada e 7,5 pL de uma solug¢édo de NaNO3s 5% (m/v). Deixou-se repousar durante 5
minutos a temperatura ambiente e, de seguida, adicionou-se 7,5 pL de uma solugéo de AICls
10% (m/v). A mistura repousou de novo durante 5 minutos e adicionaram-se 100 pL de uma
solugéo de NaOH 4% (m/v).
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Repousou-se a mistura reacional durante 10 minutos e mediu-se a absorvancia a 510 nm
num leitor de microplaca (FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec). Como branco utilizou-se agua
destilada e como padréo utilizou-se catequina preparada em etanol 50% (v/v) de 0-1 pg/pL.

Os resultados apresentam-se em mg equivalentes de catequina (CE) por g de biomassa.

[11.3.5.3 Método do radical DPPH
Para determinar a capacidade antioxidante das amostras extraidas utilizou-se o0 método

do radical DPPH descrito por Thetsrimaung et al. [79]

O DPPH é um radical estavel em solugdo que apresenta coloracao violeta, com absor¢céo
méaxima a 515 nm. O radical DPPH reage com uma espécie antioxidante capaz de doar um
eletrdo, como por exemplo o trolox (Figura 111.2), reduzindo-se a sua forma nao radicalar,

alterando a sua coloracao de violeta a amarelo.[94]-[96]

TROLOX NO,
A
@ — = (L
P ,N N02

N

MeOH 80% (v/v)
NO,
DPPH® DPPH

Figura lll.2 - Esquema reacional do método do radical DPPH (Adaptado).[95]

Numa microplaca NUNC de 96 pocos adicionou-se 10 pL de amostra e 90 uL de solucao
de DPPH 0,3M em metanol 80% (v/v). A mistura foi incubada durante 1h ao abrigo da luz e
posteriormente leu-se a absorvancia a 510 nm num leitor de microplaca (Bio-Rad 680). Como
branco utilizou-se 4gua destilada e como padrao utilizou-se Trolox 0-200 pug/mL em metanol
80% (v/v), os resultados apresentam-se em mg de equivalente de Trolox (TE) por g de

biomassa. Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

[11.3.5.4 Método do radical ABTS

Determinou-se a atividade antioxidante total a partir do método de inibicdo do radical ABTS
segundo Erel et al. e Thaipong et al. O ABTS é uma molécula incolor que é oxidada com
persulfato de potassio, resultando no radical ABTS que apresenta coloracdo azul/verde.
Quando esta espécie catidnica entra em contacto com compostos antioxidantes (por exemplo
trolox) reduz-se a sua forma nao radicalar (Figura 111.3), e torna-se novamente incolor. [97]-
[99]
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Figura 111.3 - Esquema reacional do método do radical ABTS.[100]

Inicialmente foi preparada uma solucéo stock de ABTS 8 mM contendo K>OgS, em agua
gue foi reservada ao abrigo da luz overnight (cerca de 16 h) a temperatura ambiente.
Posteriormente esta solugéo foi diluida em PBS 15 mM pH 7,2 até se obter uma absorvancia
a 655 nm proxima da unidade. Esta solugéo diluida foi designada por reagente de trabalho
de radical ABTS. Os extratos obtidos (10 pL) foram adicionados a 290 uL reagente de
trabalho de radical ABTS numa microplaca NUNC de 96 pocgos. Mediu-se a absorvancia a
655 nm da mistura reacional num leitor de microplaca Bio-Rad 680. Para o branco utilizou-se
agua destilada e como padrdo usou-se Trolox 0-6,67 pg/mL em metanol 80% (v/v), os
resultados foram apresentados em mg equivalentes de Trolox (TE) por grama de biomassa.

Todos os ensaios foram efetuados em triplicado [82]

[11.3.5.5 Capacidade Quelante de ides Fe**

Determinou-se a capacidade quelante de ibes Fe?* nos varios extratos obtidos da
biomassa de P. tricornutum, de acordo com o método previamente descrito por Canabady-
Rochelle et al e Adjimani e Asare. [100], [101]

Os ides Fe?* sdo responsaveis por varias reacdes oxidativas devido a sua capacidade de
transferir eletrbes, deste modo é de elevada importancia a utilizacdo de espécies que

funcionem como agentes quelantes capazes de impedir esta reagéo.

Este método tem como principio a formacdo de um complexo ferrozina-ibes Fe?* de
coloracdo avermelhada, no entanto, na presenca de agentes quelantes existe a destruicdo
deste complexo reduzindo a intensidade da cor do complexo com o aumento da capacidade
quelante (Figura 111.4). [101]
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Fe?* + 3 Ferrozina — 5 Fe(Ferrozina);

'}

EDTA EDTA-Fe?*

Figura l11.4 - Esquema reacional do método da capacidade quelante de ides Fe?* (Adaptado). [100]

Adicionou-se 50 uL de amostra a 185 uL de metanol absoluto, 50 pL de uma solucao de
cloreto de ferro (II) 2mM e 20 uL de uma solucéo de ferrozina 5mM numa microplaca NUNC
de 96 pocos. Deixou-se repousar a mistura reacional durante 10 minutos a temperatura
ambiente e de seguida mediu-se a absorvancia a 550 nm num leitor de microplaca (Bio-Rad
680). Como controlo negativo utilizou-se agua destilada e como controlo positivo utilizou-se
EDTA 2 mg/mL. Um decréscimo na absorvancia a 550nm resulta num aumento da

capacidade quelante de Fe?" e a sua atividade foi calculada segundo a seguinte equacéo:

AO - Aamostra

x 100
Ao

Capacidade quelante de ides Fe?t (%) =

Onde Aq representa a absorvéancia do controlo negativo e Aamostra Fepresenta a absorvancia

da amostra a 550nm. Estas determinacdes foram realizadas em triplicado para cada amostra.

[11.3.5.6 Poder Redutor de iGes Fe®*
De modo a determinar o poder redutor de ides Fe®* nos extratos de P. tricornutum utilizou-

se 0 método descrito por Canabady-Rochelle com algumas alteracdes. [100]

O ensaio para determinar o poder redutor de ides Fe®' baseia-se no processo de
transferéncia de eletrdo por parte de uma espécie antioxidante. Quando o ferro é reduzido a
Fe(ll) forma um complexo que apresenta coloracdo azulada (Figura 111.5). O método de
andlise do poder redutor de ides Fe3* é utilizado para potenciais redox menores que 0,7 V e

esté relacionado com a quantidade de fendis presentes na amostra. [27], [82], [100], [102]
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2 Fe( CN)g¥ + CgHgOy ——— 2 Fe( CN)g+ + C4H,0 + H*

Ferrocianida Ascorbato Ferrocianida Desidroascorbato

4 Fe3* +3Fe( CN)g* — = Fe,[Fe( CN)gl,

Ido Fe( Ill) Ferrocianida Complexo azul

Figura lll.5 - Esquema reacional do ensaio do poder redutor de ides Fe3*(Adaptado).[100]

Numa microplaca NUNC de 96 pocos adicionou-se 25 pL de amostra, 20 pL de tampéo
fosfato 2M a pH 6,6, e 25 uL de uma solucao de ferrocianeto de potassio 1% (m/v). Incubou-
se a mistura durante 20 minutos a 50 °C e, de seguida, adicionaram-se 25 pL de uma solugéo
de acido tricloroacético (TCA) 10% (m/v). Centrifugou-se a mistura a 4500 rpm durante 2
minutos, retirou-se 50 UL de sobrenadante para uma nova microplaca, adicionou-se 50 L de
agua destilada e 10 pyL de uma solucédo de cloreto de ferro (lll) 0,1% (m/v). Mediu-se a
absorvancia a 655 nm num leitor de microplaca Bio-Rad 680. Como controlo negativo utilizou-
se agua destilada e como controlo positivo utilizou-se uma solugédo de &cido ascorbico 2
mg/mL. [79] Os resultados foram apresentados em poder redutor (%) e foram determinados

através seguinte equacéao: [100]

Ay — A
Poder redutor (%) = 100 — (W X 100)
0

Onde Ao representa a absorvancia de uma solugdo de azul de prussia 66 UM e Aamosta
representa a absorvancia da amostra a 655nm. Estas determinac¢des foram realizadas em

triplicado para cada amostra

l11.3.6 Fracionamento de polissacéaridos por cromatografia de troca i6nica

O extrato selecionado para fracionamento por cromatografia de troca aniénica foi o MICRO
(120 °C; 1,5h; KOH 0,1M). A resina DEAE-52 da Whatman foi preparada previamente
colocando-se em agitagdo constante com 2 volumes de agua destilada overnight. No dia
seguinte verificou-se o pH a 7,5 da resina e empacotou-se a coluna cromatogréfica (1cm x
5cm). A coluna foi equilibrada com agua destilada a um caudal de 22 mL/h com auxilio de

uma bomba peristaltica (Gilson Minipuls3).
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Foram aplicados 2,5 mL de extrato MICRO diluido de 1:2 em &gua a coluna, ao caudal

pré-estabelecido e a recolha das fragBes cromatograficas (1,5 mL) foi iniciada de imediato.

A eluicéo foi inicialmente efetuada com agua destilada, e depois por incrementos graduais
de forca iénica de NacCl 0,1; 0,3 e 0,5M, de NaOH 0,1; 0,5 e 1M e, por fim de KCI 2M. [45],
[103], [104]

Este fracionamento foi monitorizado através da leitura de absorvancias a 200, 260 e 280
nm, com o objetivo de detetar nas vérias fracdes a presenca de polissacéaridos, acidos
nucleicos e proteina, respetivamente. O conteddo em polissacéridos totais foi também

determinado pelo método do fenol-4cido sulfurico, descrito no ponto 111.3.3.1.

[11.3.7 Espetroscopia de Infravermelhos com Transformada de Fourier

De modo a caracterizar parcialmente a estrutura dos polissacaridos presentes nos extratos
e em algumas fracBes cromatogréficas foi realizada a andlise por FT-IR. Todas estas
amostras foram previamente liofilizadas (UNICRYO MC2L) e secas em linha de vacuo. Os
espetros de infravermelho (FT-IR) foram registados num espetrofotometro Bruker Vertex 70
(com software OPUS 5.5) num total de 32 varrimentos com uma resolucédo de 2 cm?, em
pastilhas de KBr, numa gama de 500 - 4000 cm*
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Resultados e Discusséo
V.1 Controlo e Manutencgé&o da cultura de Phaeodactylum tricornutum

O crescimento da cultura de P. tricornutum, descrita no capitulo 111.3.1, iniciou-se no dia 8
de fevereiro e foram realizadas analises de densidade otica a 600 nm, pH, salinidade e
temperatura nos dias 12 e 14 de fevereiro de 2019. Os resultados apresentam-se na seguinte

tabela.
Tabela IV.1 - Resultados de andlise de controlo da cultura de P.tricornutum.
12/02/19 14/02/19
Salinidade 25 g/L 27 g/L 30g/L 25 g/L 27 g/L 30g/L
DO (600nm) 0,561 0,070 0,512 0,602 0,304 0,548
Salinidade
24 25 27 25 27 29
(g/L)
Temperatura
26,4 26,7 26,4 27,3 28 27,7
(°C)
pH 7,99 8,22 8,06 7,78 8,69 7,84

Como referido anteriormente, foram efetuadas observagfes microscopicas as culturas de

P.tricornutum (Figura 1V.1), onde se verificaram algumas contaminacdes e aglomerados

celulares indicando que a cultura se encontrava sob stress.

Figura IV.1 - Observacao microscopica da cultura de P.tricornutum (400x).
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IV.2 Anadlise e selecdo de métodos de extracao

De forma a selecionar os métodos que conduziam a extratos com teores mais elevados
em compostos bioativos utilizou-se a biomassa que cresceu em condi¢des de salinidade de
NaCl 30 g/L durante 3 semanas. Como ja referido, no ponto 111.3.2 do Capitulo Materiais e
Métodos, esta sele¢cdo baseou-se no facto desta concentragédo de NaCl a partida representar
a salinidade mais préxima da agua do mar e no facto de que seria expectavel um maior teor

em biomoléculas em culturas com tempo de crescimento mais elevado.

Na Tabela IV.2 estdo resumidos os métodos de extracdo utilizados com os respetivos

parametros de extracao.

Tabela IV.2 - Resumo dos parametros iniciais aplicados nos véarios métodos de extrac¢ao, utilizados para a
extracdo de biocompostos de P.tricornutum.

Método de Temperatura Poténcia Frequéncia
. Solvente Tempo
Extragéo (°C) (W) (Hz)
Agua 5 min; 1h t.a.; 100
. KOH 1M 20 min 60
Multi-etapas 0 = e
HCI 0,6M 1h 100
NaOH 1M 20 min 60
Autoclave Agua 4h 27—
Agua
Soxhlet Etanol 80% 3 80 0 e e
(VIV)
Sonda de .
Agua 10 min 62 90 20
Ultrassons
1h (amostra
Banho de ) ;
Agua retirada a 60 100 40
Ultrassons _
cada 10 min)
Micro-ondas HCI 0,1M 30 min 20 0 - e

Nota: a razdo biomassa:solvente de 1:10 foi constante para todos os métodos, exceto para o método em multi-etapas, que

variou ao longo do processo (conforme descrito em 111.3.2.1).
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De forma a avaliar o conteddo em compostos bioativos intracelulares da biomassa de
P.tricornutum selecionada, nos varios extratos obtidos aplicaram-se os métodos do fenol-
acido sulfarico, do Congo Red, do Alcian Blue, turbidimétrico de cloreto de bério e Bradford.
Com base nos valores obtidos selecionaram-se os melhores métodos de extracdo para
aplicar, posteriormente, as restantes amostras. A quantificacdo destes compostos nos
extratos obtidos encontra-se representada na Figura IV.2.

¥ B-(1,3)-glucanos (Congo Red)
B-glucanos (Alcian Blue)
Proteina

®  Polissacéaridos Totais

®  Compostos Sulfatados

Extratos

Figura IV.2 - Doseamento de compostos bioativos apds extragcdo da biomassa de P.tricornutum com 3
semanas de crescimento e 30 g/L de salinidade.

Na Figura IV.2 os resultados indicados para o método convencional em multi-etapas
representam o somatorio dos conteudos determinados para as 5 fragcdes obtidas (FW1, FW2,
FKOH, FHCI and FNaCl). Na Figura V.3 estdo representados os valores obtidos para os
referidos contetdos para cada uma das fracdes de extracdo. No que diz respeito ao método
de extracdo assistida por ultrassons em banho, uma vez que ao longo do tempo (de 10 em
10 min durante 1h) verificou-se que, de um modo geral, os valores se mantinham
relativamente constantes na mesma gama (Figura I1V.4), no gréafico da Figura 1V.2 optou-se

por representar o valor mais elevado obtido para cada um dos métodos de doseamento.
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Figura IV.3 - Doseamento de compostos bioativos ap6s extragdo da biomassa de P.tricornutum com 3
semanas de crescimento e 30 g/L de salinidade, das 5 frag6es obtidas pelo método convencional de multi-
etapas.

Atraveés da andlise da Figura IV.3 é possivel verificar que a Fragdo FKOH é a que exibe
valores mais elevados nos varios biocompostos quantificados, exceto no que diz respeito ao

contedo em compostos sulfatos que foi detetado um valor maximo na FNaOH.

m Compostos Sulfatados

%o
g8
A=)
> ; " -(1,3)-glucanos (Congo Red)
E’ 5 = B-glucanos (Alcian Blue)
S 4 Proteina
-c 3 . P .
25 m Polissacaridos Totais
g 1
00

Extratos

Figura IV.4 - Doseamento de compostos bioativos ap6s extracdo da biomassa de P.tricornutum com 3
semanas de crescimento e 30 g/L de salinidade, das amostras retiradas ao longo da extracdo (de 10 em 10
minutos durante 1 hora) pelo método assistido por micro-ondas em banho.
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Pela Figura IV.4 é possivel verificar que ao longo de 60 minutos de extracéo assistida por
ultrassons em banho, os resultados obtidos relativamente aos contetdos de polissacéridos
(inclusive p-glucanos), proteina e compostos sulfatados, ndo apresentaram uma variagao

significativa.

Assim, através da Figura IV.2 pode observar-se que a quantidade de 8-glucanos extraidos
através dos varios métodos € muito baixa quando comparado com o contetddo de
polissacéaridos totais e que o conteddo mais elevado em polissacaridos totais (131,02 mg/g
biomassa) foi obtido através da extracdo assistida por micro-ondas em HCI 0,1M a 120°C
durante 30 min (MICRO HCI 120 30). Verifica-se também que o maior conteldo em
compostos sulfatos (182,68 mg/g biomassa) foi obtido através da extracdo continua em
Soxhlet utilizando etanol a 80 % (v/v). No entanto, ao compararmos este valor com 0s
polissacaridos totais para 0 mesmo método de extracdo (24,94 mg/g biomassa), pode-se
concluir que esta quantificagéo diz respeito a compostos sulfatos totais, associados e/ou nédo

associados a polissacaridos.

Tendo em conta que este trabalho tem um grande enfoque na extragdo e analise de
métodos de extragdo, estes foram selecionados principalmente tendo por base o contetdo
destes compostos. Na Figura IV.5 estdo de novo representados contetdos em polissacaridos
totais e compostos sulfatos doseados nos extratos obtidos pelos 5 métodos de extracdo

testados inicialmente neste trabalho.
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Figura IV.5 - Doseamento dos polissacaridos e compostos sulfatados nos extratos obtidos pelos métodos de
extracao convencionais em multi-etapas, autoclave (125 °C; 4 h) e continua em Soxhlet (dgua e etanol 80%
(v/v); 8°C; 3 h), e pelos métodos avangados assistido por ultrassons (sonda: 62°C; 20kHz; 90w; 10min e banho:
60°C; 40kHz; 100w; 60min) e assistido por micro-ondas (HCI 0,1M; 120 °C; 30 min).

Deste modo e com base nesta representagéo grafica foram selecionados os métodos de
extracao convencional em multi-etapas e em autoclave e o método avancado assistido por
micro-ondas para continuacdo deste trabalho e consequente aplicagcdo nas restantes
amostras de biomassa. Apesar do método de extragdo em multi-etapas apresentar contetdos
em polissacaridos totais muito semelhantes aos encontrados nos extratos obtidos por
ultrassons (sonda), este método de extracdo convencional, embora mais moroso e
trabalhoso, apresenta a vantagem de se obterem 5 fracdes com caracteristicas diferentes, o
gue parece indicar que a partida que se conseguiu em simultaneo isolar polissacaridos com
caracteristicas semelhantes. O facto deste método ser fracionado em 5 etapas utilizando
diferentes solventes e condi¢des reacionais, permite uma extragdo maxima de biomoléculas
solluveis e insolliveis em agua. A extracdo assistida em micro-ondas apresenta resultados
bastante favoraveis quanto ao teor polissacaridos totais e compostos sulfatados e
adicionalmente este método rege-se pelos principios da quimica verde tornando-se também

vantajoso. [52]

O terceiro método selecionado foi o da extracdo em autoclave devido aos seus teores em
polissacaridos e compostos sulfatados extraidos serem dos mais elevados, quando

comparados com os restantes métodos, e pelo facto de se utilizar agua como solvente.
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IV.3 Otimizac&o dos metodos de extracdo selecionados

Apbs selecdo dos métodos de extracdo mais vantajosos na extracdo de biocompostos a
partir da biomassa de P.tricornutum com 3 semanas de crescimento e 30 g/L de salinidade
foram optimizadas as condicfes de extracao para a extracdo em autoclave, onde se estudou
a influéncia do tempo de extracdo, e para a extracdo assistida por micro-ondas, onde se
estudou a influéncia do solvente, tempo de extracédo e temperatura. O resumo das condicdes

para os parametros testados estd indicado na Tabela IV.3.

Tabela IV.3 — Resumo da variagédo dos parametros para a otimizagdo dos métodos de extracdo em
autoclave e extragdo assistida por micro-ondas.

Método de Temperatura
. Solvente Tempo
Extracéo (°C)
0,5h
. 1,5h
Autoclave Agua 125
3h
4h
HCI 0,1M 5, 15, 30 min 90, 120, 150
Micro-ondas H20 5, 15, 30 min 120
KOH 0,1M 30 min 120

Nota: a razéo biomassa:solvente de 1:10 foi constante para os dois métodos.

IV.3.1 Extragdo em micro-ondas

O método de extracdo assistido em micro-ondas foi um dos métodos que apresentou
valores mais elevados em polissacaridos totais e compostos sulfatados. Por esse motivo,
variaram-se varios parametros de extracdo (Tabela 1V.3) nomeadamente tempo 5, 15 e 30
minutos, temperatura 90 °C, 120 °C e 150 °C e solventes (dgua, KOH 0,1M e HCI 0,1M), com
o0 objetivo de otimizar este método. Os resultados obtidos apresentam-se na Figura IV.6.
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Figura IV.6 - Influéncia do solvente, tempo e temperatura de extragdo no método assistido por micro-ondas
na extracao de biomoléculas de P.tricornutum com 3 semanas de crescimento e 30 g/L de salinidade.

Como se pode verificar pela Figura V.6, neste método de extracdo a temperatura, o tempo
de extracdo e o0 solvente utilizado, tém bastante importancia na recuperacdo de
biocompostos. A temperatura de 90 °C a extracio apresenta o menor teor em polissacaridos
(4,22-16,90 mg/g biomassa), este resultado permite concluir que estas condi¢cdes a partida
ndao conduzem a rutura celular total, inviabilizando a solubilizacdo das biomoléculas no
solvente. A temperatura de 120 °C e durante 30 minutos, os resultados apresentam-se
semelhantes aos obtidos para a temperatura de 150 °C com 0 mesmo tempo, utilizando HCI
0,1 M (137,71 mg/g biomassa a 150 °C; 131,02 mg/g biomassa a 120°C). Uma vez que a
temperatura pode alterar a estrutura destes biocompostos, a sele¢do deste pardmetro recai
na temperatura mais baixa (120°C), tornando assim também o processo energeticamente

mais sustentavel.
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Apos selecdo da temperatura de 120 °C, variaram-se os tempos de extracao utilizando
H.O como solvente, verificando-se que a concentragdo de polissacéridos extraidos a 120°C
durante 15 min, foi a maior obtida (43,87 mg/g biomassa), ainda que seja menor quando
comparada com o solvente anterior. A concentragcdo mais elevada em biocompostos foi
obtida utilizando como solvente KOH 0,1M a 120°C durante 30 min, obtendo-se uma
concentracdo de polissacaridos totais de 168,00 mg/g biomassa, dos quais 3,60 mg/g

biomassa séo f-1,3-glucanos, e de compostos sulfatados de 158,44 mg/g biomassa.

Assim, estas condi¢cbes foram selecionadas para aplicar nas restantes amostras de

biomassa obtidas em diferentes condicbes de crescimento.

IV.3.2 Extracdo em autoclave
O método de extracdo em autoclave foi selecionado, como referido anteriormente, devido
aos resultados obtidos no doseamento de polissacaridos totais e compostos sulfatados, e

também pelo facto de se utilizar &gua como solvente de extragao.

A otimizacéo deste método baseou-se na variavel do tempo, uma vez que a temperatura
inicial testada, 125 °C, se encontra bastante proxima da temperatura de extracao assistida
por micro-ondas. A semelhanca dos métodos anteriormente descritos, foram, determinados
os contetdos em compostos bioativos pelos métodos Fenol-Acido Sulfrico, Alcian Blue,
método de ligacdo do Azul de Coomassie, Congo Red e turbidimétrico de cloreto de bério.

Os resultados estdo representados graficamente na Figura IV.7.
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Figura IV.7 - Representacgdo gréafica da influéncia do tempo de extracdo na extragdo de biomoléculas com
H20 em autoclave, a 125°C.

Na analise da influéncia do tempo de extragdo em autoclave a temperatura constante (125
°C), verifica-se que a medida que o tempo diminui a quantidade de polissacéaridos extraidos
detetados aumenta, ao passo que a quantidade de proteinas diminui. O tempo de extracao
em autoclave selecionado foi de 1,5h, uma vez que ao fim deste tempo (2,5 vezes menor que
o tempo inicial utilizado) foi detetada uma concentracdo de polissacaridos totais de 53,49
mg/g biomassa e de 1,3-glucanos com tripla hélice de 5,57 mg/g biomassa. O contetdo
detetado em compostos sulfatados foi também bastante elevado nestas condicfes (158,44
mg/g biomassa). No entanto, mais uma vez, é de salientar que este valor é bastante mais
elevado do que o obtido para os polissacaridos totais, o que leva a afirmar que este contetido
de compostos sulfatados diz respeito a grupos sulfato totais eventualmente ligados a
polissacaridos e também aos nao ligados. A importancia dos polissacaridos sulfatados é de
salientar de novo, ja que sdo uns dos biocompostos de maior interesse devido a sua elevada

bioatividade.

E de referir ainda, que ao fim de 4 h de extracéo foram também quantificados 2,94 mg/g

biomassa de p-D-glucanos através do método do corante Alcian Blue.
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Considerando os resultados obtidos, o tempo de extracdo selecionado para extrair
biocompostos a partir das restantes amostras de biomassa de P.tricornutum em autoclave foi
de 1,5 h.

IV.4 Comparacao de métodos de extracao entre amostras

IV.4.1 Extracdo convencional com agua fria e em ebulicdo seguida de
condicdes acidas e alcalinas

As culturas de P.tricornutum sujeitas aos trés métodos de extracdo selecionados e
otimizados foram as que se desenvolveram no meio de cultura com salinidades 25 g/L e 30
g/L em NaCl durante 1 e 3 semanas de crescimento. A biomassa recuperada do meio de
cultura com salinidade de 27 g/L ndo consta nesta analise, uma vez que 0s seus resultados
foram inconclusivos quando comparados com as restantes amostras. Estes resultados
podem ser justificados pelo facto de que durante a avaliacdo dos parametros associados ao
meio de cultura e crescimento celular, verificou-se que esta amostra apresentava valor de pH
acima de 8 e uma densidade otica bastante inferior a das restantes culturas, como se pode
observar na Tabela IV.1. Por estes motivos, optou-se por ndo incluir esta a analise desta

cultura no restante estudo.

IV.4.2 Extracdo convencional em multiplas etapas

A extracdo em multi-etapas foi um dos métodos selecionados para a extracdo de
biomoléculas a partir da biomassa de P.tricornutum desenvolvida nas varias condi¢gbes de
crescimento em estudo. Esta extracdo, pelo facto de ser fracionada em cinco etapas
maximiza a partida a extracéo de biocomponentes celulares uma vez que, inicialmente, extrai
as biomoléculas soluveis em agua e nas trés etapas seguintes, com solucdo aquosa de
hidréxido de potéssio, solugcao aquosa de acido cloridrico e solugao aquosa de hidréxido de
sédio, ndo s6 solubiliza biomoléculas insollveis em agua como proporciona condi¢ces de pH
e temperatura indicadas para rutura celular e solubilizacdo de biomoléculas mais

eficazes.[36]

De forma a monitorizar estes extratos foram também doseados polissacéridos totais, 5
glucanos, proteinas e compostos sulfatados pelos métodos ja descritos anteriormente. Os
resultados encontram-se na Tabela IV.4 e representados graficamente da Figura 1V.8. Estes
resultados representam o somatoério dos contetddos determinados para as 5 fracGes obtidas
(FW1, FW2, FKOH, FHCI e FNaCl).
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Tabela IV.4 - Doseamento de biomoléculas ap6s extragdo convencional em multi-etapas e respetivo
rendimento de extragdo.

Tempo de o i Rendimento
) Salinidade Conteddo
crescimento @) g/ | de extragdo
m bi
(semanas) J 9 Gpiomasea (%)
X 25 8,22x10! 8,22
Polissacéaridos 30 4,15x10! 4,15
Totais 3 25 5,98x10! 5,98
30 2,50x10! 2,50
25 3,37x10° 0,34
B-(1,3)- 1
30 7,45x101 0,07
glucanos
25 2,78x10° 0,28
(Congo Red) 3
30 2,61x10° 0,26
1 25 3,62x100 0,36
B-glucanos 30 8,44x101 0,08
(Alcian Blue) 3 25 1,49x10° 0,15
30 3,99x100 0,40
1 25 4,48%10! 4,48
30 2,94x10! 2,94
Proteina

3 25 1,43x10! 1,43
30 3,71x10! 3,71
1 25 2,82x10? 28,24
Compostos 30 2,05x10? 20,55
Sulfatados 3 25 2,45x%102 24,54
30 9,81x10! 9,81
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Figura 1V.8 - Avaliagdo dos biocompostos na biomassa de P. tricornutum com 1 e 3 semanas de
crescimento e salinidade de 25 e 30 g/L (em NaCl), apds extracdo convencional em multi-etapas.

E possivel verificar um comportamento linear na extragdo de biomoléculas transversal aos
métodos de doseamento, sendo que o conteudo em biomoléculas, de forma geral, diminui
guer com o0 aumento do tempo de crescimento, quer com 0 aumento da salinidade, o que néo
era expetavel. Observa-se, ainda, que o teor em B-glucanos € baixo comparativamente as
restantes biomoléculas apresentando, de acordo com a tabela V.4, rendimentos abaixo de
1%.

A biomassa da qual foi extraida maior quantidade de biocompostos foi a amostra com 1
semana de crescimento e 25 g/L de salinidade, sendo o seu conteldo maximo de
polissacéaridos extraido de 82,2 mg/g biomassa correspondente a um rendimento de 8,2%, o
contedo maximo de proteina extraida foi de 44,8 mg/g biomassa correspondente a um
rendimento de 4,5% e o conteddo maximo de compostos sulfatados foi de 282,4 mg/g

biomassa correspondente a um rendimento de 28,2%.

IV.4.3 Extragcdo em autoclave

O método de extracdo em autoclave trata-se de um método eficaz na lise celular o que
facilita a solubilizacdo dos compostos bioativos no solvente aplicado. O facto de este método
utilizar 4gua como solvente apresenta vantagens, uma vez que torna O processo mais

eficiente e viavel, quer economicamente; quer ecologicamente.
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Como descrito anteriormente, a extracdo em autoclave sofreu um processo de otimizacao
relativamente ao tempo de extracdo. Foi selecionado 1,5h como tempo 6timo que conduz a
obtencdo maiores teores em biocompostos. Deste modo, aplicaram-se as amostras com 1 e
3 semanas de crescimento e 25 g/L e 30 g/L de salinidade do meio de cultura o0 método de
extracdo em autoclave a 125 °C durante 1,5h. Os extratos obtidos foram doseados pelos
métodos colorimétricos ja descritos, obtendo-se os resultados apresentados na Tabela 1V.5

e na Figura IV.9.

Tabela IV.5 - Doseamento de biomoléculas apoés extragdo em autoclave (125°C; 1,5h).

Tempo de o . Rendimento
) Salinidade Conteudo .
crescimento QL) (ma/ | de extragdo
m .
(Semanas) g 9/0biomassa (%)
1 25 1,99x10% + 9,97x102 1,99
Polissacaridos 30 2,43x10' + 5,37%102 2,43
Totais 3 25 2,91x10 + 3,22x101 2,91
30 5,32x10% + 4,08x101 5,32
25 1,33x101+ 1,84x10? 0,01
B-(1,3)- 1
30 1,27x101+ 1,79x10? 0,01
glucanos
25 1,19x101+ 2,80x103 0,01
(Congo Red) 3
30 5,567x10°+ 1,32x101 0,56
! 25 4,58x101+ 4,57%x102 0,04
B-glucanos 30 1,13x101+ 1,13x10? 0,01
(Alcian Blue) 3 25 2,07x101+ 2,06x102 0,02
30 1,14x10°+ 1,14x101 0,11
X 25 2,07x10°+ 2,09x101 0,21
30 1,25x10°+ 1,32x101 0,12
Proteina

3 25 2,93x10°+ 1,33x10? 0,29
30 3,62x10°+ 1,68x101 0,36
X 25 5,00x10'+ 1,71x10° 5,00
Compostos 30 4,01x101+ 1,13x100 4,01
Sulfatados 3 25 5,17x10'+ 3,60x10° 5,17
30 1,53x10%+ 2,16x10° 15,34
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Figura IV.9 - Representagdo do doseamento de compostos bioativos das amostras na biomassa de P.
tricornutum com 1 e 3 semanas de crescimento e salinidade de 25 e 30 g/L (em NacCl), apés extracdo em
autoclave (125 °C; 1,5 h).

Através deste método de extracdo, verifica-se que o aumento da salinidade e do tempo
de crescimento aumenta, de forma geral, o conteddo em biocompostos. As moléculas
detetadas em maior concentracao relevancia foram os compostos sulfatados (40,09 - 153,39
mg/g biomassa) e os polissacaridos totais (19,93 — 53,19 mg/g biomassa), ja que, mais uma
vez os resultados para os B-glucanos se apresentam baixos (0,13 — 5,56 mg/g biomassa)
com rendimentos abaixo de 1%. Paralelamente, as proteinas apresentam, resultados de

baixo teor, com rendimentos abaixo dos 1%.

Assim, o contetdo méximo de polissacaridos totais obtido com este método de extracao
foi de 53,2 £ 0,41mg/g biomassa correspondente a um rendimento de 5,3%, o conteludo
maximo de compostos sulfatados foi de 153,4 + 2,16 mg/g biomassa correspondente a um
rendimento de 15,3% e o conteiddo maximo de proteinas obtido foi de 3,6 £ 0,17mg/g
biomassa correspondendo a um rendimento de 0,4%. Estes resultados foram obtidos para a
extracdo da biomassa de P. tricornutum com trés semanas de crescimento e 30 g/L de

salinidade.

Comparagao com a extragao convencional em multi-etapas, verifica-se que esta apresenta
melhores resultados para a extracdo de biomoléculas, provavelmente pelo facto de utilizar
guatro solventes diferentes que maximiza a solubilizagdo de compostos bioativos, ao passo
gue a extracdo em autoclave utiliza apenas agua como solvente, limitando-se a solubilizagcdo

de biomoléculas soltveis em agua.
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IV.4.4 Extracdo em micro-ondas
O método de extracdo assistida por micro-ondas foi um dos métodos selecionados para

aplicacdo em todas amostras de biomassa de P. tricornutum obtidas.

Este método foi sujeito a um processo de otimizagdo relativamente a temperatura, ao
tempo de extracdo e ao solvente utilizado. As melhores condicdes de extracdo selecionadas
foram: 120 °C durante 30 minutos utilizando como solvente KOH 0,1M. Este método foi
aplicado as amostras de biomassa P. tricornutum produzidas durante 1 e 3 semanas hum
meio de cultura com 25¢g/L e 30 g/L de salinidade. Ap6s doseamento dos Vvarios
biocompostos, obtiveram-se o0s resultados indicados na tabela IV.6 e que estdo

representados graficamente na figura 1V.10.
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Tabela IV.6 — Doseamento de biomoléculas apds extracéo assistida em micro-ondas (KOH 0,1 M; 120°C;

30min)
Tempo de o i} Rendimento
) Salinidade Conteudo .
crescimento @/L) g/ | de extragdo
m bi
(semanas) I 9/Gpiomassa (%)
1 25 1,03x10%+ 2,56x101 10,34
Polissacaridos 30 3,13x10'+ 1,86x10° 3,13
Totais 3 25 6,95x101+ 1,07x10° 6,95
30 1,68x10%+ 5,57x10° 16,84
25 4,00x10°+ 1,08x101 0,40
B-(1,3)- 1
30 8,20x101+ 4,44x102 0,08
glucanos
25 2,31x10°+ 3,36x107 0,23
(Congo Red) 3
30 3,60x10°+ 2,42x101 0,36
! 25 1,09x10°+ 9,80%1023 0,11
B-glucanos 30 1,79%101+ 4,92x104 0,02
(Alcian Blue) 3 25 2,80x103+ 3,00x10 n.d
30 7,47x101+ 7,46x1072 0,7
! 25 1,89x10% + 1,39%10° 1,89
30 1,04x10t+ 2,78x102 1,04
Proteina
3 25 1,70x10% + 1,58x10° 1,70
30 2,09x101+ 1,39x10° 2,09
X 25 1,03x10%+ 1,76x10° 10,26
Compostos 30 4,48x10' + 1,93x10° 4,48
Sulfatados 3 25 1,29x102+ 4,92x10° 12,92
30 1,58x10%+ 2,71x10° 15,84

Nota: n.d. — ndo detetado
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Figura IV.10 - Representacéo do doseamento de compostos bioativos das amostras de biomassa de P.
tricornutum com 1 e 3 semanas de crescimento e salinidade de 25 e 30 g/L (em NacCl), apés extracdo assistida
por micro-ondas (KH 0,1 M; 120°C; 30min) .

Através deste método ndo é possivel concluir quanto ao tempo de crescimento e
salinidade mais favoraveis a producdo de biomoléculas. Os B-glucanos apresentam um
conteido semelhante ao verificado nas extragdes convencional e autoclave, embora
ligeiramente mais elevados séo pouco significativos relativamente as restantes biomoléculas
doseadas. O contetdo em proteina encontra-se praticamente constante, independentemente
do tempo de crescimento e salinidade. Quanto aos polissacaridos totais, verificam-se
comportamentos contrarios quanto a salinidade e tempo de crescimento, com a amostra de
salinidade de 25g/L o teor em polissacaridos diminui com o aumento do tempo de
crescimento, no entanto, na amostra de salinidade 30 g/L o teor polissacaridos aumenta com
0 aumento do tempo de crescimento. Relativamente aos compostos sulfatados verifica-se

um aumento deste contelldo com o aumento do tempo de crescimento.

O conteudo maximo de polissacaridos totais doseado foi de 168,4 + 5,57 mg/g biomassa
correspondente a um rendimento de 16,8%, o conteudo méximo em compostos sulfatados
foi de 158,4 + 2,70 mg/g biomassa correspondente a um rendimento 15,8% e o conteddo
maximo de proteina foi de 20,9 + 1,39 mg/g biomassa correspondente a um rendimento de
2,1%.
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A semelhanca do sucedido com a extragcdo em autoclave, a biomassa que apresentou
maior quantidade em biocompostos foi a amostra com 3 semanas de crescimento e
salinidade 30 g/L.

Atendendo aos resultados obtidos, o método de extracdo assistido por micro-ondas foi
considerado o melhor método para a extracao de polissacaridos. O conteldo de compostos
sulfatados é muito semelhante ao obtido através da extracdo em autoclave. A comparacao
dos melhores resultados obtidos pelos métodos de extracdo otimizados pode ser observada
na Tabela IV.7.

Tabela IV.7 - Comparagao dos melhores resultados obtidos para cada método de extracéo aplicado.

Convencional Autoclave Micro-ondas
Rendimento Biomassa | Rendimento Biomassa | Rendimento Biomassa
Polissacaridos 8.2% 1 5,3% 3 16,8% 3
Proteina 4,5% semana 0,4% semanas 2,1% semanas
Compostos 25 g/L 30 g/L 30g/L
28,2% o 15,3% o 15,8% o
Sulfatados salinidade salinidade salinidade

Em 1965, Ford e Percival extrairam biomoléculas de Phaeodactylum tricornutum. O seu
método de extrag&o, para além de moroso necessitava de congelagédo com nitrogénio liquido,
para posterior reducéo a po, seguida de descoloracdo com butan-1-ol e tratamento com agua
fria, dentro das varias fracées, tendo obtido como melhor rendimento apos a lavagem com
agua um valor de 55%. Mais recentemente, em 2003, GUzman realizou uma extracdo com
ultrassons em agua, seguido de uma etapa em Soxhlet extenso com metanol, refluxo em
triplicado e concentracdo a vacuo. Apesar do método de Guzman apresentar métodos de
extracdo modernos, o rendimento de extracdo de polissacéaridos foi apenas de 6,85% com
um rendimento de extracdo de compostos sulfatados de 7,5%. No presente trabalho, a
extracao de polissacaridos foi inferior a de Ford e Percival mas superior a de GUzman, no
entanto, atingiu-se um maior rendimento na extracdo de compostos sulfatados em

comparacao com o referido anteriormente. [105], [106]
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IV.4.5 Isolamento de Extrapolissacaridos

Uma das propriedades mais promissoras das microalgas, nomeadamente da P.
tricornutum, € a capacidade de secretar polissacaridos e outras biomoléculas com
bioatividade. Estas moléculas séo secretadas como mecanismo de defesa celular contra o
stress e toxicidade do meio de cultura. De forma a isolar os polissacéridos extracelulares
realizou-se a precipitagdo com em etanol 96% (v/v) conforme descrito em 111.3.3 (no Capitulo
3 — Materiais e Métodos) e efetuou-se posteriormente o doseamento, quer dos precipitados
obtidos quer do meio de cultura diretamente. Os meios de cultura iniciais (sem inoculo) foram
igualmente doseados e considerados como controlo negativo (identificados como PO para o
meio precipitado com etanol e MO para 0os meios de cultura diretos). Estes resultados estao
apresentados nas Tabelas IV.8 e 1V.9, que estdo também representados graficamente nas
Figuras IV.11 e IV.12.
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Tabela IV.8 - Doseamento de compostos extracelulares precipitados.

Tempo de o )
) Salinidade Conteudo
crescimento
(9/L) (mg/L)
(semanas)
- 25 2,00x101+ 6,13x107?
30 2,11x101+ 1,02x101
Polissacaridos b1 25 2,46x101+ 7,70x103
Totais 30 3,30x101+ 1,25x101
25 n.d
P3
30 n.d
PO 25 2,20x101+ 2,00x102
30 1,90x101+ 6,73x10*
B_(113)_ 5 o
25 1,30x101+ 1,81x102
glucanos P1
30 2,97x101+ 4,71x103
(Congo Red)
25 7,27x10°+ 5,38x10*
P3
30 n.d
PO 25 3,17x10°+ 4,86x10*
30 3,48x103+ 2,03x10*
B-glucanos b1 25 1,88x102+ 5,11x10*
(Alcian Blue) 30 1,48x102+ 1,97x10*
b3 25 7,21x101+ 5,89x102
30 1,41x10°+ 2,80x102
. 25 1,92x102+ 1,26x103
30 1,96x102+ 1,89x103
25 5,41x101+ 6,31x103
Proteina P1
30 7,63x102+ 1,14%x102
b3 25 4,52x102+ 2,48x103
30 2,19x102+ 1,45x10°3
50 25 9,02x10°+ 1,05x10
30 1,79x101+ 2,46x101
Compostos b1 25 9,82x101+ 2,28x10°
Sulfatados 30 6,59x10! + 5,80%10°
b3 25 1,02x10%+ 1,76x101
30 1,04x10%2+ 1,23x10°

Nota: n.d. — ndo detetado
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Figura IV.11 - Doseamento de biomoléculas extracelulares de P. tricornutum com 1 e 3 semanas de
crescimento e salinidade de 25 e 30 g/L e dos controlos negativos, apos precipitagdo com etanol 96% (v/v).

No precipitado do meio de cultura foram detetados essencialmente compostos sulfatados,
apresentando teores pouco significativos nas restantes biomoléculas com rendimentos
abaixo de 1%. Relativamente a esta andlise, observa-se um aumento do conteddo em
compostos sulfatados com o aumento do tempo de crescimento, independentemente da
salinidade. Relativamente a concentracao em proteinas os valores obtidos foram nulos, como

seria expectavel, uma vez que este método é aplicado para a precipitacdo de polissacaridos.

O contetdo maximo de compostos sulfatados é registado para a amostra com 3 semanas
de crescimento e com uma salinidade de 30 g/L com um valor de 103,6 + 1,23 mg/L e o
contetdo em extrapolissacéaridos apresentou-se bastante inferior ao atingido com a extragao

de intrapolissacaridos revelando um contetido maximo de 0,3 £ 0,12 mg/L.

No entanto, através da andlise dos valores obtidos para o controlo negativo e comparando
com os das restantes amostras, verifica-se que sdo detetados compostos sulfatos no meio
de cultura antes de inoculacédo, e em alguns casos superiores aos detetados para as varias
amostras. Este facto leva a afirmar que os teores em compostos extracelulares séo

extremamente reduzidos ou inexistentes.
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Tabela IV.9 - Doseamento de compostos extracelulares de P. tricornutum com 1 e 3 semanas de
crescimento e salinidade de 25 e 30 g/L, presentes nos meios de cultura de crescimento e no controlo negativo.

Tempo de o )
) Salinidade Conteudo
crescimento
(9/L) (mg/L)
(semanas)
MO 25 2,25x10°+ 2,56x103
30 1,94x10°+ 1,28x101
Polissacéaridos M1 25 2,46x10°+ 8,18x102
Totais 30 3,30x10°+ 2,30%102
M3 25 2,34x10°+ 4,32x101
30 2,63x10°+ 1,48x101
25 n.d
MO
30 n.d
ﬁ_(113)_ o o
25 2,19x102+ 1,08x102
glucanos M1
30 3,19x102+ 2,02x103
(Congo Red)
25 n.d
M3
30 n.d
MO 25 3,04x102+ 1,97x10°
30 2,40x102+ 2,36x10*
B-glucanos M1 25 2,86x10°+ 1,97x10°
(Alcian Blue) 30 7,48x103+ 1,97x104
M3 25 9,51x101+ 1,96x102
30 2,84x101+ 1,57x102
MO 25 3,04x102+ 1,03x103
30 2,40x102+ 1,26x103
25 2,86x10°+ 1,26x103
Proteina M1
30 7,48x103 + 3,46x103
M3 25 1,96x101+ 2,41x102
30 1,36x101+ 1,18x102
MO 25 6,64x10°+ 5,74x102
30 6,85x100+ 5,27x102
Compostos M1 25 2,23x10*+ 2,11x10*
Sulfatados 30 2,20x10' + 7,03%102
M3 25 2,43x10 + 4,22x101
30 2,11x101+ 7,03%x102
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Figura V.12 - Doseamento de biomoléculas extracelulares de P. tricornutum com 1 e 3 semanas de
crescimento e salinidade de 25 e 30 g/L e dos controlos negativos.

A semelhanca do sucedido com as amostras os precipitados, os teores mais elevados

detetados nos meios de cultura foram os dos polissacaridos totais e compostos sulfatados.

Comparando as Figuras IV.11 e IV.12, bem como as Tabelas IV.8 e 1V.9, verifica-se que
0s precipitados apresentam valores mais elevados nos compostos sulfatados, o que seria
expectavel uma vez que, apdés a precipitacdo e centrifugacdo ocorre um processo de
concentracdo da amostra. No entanto, verificou-se diminui¢cao no contedo em polissacaridos

totais, 0 que nédo seria de esperar.

A amostra que apresenta contelddo maximo em polissacaridos totais é a amostra com
tempo de crescimento de 3 semanas e com salinidade de 30 g/L, registando-se um valor de
2,6 = 0,15 mg/L e o contelldo maximo em compostos sulfatados de 24,3 + 0,42 mg/L na

amostra com tempo de crescimento de 3 semanas e salinidade 25 g/L.

De forma geral, a quantidade de compostos extracelulares detetados sdo em valores
bastante inferiores aos compostos intracelulares, o que representa uma desvantagem, uma
vez que, com a secrecao dos compostos bioativos para o meio celular, o custo de processos
de downstream (isolamento e purificac&o) diminuem consideravelmente. E possivel que, para
gue a secrecdo destes compostos seja significativa, a cultura necessite de tempos de

crescimento superiores.
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Um indicativo de que a cultura apresenta compostos bioativos excretados pela célula é o
aumento da sua viscosidade, devido ao seu conteudo polissacaridos que apresentam
elevada atividade como agente espessante e gelificante. Este aspeto ndo foi observado nos

meios de cultura em estudo, verificando-se que apresentavam baixa viscosidade.

IV.5 Propriedades Antioxidantes

Os polissacéaridos sdo biomoléculas que estdo associadas a atividades antioxidantes. Os
polissacaridos extraidos de microalgas tém sido identificados e descritos como compostos
com estas propriedades. Os estudos que ja foram efetuados e descritos por varios autores,
levaram ao estudo de atividades antioxidantes nos extratos de P. tricornutum obtidos pelos
métodos de extracao otimizados descritos anteriormente, bem como a anélise da possivel

influéncia das condi¢des de crescimento nestas propriedades. [25], [104]

IV.5.1 Método de Folin-Ciocalteu

O método de Folin-Ciocalteu permite quantificar compostos fendlicos, compostos que
apresentam elevada atividade antioxidante. Efetuou-se a quantificacdo destas biomoléculas
nos extratos obtidos pelos métodos de extracdes selecionados (multi-etapas, autoclave e
micro-ondas). Os resultados encontram-se na Tabela V.10 e foram representados
graficamente na Figura 1V.13. Neste doseamento as 5 fracbes de extracdo em multi-etapas
estdo individualizadas. Os resultados foram expressos em mg equivalentes de acido galico

(GAE) por g de biomassa.
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Tabela IV.10 - Determinagdo de compostos fenoélicos nos varios extratos pelo método Folin-Ciocalteu.

Tempo de o Conteudo em
) Salinidade o
Extrato crescimento @) compostos fendlicos
g
(semanas) (mg GAE/ gbiomassa)
! 25 1,43x101+ 6,70x104
30 6,00x102+ 2,33x103
Fw1
3 25 1,66x101+ 1,74x103
30 1,37x101+ 2,87x103
! 25 6,34x10°+ 7,46x104
30 5,91x104+ 3,73x104
FW2
3 25 2,27x101+ 9,70x10-3
30 7,57x102+ 2,92x103
1 25 3,10x101+ 7,17x103
30 2,11x101+ 3,43x10°3
FKOH
3 25 2,76x101+ 8,96x10+
30 2,56x101+ 8,46x10
! 25 n.d
30 1,16x102+ 1,32x103
FHCI
3 25 3,20x102+ 1,87x10°
30 1,26x102+ 2,20x104
! 25 5,50x103 + 4,48x103
30 n.d
FNaOH
3 25 2,13x102+ 1,52x103
30 5,26x102+ 5,22x10
X 25 6,36x102+ 2,57x103
30 1,71x102+ 4,27x10*
Autoclave
3 25 6,04x102+ 2,16x103
30 4,28x102+ 2,24x10*
! 25 9,98x102+ 4,23x103
30 2,35x102+ 7,03x104
Micro-ondas
3 25 6,30x102+ 3,17x103
30 7,41x102+ 1,27x10°3

Nota: n.d. — ndo detetado
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Figura IV.13 - Influéncia dos parametros de crescimento na producao de compostos fendlicos determinados
pelo método Folin-Ciocalteu, nos extratos obtidos pelo métodos de extragdo otimizados (multi-etapas, autoclave
e micro-ondas)

A quantidade de compostos fendlicos aumenta, de forma geral, com o aumento do tempo
de crescimento, 0 que seria expetavel dado que, com o0 aumento da densidade celular, existe
libertacdo de toxinas para o meio. Havendo escassez de nutrientes, a cultura inicia um
processo de stress por falta de nutrientes essenciais ao seu crescimento. Como combate a
condicdo de stress a cultura ira produzir maior quantidade de compostos antioxidantes,

nomeadamente, compostos fendlicos e polifendis. [25], [57], [89]

E notdrio através da anélise da Figura 1V.13 que, todas as fraces de FKOH obtidas pelo
método convencional em multi-etapas demonstram ter o maior teor em compostos fendlicos.
No entanto, os valores detetados encontram-se baixos em comparac¢do com a determinacao
de compostos fendlicos realizada por Goiris et al em 2012 que detetou 3,75+0,46 mg GAE /

g biomassa para P. tricornutum. [27]

IV.5.2 Determinacdo do contetdo em flavondides

BN

Os flavonoides sdo biomoléculas que, devido a sua estrutura, apresentam elevada
atividade antioxidante e capacidade quelante de iGes metdlicos. As caracteristicas referidas
tornam a quantificacdo destas biomoléculas um tépico interessante para posterior aplicacao

como agente antioxidante ou no combate ao stress oxidativo celular. [92]
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Foi realizado um estudo na determinacao do contetdo em flavondides das amostras com
1 e 3 semanas de crescimento, 25 e 30 g/L de salinidade, aos extratos obtidos pelos trés
métodos selecionados e otimizados. Apesar das diversas tentativas, incluindo mudanca de
solvente e propor¢do da mistura reacional, ndo foram detetados estes compostos nas
amostras analisadas, atravées do método de doseamento descrito (em I11.3.5.2). Estes
resultados ndo sdo os expectaveis, uma vez que estd descrito que nas microalgas os
polifendis detetados pelo método de Folin-Ciocalteu deveriam estar na forma de flavonoides.
[27], [46], [47]

IV.5.3 Método do Radical ABTS
A atividade antioxidante total das amostras selecionadas foi determinada através do
método do radical ABTS, que mede a capacidade da amostra para reduzir o radical ABTS a

ABTS. Esta reacao é verificada pela passagem de um complexo azul/verde para incolor.

Os resultados da determinagéo da atividade antioxidante total dos extratos obtidos através
de extracdo convencional em multi-etapas, em autoclave e assistida por micro-ondas para as
biomassas crescidas com salinidades de 25 g/L e 30 g/L, e tempos de crescimento de 1 e 3
semanas, encontram-se indicados na Tabela V.11 e na Figura 1V.14. Os resultados foram

expressos em mg de equivalente de Trolox (TEAC) por g de biomassa.
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Tabela IV.11 - Atividade antioxidante total nos varios extratos determinada pelo método do radical ABTS.

Tempo de o Atividade
) Salinidade o
Extrato crescimento @lL) Antioxidante
g
(semanas) (mg TEAC/ gbiomassa)
1 25 5,42x101+ 3,15%x10°3
30 4,17x101+ 1,68%x102
FW1
3 25 5,11x101+ 2,53x10°3
30 5,44x101+ 1,98x103
1 25 8,60x102+ 8,01x1018
30 1,73x102+ 1,17x103
FW2
3 25 4,02x101+ 1,31x103
30 3,54x101+ 2,95%x103
1 25 7,60x101+ 1,41x103
30 5,94x101+ 1,07x102
FKOH
3 25 8,63x101+ 2,11x10°3
30 8,48x101+ 3,08x10°3
1 25 4,36x102+ 3,80%x103
30 3,73x101+ 3,65%x102
FHCI
3 25 4,38x101+ 1,10%102
30 3,34x101+ 6,68x103
1 25 1,80x101+ 1,06x102
30 3,82x10—2+ 3,17x102
FNaOH
3 25 4.67x101+ 1,66%x102
30 450101+ 7,09x103
q 25 1,95x10°+ 1,42x102
30 1,02x100+ 4,56x102
Autoclave
3 25 2,43x100+ 2,33x102
30 2,06x10°+ 1,50%x102
1 25 1,88x100+ 1,21x102
) 30 9,38x101+ 1,08%x102
Micro-ondas
3 25 1,97x100+ 8,37x102
30 2,38x109+ 1,08x102
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Figura IV.14 - Influéncia dos parametros de crescimento na atividade antioxidade, determinada pelo do
radical ABTS, dos extratos obtidos pelos métodos de extracéo otimizados (multi-etapas, autoclave e micro-
ondas).

Relativamente ao método de extragdo convencional em multi-etapas, as fracdes que
demonstraram uma atividade antioxidante mais elevada foram as fragdes FKOH de todas as
condigbes de crescimento. Na analise da influéncia dos pardmetros de crescimento na
atividade antioxidante, pode-se verificar que esta diminui com o0 aumento da salinidade e
aumenta com o tempo de crescimento. Estes resultados vao de encontro ao esperado uma
vez que, com o aumento do tempo de cultura, existe maior toxicidade do meio e as células
produzem maior quantidade de compostos bioativos de modo a lidar com o stress provocado

pela auséncia de nutrientes e aumento de substancias téxicas.

O valor méaximo de atividade antioxidante de 2,38 + 0,01 mg TEAC /g biomassa foi
determinado para o extrato obtido através de extracdo assistida por micro-ondas para a
biomassa com 3 semanas de crescimento e com salinidade de 30 g/L. No método de extracao
em autoclave obteve-se o valor mais elevado de 2,43 + 0,02 mg TEAC/g biomassa para a

biomassa com 3 semanas de crescimento e com salinidade de 25 g/L.

Os resultados do método do radical ABTS apresentam-se concordantes com os resultados
da determinacdo de compostos fendlicos pelo método de Folin-Ciocalteu, no entanto,
apresentam-se superior aos valores da literatura reportados por Goiris et al. em 2012 que
detetou um valor de atividade antioxidante para P.tricornutum de 4,55 + 0,01 umol TEAC/g

biomassa, o0 que equivale a 1,14 + 2,50x10°mg TEAC/g biomassa. [27]
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IV.5.4 Método do Radical DPPH
A atividade antioxidante das amostras apés extracdo foi também estudada pelo método
de DPPH, com o objetivo de avaliar a capacidade de ligacdo a radicais e evitar reacdes com

espécies oxidativas que da origem a stress oxidativo.

Foram realizados ensaios para as amostras obtidas pelos métodos de extracdo ja
descritos, extraidas da biomassa crescida nas vérias condi¢des estudadas. No entanto este
método demonstrou-se ndo ser aplicavel as amostras em estudo. ApOs varias tentativas,
inclusive com mudancga de mistura reacional, ndo foi possivel obter resultados conclusivos

para este.

IV.5.5 Capacidade Quelante dos ides Fe?*

Foi medida a capacidade quelante de iBes Fe(ll) das amostras de extracdo selecionadas
e ja referidas anteriormente, uma vez que estes ides sdo responsaveis por varias reacoes
oxidativas no organismo podendo, no limite, originar stress oxidativo. Desta forma, a
capacidade da amostra criar um complexo com os ibes Fe(ll), impedindo o desenvolvimento
de reacdes oxidativas € de elevada importancia. Esta técnica baseia-se na destruicdo do
complexo ferrozina-Fe(ll) que causa uma diminuigdo da intensidade da cor da mistura

reacional.

Os resultados da determinacdo da capacidade quelante de Fe?* foram calculados em %
através da formula indicada em 111.3.5.5 e estdo apresenta-se na tabela IV.12 e na figura
IV.15.
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Tabela IV.12 - Capacidade quelante de Fe?* dos extratos obtidos pelos métodos de extragéo otimizados
(multi-etapas, autoclave e micro-ondas).

Tempo de o Atividade
) Salinidade o
Extratos crescimento /L) Antioxidante
(semanas) g (%)
1 25 2,69x101+ 1,92x101
30 2,80x101+ 2,71x102
FW1
3 25 1,29x101+ 2,63x101
30 7,50x10°+ 8,84x101
1 25 n.d
30 4,75x101+ 3,23x101
FW2
3 25 6,49x10°+ 1,00x10°
30 5,58x10°+ 5,15x101
L 25 2,57x101+ 1,09x10°
30 1,64x100+ 2,74x101
FKOH
3 25 1,99x101+ 2,10x10°
30 2,63x10°+ 8,81x101
1 25 n.d
30 2,02x10°+ 4,63x101
FHCI
3 25 n.d
30 5,24x100+ 1,10x10°
1 25 2,85x101+ 1,26x10°
30 8,92x101+ 3,85x101
FNaOH
3 25 5,76x101+ 2,08x101
30 3,24x10°+ 5,37x101
1 25 5,86x101+ 6,07x101
30 4,79x10'+ 7,52x102
Autoclave
3 25 9,89x10°+ 4,13%10°
30 7,89x101+ 1,01x10°
1 25 7,88x101+ 1,17x10°
30 1,00x102+ 1,65x101
Micro-ondas
3 25 7,83x101 + 2,68x10°
30 3,84x101+ 5,17x10°

Nota: n.d. — ndo detetado

78



Resultados e Discussao

S

o 100,00

c

@ 80,00

o

S 60,00

S 40,00

S 20,00

2 o

= (o) ‘o D oD oD
f» PV ¥ o o 3

= & & o*\xo & O @ & o*\xo o\” O ©

NACCINY & & < &® O
< A\ @
Extratos

m]1 SEMANA CRESCIMENTO

m 3 SEMANAS CRESCIMENTO

Figura IV.15 - Influéncia dos parametros de crescimento na capacidade quelante de Fe?* dos extratos
obtidos pelos métodos de extracdo otimizados (multi-etapas, autoclave e micro-ondas).

Verificou-se que, para os extratos de biomassa com crescimento de 1 semana, a
capacidade quelante de ies Fe(ll), de um modo geral, diminui com o tempo de crescimento.
Relativamente & amostra de extrato obtida por extracdo assistida por micro-ondas verifica-se
um aumento de capacidade quelante com o0 aumento da salinidade, no entanto ha amostra
de extracdo em autoclave diminui com a salinidade. Através destes resultados pode-se
verificar que a partida a salinidade n&o influéncia a produgdo de compostos com esta

capacidade.

O maior valor de atividade antioxidante relativamente a capacidade quelante de iGes Fe?*
verificou-se na amostra de biomassa com 1 semanas de crescimento e salinidade de 30 g/L
extraida em micro-ondas com um valor de 100,0 + 0,16%. Ou seja, tem uma capacidade

guelante de iGes Fe?" igual ao padréo utilizado (EDTA 2 mg/mL).
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IV.5.6 Poder Redutor de Fe3*

Foi estudado também estudado o poder redutor de Fe®** nas mesmas amostras, uma vez
gue os ides de ferro sdo precursores de reagdes oxidativas do organismo. No entanto, apesar
dos extratos apresentarem uma elevada capacidade quelante dos iGes Fe?*, ndo se verificou
potencial redutor dos ides Fe(lll). Foram realizadas vérias alteracbes ao método,
nomeadamente, envolvendo mudancga de reagente e mistura reacional, no entanto n&o foram
detetados valores de potencial redutor pelo presente método descrito em 111.3.5.6. Conclui-
se, deste modo, que a partida que os extratos estudados nédo apresentam potencial redutor

de iBes Fe®".

IV.6 Fracionamento de biomoléculas por cromatografia de troca idnica

Apés determinacdo dos contelddos em polissacéaridos totais, S-glucanos, proteinas,
compostos sulfatados e compostos fendélicos, selecionou-se um extrato para fracionamento

de polissacaridos.

A selecéo do extrato teve por base a concentragdo em polissacaridos totais, tendo recaido
a escolha no extrato obtido por extragdo assistida por micro-ondas (KOH 0,1M; 120 °C, 30
minutos) da biomassa desenvolvida durante 3 semanas em condi¢cdes de salinidade de
30g/L.

Apos esta selegdo realizou-se um fracionamento destas biomoléculas por cromatografia
de troca i6nica com resina DEAE-52 numa coluna (1 x 5cm) por incrementos graduais na
forca idnica (Agua destilada, NaCl 0,1; 0,3 e 0,5M, NaOH 0,1; 0,5M e 1M e KCI 2M). Numa
primeira tentativa, foi aplicado 2,5 mL de extrato (MICRO KOH 0,1M, 120°C, 30 min) contendo
cerca de 37 mg de polissacéaridos (diluicdo 1:2 em agua). O objetivo principal deste processo

seria isolar o maximo de polissacéaridos devido a sua bioatividade.

A cromatografia foi acompanhada por leitura de absorvancia a 200, 260 e 280 nm, de
forma a monitorizar a presenca de polissacaridos, acidos nucleicos e proteina. O

cromatograma deste processo de fracionamento esté representado nas figuras IV.16. [103]
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Figura IV.16 - Cromatograma do extrato MICRO (KOH 0,1M, 120°C, 30 min), obtido em coluna contendo a
resina DEAE-52 de acordo com os Materiais e Métodos. O contetido em polissacéridos nas frages foi doseado
pelo método do fenol-acido sulfurico. Sistema eluente a) agua destilada; b) NaCl 0,1M; ¢) NaCl 0,3M; d) NaCl
0,5M; e) NaOH 0,1M, f) NaOH 0,5M g) NaOH 1M; h) KCI 2M

A presenca de acidos nucleicos na amostra como contaminacao foi detetada seguindo o
perfil cromatografico a 260nm, no entanto este perfil ndo se encontra representado na figura
anterior. Através da Abs a 260 nm verificou-se uma presenca acentuada de acidos nucleicos
nas fragdes iniciais eluidas com NaCl 0,1M e que as frac¢des finais estao, praticamente, livres

de contaminacao por acidos nucleicos.

A leitura da Abs a 280 nm das fragBes cromatograficas permitiu detetar a presenca de
proteinas. As proteinas podem estar sob a forma de um complexo proteina-polissacarido,
sendo este complexo um composto bioativo de interesse, ou na forma de proteina isolada,

sendo, deste modo uma contaminacdo da amostra.

A semelhanca do sucedido com o acompanhamento de contaminacdo por &cidos
nucleicos, a maior concentracao de proteinas foi detetada nas fracdes eluidas com NacCl
0,1M observando-se uma diminuicdo ao longo do fracionamento, sendo praticamente

indetetaveis nas ultimas fraces deste processo.
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O acompanhamento da cromatografia a 200 nm teve como objetivo detetar de uma forma
rdpida a presenca de polissacaridos nas fragcbes cromatogréaficas. Observando a curva de
eluicdo a 200nm, verifica-se a partida uma concentracdo mais elevada de polissacaridos nas

fracOes iniciais eluidas com agua e nas fra¢gdes eluidas com NaCl 0,1 M.

No entanto, a detecdo de polissacaridos a este comprimento nao € um método muito
especifico, podendo haver a interferéncia de proteinas e acidos nucleicos. De modo a
confirmar a presenca e quantificar os polissacéaridos eluidos, as fracdes foram doseadas

pelo método fenol-4cido sulfarico.

Através deste doseamento confirmou-se um teor mais elevado de polissacaridos nas
fracdes iniciais eluidas com agua e nas fracdes eluidas com NaCl 0,1M. O que confirma os
resultados obtidos através da Abs a 200nm. Verifica-se também a diminuicdo da
concentracao de polissacaridos com o aumento da concentracdo de NaCl e, no entanto, com
0 aumento da forca ionica das solu¢des de NaOH e KCI observa-se 0 aumento o seu teor,

nomeadamente nas fracdes 87 e 98.

Estas fragfes foram ainda doseadas pelo método de ligagédo do azul de Coomassie e pelo
método turbidimétrico de BaCl,. Para este fim, as fragGes tiveram que ser neutralizadas
previamente uma vez que estes métodos de doseamento de proteina e de compostos
sulfatados s&@o sensiveis ao pH alcalino. Apds neutralizacdo dosearam-se as fragfes pelos
referidos métodos, no entanto, ndo foram detetados quaisquer destes compostos. Estes
resultados contrariam o cromatograma a 280 nm que apresenta proteina em diversas
fracdes, o que indica que, ao proceder-se a neutralizacdo das fracdes, € possivel que estas

tenham ficado demasiado diluidas ndo sendo possivel o seu doseamento.

IV.7 Espetroscopia de Infravermelhos com Transformada de Fourier

A espetroscopia de infravermelhos com transformada de Fourier foi realizada com o

objetivo de detetar caracteristicas estruturais parciais das amostras.

Esta técnica foi aplicada a varias amostras, nomeadamente a biomassa inicial (crescida
durante 3 semanas com uma salinidade de 30 g/mL), aos extratos obtidos por extracdo em
autoclave e assistida por micro-ondas e convencional por multi-etapas. Posteriormente, foi
também aplicada as fracbes da cromatografia de troca iénica n°® 87 eluida com NaOH 1M e
n° 98 eluida com KCI 2M.
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Inicialmente compararam-se os espetros de FT-IR da amostra de biomassa com 3
semanas de crescimento e salinidade de 30 g/L, com os extratos obtidos em autoclave (125
°C; 1,5h) e assistido por micro-ondas (KOH 0,1M; 120 °C; 30 min) a partir da mesma amostra
de biomassa (Figura IV.17).

De seguida, comparou-se o espetro de FT-IR dos extratos obtidos da de biomassa com 3
com crescimento de 3 semanas e salinidade de 30 g/L apés extracao assistida por micro-
ondas (KOH 0,1M; 120 °C; 30 min) com o da fracdo de cromatografia de troca ibénica n® 87

eluida com NaOH 1M e com o da fragdo n°98 eluida com KCI 2M (FiguralV.18)
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Figura IV.17 - Espetros de FT-IR de a) biomassa 1:10 com agua destilada, b) extrato micro-ondas (KOH
0,1M; 120 °C, 30 min) e c) Extrato autoclave (125 °C; 1,5h), em pastilhas de KBr.

Através da analise de figura IV.17 é possivel verificar que, independentemente do solvente
e processo de extragdo, o comportamento do espetro FT-IR apresenta-se muito semelhante
ao da biomassa inicial anterior ao processo de extracdo, o que indica que a extragdo nao

causou alteracfes estruturais dos compostos presentes na biomassa.

Observa-se nos diferentes espetros algumas bandas caracteristicas dos polissacaridos.
Préoximo de 3430 cm verifica-se a presenca de uma banda com elevada intensidade
correspondente a ligacdo O-H. A banda presente no intervalo de 2970-2850 cm representa
a ligacdo C-H. A biomassa apresenta uma banda ausente nas restantes amostras a 1736 cm-
! correspondente ao anido carboxilato. A 1450-1410 cm* verifica-se uma banda caracteristica

da deformacao assimétrica de CHsz e CH..
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Apresenta-se uma banda de baixa intensidade a 1230 cm™ que indica a presenca de
ésteres sulfatados O-SOs. A presenca da banda a 110 cm™ representa a ligacéo simétrica C-
O-C. Adicionalmente, verifica-se a presenca de banda abaixo de 700 cm™? em todas as
amostras a excepg¢ao da amostra de biomassa, esta banda indica a presenca de conformacéo
B de polissacaridos. [13], [85], [86]

Verifica-se, ainda, a presenca de duas bandas a 1654 cm™ que representam a ligacédo
C=0 caracteristica da amida | e a 1549 cm™ encontra-se uma banda caracteristica da
extensdo C-N da amida Il o que indica contaminacéo de proteinas. Com a auséncia de banda
caracteristica do complexo proteina-polissacarido a 1250 cm?, pode-se afirmar que néo

existe proteina conjugada nas amostras. [13], [85], [86]
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Figura 1V.18 - Espetro de FT-IR de a) extrato micro-ondas (KOH 0,1M; 120 °C, 30 min) a 120 °C, 30 min,
KOH 1M, b) frac@o cromatogréfica n° 98 eluida com KCI 2M e c) fragdo cromatogréfica n® 87 eluida com NaOH
1M, em pastilhas de KBr.

Na figura IV.18, a 3437 cm™* observa-se nos espetros das duas fracdes 87 e 98, a presenca
de uma banda larga correspondente a ligacdo O-H. A 2960-2852 cm™* é possivel verificar na
fracdo 87 a presenca da banda de extensdo da ligagdo C-H. A 1465-1386 verifica-se nas

duas fragcOes a presenca da banda de deformacé&o dos grupos alquilo. [13], [85], [86]
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A 1174-1055 a fragdo 87 apresenta uma banda correspondente a ligagcao simétrica C-O-
C. Nao existe presenca da banda de éster-sulfato nas fracdes contrariamente a amostra de
extrato, no entanto, na fracéo 98 verifica-se a presenca de uma banda a 883 cm™ relativa a
ligacdo C-O-S. [13], [85], [86]

Com a auséncia das bandas da amida | e amida Il conclui-se que o fracionamento da
amostra possibilitou a separacao dos polissacaridos da contaminacao de proteinas. [13], [85],
[86]
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Este trabalho final de mestrado teve como objetivo a producdo, a extracdo e a
caracterizacdo parcial de compostos bioativos da microalga diatomacea Phaeodactylum

tricornutum.

A producéo de biomassa de P.tricornutum foi efetuada variando duas salinidades do meio
de cultura (25 g/L e 30 g/L de NaCl) durante 1 e 3 semanas. Posteriormente, estudaram-se
varios métodos de extragdo, dos quais se selecionaram trés que apresentaram melhor
performance no que diz respeito ao teor em compostos bioativos: extracdo convencional em
multi-etapas, extragdo em autoclave e extragdo assistida por micro-ondas. Os métodos de
extracdo selecionados (autoclave e micro-ondas) foram sujeitos a processos de otimizagao
relativamente a tempo de extracdo, a temperatura e/ou ao solvente de extracéo. Verificou-se
gue as condi¢des 6timas para o método de extracdo em autoclave foram temperatura de 125
°C durante 1,5h, na extracdo assistida por micro-ondas as condi¢fes 6timas de extracdo
foram atingidas utilizando como solvente uma solugéo de KOH 0,1M, a uma temperatura de
120 °C e durante 0,5h.

Apos a aplicacdo dos varios métodos de extracdo analisou-se o teor em biomoléculas dos
varios extratos obtidos verificando-se um elevado teor em polissacaridos totais e compostos
sulfatados. A analise quantitativa e qualitativa de compostos bioativos a partir de microalgas
baseia-se principalmente na selecdo de métodos de extracdo adequados, pois desempenha

um papel crucial nos resultados finais e respetivas conclusées.

Assim, com base nos valores obtidos através dos varios métodos de doseamento
aplicados aos extratos, foi possivel concluir que o método que aumentou a eficiéncia de
extracdo de compostos bioativos foi a extragdo assistida por micro-ondas, através do qual foi
possivel obter um rendimento de 16,8% para extracdo de polissacéridos, 15,8% para a
extracado de compostos sulfatados e 2,1% para a extracdo de proteinas. Os valores referidos
acima ultrapassam os valores da literatura atingidos por Guzman em 2003. Os teores em f-
glucanos detetado pelo método do Congo Red e pelo método do Alcian Blue foram muito
reduzidos ou em alguns casos praticamente inexistentes. O método de extracao que
demonstrou ser mais eficiente na extracdo destes compostos foi o que utilizou o autoclave

durante 1,5h a 125°C, verificando-se um teor de 5,57 mg/g de biomassa.
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Foi também estudada a capacidade antioxidante in vitro dos extratos obtidos através dos
métodos selecionados e otimizados. Os compostos fendlicos sdo constituintes muito
importantes devidos a sua capacidade de eliminagcdo de radicais livres contribuindo
diretamente para acao antioxidativa dos extratos onde estdo presentes, sugerindo
desempenhar um papel preventivo no desenvolvimento tumores e doencas cardiacas. Os
extratos obtidos com KOH 0,1 M como solvente revelaram ser os mais elevados em
compostos fendlicos, com um teor de 0,2-0,3 mg GAE /g de biomassa na fracdo alcalina

(FKOH) do método convencional em multi-etapas e 0,1 mg GAE /g de biomassa no MICRO.

A atividade antioxidante dos extratos foi também avaliada pelo teste de inibicdo do radical
ABTS e pelo teste da capacidade quelante dos ides Fe?*. O maximo de 2,4 mg TEAC /g de
biomassa foi observado no MICRO seguido pelo AUTO com 2,4 mg de TEAC /g de biomassa.
O extrato AUTO também revelou elevada atividade quelante de ides Fe?* (78,87%) sendo o
extrato que apresentou maior atividade quelante de ides Fe?* o assistido por micro-ondas,

revelando 100% de atividade.

O extrato MICRO (KOH 0,1M, 120°C, 30 min) foi também sujeito a um fracionamento de
polissacéaridos por cromatografia de troca idnica, em coluna, contendo a resina catiénica
DEAE-52, de onde foram selecionadas as fracdes n° 87 e n° 98 para analise por FT-IR. Esta
selecdo teve por base as suas concentracdes em polissacéridos totais, 1,26 e 1,39 mg/mL,

respetivamente, e a auséncia, a partida, de contaminantes (proteinas e acidos nucleicos).

A identificacdo e caracterizagdo parcial dos compostos presentes na biomassa de
P.tricornutum desenvolvida no meio de cultura com 30 g/L de salinidade durante 3 semanas,
0 extrato MICRO (KOH 0,1M, 120°C, 30 min) , o extrato AUTO (H20, 125°C, 0,5h) e duas
fracdes da cromatografia de troca idnica, foram efetuadas por FT-IR. Foram identificadas em
todas as amostras analisadas as regides de footprint dos polissacéaridos e verificou-se que,
independentemente dos processos de extragdo, do solvente utilizado, da temperatura e do

tempo de extracao, os polissacaridos ndo apresentaram diferencas estruturais significativas.

Quanto ao efeito dos fatores de crescimento analisados na producdo de compostos
sulfatados e polissacéridos de P.tricornutum, nomeadamente condi¢cdes de salinidade do

meio de cultura e tempo de crescimento, verificou-se que a salinidade de 30 g/L durante 3
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semanas potenciaram a sua producdo. No entanto, da andlise aos polissacaridos
extracelulares verifica-se que a partida, ser4 necessario um tempo de crescimento mais

elevado para a sua producao.

Tendo em conta que os polissacaridos, mais especificamente, os polissacaridos
sulfatados sdo dos compostos bioativos de maior interesse e tendo em vista a caracterizacao
estrutural destes compostos produzidos, € de extrema importancia no futuro estudar um

esquema de purificagdo adequado de modo a obter polissacéridos mais isolados.

Estudos in vitro poderdo ser realizados para analisar algumas propriedades,
nomeadamente atividade antitumoral em linhas celulares de carcinoma humano. A
caracterizacdo estrutural destes polissacaridos pelas técnicas de espectroscopia H e *C
RMN e GC-MS pode ser importante na identificacdo de novos polissacaridos com
propriedades potenciais para diversas aplicacdes industriais e medicinais.

A producdo de microalgas com niveis elevados de compostos-alvo é o primeiro passo
importante para a fabricacdo comercial de compostos bioativos. Assim, o estudo mais
aprofundado ao nivel do meio cultura variando algumas condi¢cdes de crescimento
nomeadamente a intensidade de luz, o arejamento, o teor de nitratos no meio, a temperatura,
de modo a obter uma cultura de P. tricornutum com produgédo maxima de compostos bioativos

de interesse, devera ser desenvolvido.

Por ultimo, uma grande vantagem de utilizar este tipo de microrganismo, para além do seu
crescimento rapido e econémico, é o facto deste tipo de microalgas ser capaz de excretar
biomoléculas para o seu meio de cultura. Como tal, no futuro, é fundamental estudar as
condi¢Bes 6timas de crescimento, nomeadamente o tempo de crescimento, de modo a obter
um maior teor em compostos bioativos extracelulares que véo diminuir, em larga escala, o

custo dos processos de downstream.
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Anexos

VII.1 Anexo |: Determinacdo do conteudo de biomoléculas dos extratos

resultante de biomassa de P. tricornutum com 3 semanas de

crescimento e salinidade 30 g/L

Tabela VII.1 - Determinagdo de contetido em polissacaridos, 4-(1,3)-glucanos e g-glucanos dos extratos

apos extragdo de biomassa de P.tricornutum com 3 semanas de crescimento e salinidade 30 g/L.

Método de Conteudo
Extracédo (mg/g biomassa)

Multi-etapas 2,50x10!
Auto 4h 2,74x10+ 1,49%x100
SH20 1,26x101+ 3,08x101

Polissacéaridos
. SEtOH 2,49x10'+ 9,61x101
Totais

Sonda 2,43x10 + 5,78x101
Banho 3,83%100+ 1,38x101
Micro HCI 120 30 | 1,31x10%2+ 9,71x101

Multi-etapas 2,61x100
Auto 4h 3,01x10°+ 2,22x101
B-(1,3)- - -
SH20 4,14x101+ 5,07x10-3

glucanos
SEtOH 7,06x10°+ 1,69%101
(Congo Red)

Sonda 3,60x101+ 4,56x102
Banho 1,44x100+ 2,28x101

Micro HCI 120 30

7,42x101 £ 1,07x102

B-glucanos
(Alcian Blue)

Multi-etapas 3,99x100
Auto 4h 2,93x10°+ 2,10x101
SH20 1,23x101+ 2,10x102
SEtOH 1,47x10°+ 5,59%102
Sonda 1,10x101 + 7,54%x107?
Banho 9,88x102+ 7,78x10°3

Micro HCI 120 30

1,26x101+ 8,34x10°3

109



Anexos

Tabela VII.2 - Determinacgdo de conteddo em proteina e compostos sulfatados dos extratos apés extragédo
de biomassa de P.tricornutum com 3 semanas de crescimento e salinidade 30 g/L.

Método de Contetdo
Extracdo (mg/g biomassa)
Multi-etapas 3,71x10!
Auto 4h 1,06x101+ 1,77x101
SH>0 2,73x10% 3,59x101
Proteina
SEtOH 3,03x10°+ 3,14x101
Sonda 2,45x101+ 1,46x10°
Banho 2,01x101+ 1,64x102
Micro HCI 120 30 | 2,73x10°+ 3,64x102
Multi-etapas 9,81x10!
Auto 4h 4,64x10'+ 1,41x10°
SH20 4,73x10% 3,95%x101
Compostos
SEtOH 1,83x102+ 2,63x10°
Sulfatados
Sonda 2,80x10%+ 1,11x10°
Banho 8,08x10°+ 7,73x101
Micro HCI 120 30 | 2,72x101+ 9,22x101
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VII.2 Anexo II: Determinagdo de conteddo em biomoléculas dos extratos
resultantes da extragcdo multi-etapas com biomassade P.tricornutum

com 3 semanas de crescimento e salinidade 30 g/L

Tabela VII.3 - Determinagdo do contetido em biomoléculas dos extratos das diferentes fracdes da extracao
multi-etapas aplicada na biomassa de P.tricornutum com 3 semanas de crescimento e 30 g/L de salinidade.

Conteudo
Amostra )
(mg/g biomassa)
FW1 5,82x10°+ 2,98x101
FW2 4,78x10°+ 7,36x101
Polissacéaridos
FKOH 1,03x10' + 1,63%102
Totais
FHCI 3,75x10°+ 1,15x101
FNaOH 5,23x101+ 7,08x10-2
FW1 6,91x102+ 1,93x1072
B-(1,3)- FW2 8,46x101+ 1,01x1072
glucanos FKOH 1,67x10°+ 1,82x101
(Congo Red) FHCI 2,37x102t 3,04x103
FNaOH 1,03x102+ 8,93x103
FW1 1,48x101+ 5,45x103
FW2 7,38x101+ 1,40x103
B-glucanos
) FKOH 3,04x10°+ 1,26x102
(Alcian Blue)
FHCI 5,15x102+ 8,12x10*
FNaOH 5,87x102+ 7,27x10*
Fw1 4,10x101 £ 8,59%x103
FW2 4,36x100+ 1,27x101
Proteina FKOH 3,20x101+ 1.21x10°
FHCI 3,17x101+ 3,39%x102
FNaOH 2,10x101+ 1,75x1072
FW1 2,76x10% + 4,47%x101
FW2 9,31x10°+ 8,69%101
Compostos
FKOH 3,99x101+ 1,40x10°
Sulfatados
FHCI 6,44x101+ 1,24x10?
FNaOH 7,15x10%+ 1,91x10?
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