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Resumo
As microalgas sé@o organismos unicelulares e multares, fotossintéticos, de

sistemas marinhos e de agua doce, estando tamieéenfes em ambientes terrestres e
que representam uma grande variedade de espéniesdw numa ampla gama de
condicbes ambientais. Comecam a ser vistas comdantende matéria-prima a ter em
conta para 0os mais variados ramos da industria.

O objetivo deste trabalho foi conhecer o potendigbtecnolégico de
Pectodictyon cubicum Taft, uma estirpe pertencente a Algoteca de CanfacCOl)
com o numero de referéncia ACOI 1651, no que digpeo a producdo de
polissacarideos e a sua capacidade antioxidante.

O crescimento d®ectodictyon cubicum foi monitorizado durante 31 dias, em
meio de cultura M7, com borbulhamento de ar, a tengeratura ambiente de 23°C,
uma intensidade luminosa média de 21,62umdlsihe um fotoperiodo de 16h:8h
luz/escuro, tendo sido obtida uma biomassa total @ie 3,20g/L.

No estudo dos polissacarideos testaram-se doiotediferentes de crescimento
da cultura, 15 dias e 1 més. Para a andlise de@dmtem monossacarideos, apos cada
tempo de cultivo, procedeu-se a uma extracédo a&aos polissacarideos, seguida de
hidrolise acida, sendo obtida uma solucéo querfaliisada em cromatografia liquida de
alta pressédo (HPLC). A comparacdo dos cromatograpsmgdtantes com padrdes de
monossacarideos com valor de retengdo conhecidosmitipe identificar
monossacarideos como ramnose, galactose e arabssvgld este 0 monossacarideo
presente em maior quantidade, 94,80% ao fim deidb dk cultivo e 91,00% apds 1
més, obtendo-se diferentes quantidades de monoisksrsa consoante o tempo de
crescimento.

O potencial antioxidante foi testado através de dwtodos, ABTS e DPPH.

Pelo método de ABTS, o valor da atividade antioxidalo extrato apds crescimento de
1 més (4,85mg/L equivalente a acido ascorbicojfenor que o do extrato obtido apds
15 dias (7,85mg/L equivalente a acido ascorbicalpres que estdo proximos do valor
de atividade antioxidante da cenoura (5,98mg/L\edente a acido ascoérbico). Para o
meétodo de DPPH foram também realizados ensaiosapssimento de 15 dias e de 1
més, tendo sido obtidos valores desgE@wuito superiores aos valores obtidos pelos

extratos dos alimentos usados como referéncia.



Pectodictyon cubicum ACOI 1651 demonstrou ter um crescimento celulatole
nas condicdoes de cultivo definidas, assim como uebevada producdo de
polissacarideos nos dois tempos de cultivo, sendo rp cultivo de 1 més essa
producao é maior. A composicdo em monossacaridgdgou-se ser semelhante a da
goma-arabica, podendo esta estirpe ter potenadédriologico associado a industria

alimentar para finalidades espessantes, gelifisatamulsionantes.

Palavras-chave?ectodictyon cubicum; crescimento; polissacarideos; monossacarideos;

atividade antioxidante;
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Abstract

Microalgae are unicellular and multicellular phaotathetic organisms from
marine and freshwater systems, also present iasteial environments, representing a
wide range of species living in a wide range ofiemnmental conditions. They are now
seen as a source of raw material to take into atdouvarious branches of industry.

The objective of this study was to understand tioéebhnological potential of
Pectodictyon cubicum Taft, a strain belonging to the Algoteca of CoimQACOI) with
reference number ACOI 1651, regarding the prodaoctd polysaccharides and its
antioxidant capacity.

Growth of Pectodictyon cubicum was monitored for 31 days in culture medium
M7, with air bubbling, at room temperature of 23&@,average light intensity of 21.62
umol m? s* and a photoperiod of 16h:8h light/dark, a totakfibiomass of 3.200g/L
being obtained.

In the study of polysaccharides two different tineésgrowth were tested, 15
days and one month. The content in monosacchaaiffes each cultivation time was
determined by proceeding to an alkaline extractidrpolysaccharides followed by
acidic hydrolysis and analysis of the obtained tsatu in high pressure liquid
chromatography. Comparing the chromatograms frarstimple with monosaccharide
standards of known retention time values, the macdsarides identified were
rhamnose, galactose and arabinose, this one benghost abundant, with 94.80 and
91.00 of relative % after 15 days and 1 month dtivation, respectively and different
amounts of monosaccharides obtained, dependinigeocultivation time.

The antioxidant activity was tested by two method®8TS and DPPH.
For the ABTS method, the values of the antioxidactivity after 1 month of growth
(4.85mg/L equivalent ascorbic acid) was lower th#iar 15 days (7.85mg/L equivalent
to ascorbic acid), these values being close toethog carrot (5.98mg/L equivalent to
ascorbic acid). The DPPH assay was also perfornfted 85 days and 1 month of
culture, with obtained Efg values higher than the reference values.

Pectodictyon cubicum ACOI 1651 showed a slow cell growth in the estdidd
growth conditions, as well as a high productionpofysaccharides in both times of

cultivation considered. The composition in monobkacitles appears to be similar to

Vil



Arabic gum, indicating a biotechnological potentélthis strain associated to the food

industry for purposes of thickening, gelling andusification.

Keywords: Pectodictyon cubicum; growth; polysaccharides; monosaccharides;

antioxidant activity
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1.Introducéao






1.1. As microalgas e o seu interesse comercial

As microalgas sdo organismos unicelulares e nellieres fotossintéticos de
sistemas marinhos e agua doce (Pigneletl., 2013), mas capazes de viver numa
ampla gama de condi¢cdes ambientais. E estimadexjsiam mais de 50 000 espécies,
mas apenas cerca de 30 000 foram descritas (AMJG@5).

As microalgas comegam a ser vistas como uma fanteatéria-prima a ter em
conta para 0s mais variados ramos da industriatiR&iente as plantas superiores, as
culturas de microalgas apresentam inUmeras vardagema vez que possuem maior
eficiéncia fotossintética, o que permite um crescitn mais rapido e uma maior
producdo de biomassa por area de cultivo. Alémogdias culturas de microalgas
permitem colheitas diarias, ao longo de todo o enoyez de colheitas sazonais e 0 seu
cultivo pode ser feito em condi¢Bes climatoldgieade solo que ndo competem com as
culturas tradicionais, como desertos e solos cantdns ou pouco produtivos. Podem
ainda ser cultivadas em aguas marinhas e salolhrasno efluentes industriais e
aproveitando o C@libertado por essas industrias (Scragg., 2003; Chisti, 2007).

Os primeiros relatos sobre a utilizacdo de micamldatam de ha 2000 anos
atrds, pelos chineses, que se alimentavamNo&oc nos periodos mais dificeis
(Priyadarshani & Rath, 2012). Vérias populacdesgaaas utilizavam, ha centenas de
anos, como fonte de alimento, algas corNostoc, Arthrospira (Spirulina) e
Aphanizomenon, mas o cultivo de microalgas tem poucos anos. £erd®lvimento da
biotecnologia microalgal efetivamente s6 teve miai partir da metade do século
passado (Jenses al., 2001). Na década de 50, o aumento da populacéalial e a
consequente falta de proteinas, levou a procuraosias alternativas como fonte de
proteinas, sendo a biomassa algal uma boa candAtataaesmo tempo, a procura de
substancias bioativas, como antibiéticos, nessasma® algas, também se iniciou
(Borowitzka, 1995).

A cultura comercial em larga escala comecou nos &@ no Japdo, com o
cultivo de Chlorella e, posteriormente, com o cultivo e colheitaAtérospira num
lago no México. Na década seguinte ja haveria cdecd6 cultivos em larga escala na
Asia produzindo mais de 1000kg de microalgas pos, péincipalmenteChlorella
(Spolaoreet al., 2006). A producdo comercial d@naliella salina, como fonte de-
caroteno, tornou-se a 32 maior industria microalgahando as instalacbes de producao

se estabeleceram na Australia, em 1986. Mais rememie iniciou-se a producdo de



Haematococcus pluvialis, para extracdo de astaxantina, nos Estados Uridasindia
(Pulz & Gross, 2004).

Vérias espécies sdo ja utlizadas para diversagagpes na industria,
Arthrospira € usada na alimentacdo humana devido ao seu donpedteico, excelente
valor nutritivo e pelo facto de ter possiveis efitbenéficos na saude: alivio da
hiperlipidémia, supressdo da hipertensdo, proteg@dra falhas renais, promocgéo de
crescimento da bactéria intestinal e supressdolutzogg no sangue. Na industria
farmacéutica esta microalga € muito usada na péwdde nutracéutico<hlorella
das microalgas mais produzidas na industria dewidma producdo de lipidos com
potencial para biodiesel. A substancia mais impdet@roduzida por esta microalga é o
B-1,3-glucano, que é um imunoestimulador ativo ez os lipidos do sangue. Esta
microalga também pode ser usada como aditivo atengrara ajustar o sabor dos
alimentos.Dunaliella salina é explorada pelo seu conteddo p+oaroteno e pode ser
usada na dieta humana, como suplemento alimenian.ddrto periodo de tempo, cerca
de 30 anos, a industria biotecnolégica das micesalgresceu e diversificou-se
significativamente. Em 2006 o mercado de biomasgal @roduzia cerca de 5000
toneladas de biomassa seca por ano (Spothale 2006).

As microalgas também possuem vantagens em compatag@as macroalgas,
pois podem crescer em biorreatores, em condi¢cGesotadas, e comegam a ser usadas
como matéria-prima para a industria alimentar, #a@utica, cosmética. Devido ao
progresso biotecnolégico e a producdo em largaleestestes ultimos anos, as
microalgas representam uma das mais promissortesfda biomateriais para aplicacéo
industrial (Parlet al., 2011).

1.2 Pectodictyon cubicum Taft, 1945

De acordo com Algaebase (http://www.algaebasearg)croalgaPectodictyon
cubicum Taft pertence ao filo Chlorophyta, classe Chloymglae, ordem
Chlamydomonadales, familia Sphaerodictyaceae ergé&eetodictyon. Segundo Lang
e seus colaboradores (1987) foi encontrada emsviraais tais como Estados Unidos,
Canada, América do Sul e Europa.

Em 1945, Taft fez a primeira descricdo da espétiservando oito células, que
formavam cendbios ocos onde cada célula se envantta canto de um cubo

delimitado por corddes gelatinosos produzidos &dlg as células. Verificou também



que quando as células produziam autésporos e awbiosnresultantes permaneciam

ligados formavam-se colonias compostas (Figura 1).
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Figura 1. Observagéo dRectodictyon cubicum, ao microscépio 6tico, com ampliagdo de 400X, seta-

da-china (a) e com tinta-da-china para evidencraueilagem envolvente (b, c).

ApoOs o estudo de material fresco e material presevTaft (1945) interpretou o
desenvolvimento erRectodictyon cubicum como “cada protoplasto sofre trés divisdes
sucessivas em planos perpendiculares entre staedalnum grupo de oito autdosporos
colocados em dois planos, cada um com quatro artispada”. Verificou a separagédo
das células através da formacdo de material getatidd sua volta, sendo que essa
“gelatinizacdo de determinadas areas da paredé@arcaumenta a separacdo e resulta
em corddes gelatinosos que unem as células formandmbo”.

Em 1987, Lang e os seus colaboradores estudBeatodictyon cubicum ao
microscopio eletrénico e verificaram que a pareelelar apresentava duas camadas,
uma espessa, interior, granuloso-fibrilhar, preseimente de celulose e uma fina,
trilaminar, exterior, semelhante a esporopolenmmasente em muitaShlorococcales.
Descreveranainda uma matriz mucilaginosa por fora da céluka ppderia parecer um
pouco fibrilhar, homogénea ou em camadas e asaséinterfasicas, com um unico
cloroplasto em forma de taca e com um pirendideadd por uma ou duas placas
grandes de amido. Os autores mostraram ainda glings@o celular ocorria por um
sulco de clivagem o qual seguia um caminho delingaat segmentos de reticulo

endoplasmatico e por indistintos microtabulos dogiasto.

1.3.Mucilagens em microalgas
Os hidratos de carbono sdo normalmente divididos neamossacarideos,
oligossacarideos e polissacarideos. Os monosseasir§fio poli-aldeidos ou cetonas

geralmente com uma cadeia de carbono néo ramificzielo exemplos a glucose, a



frutose e a galactose. Os oligossacarideos sagoshai partir de ligacdes glicosidicas
entre dois e dez monossacarideos enquanto os gualifdeos sdo constituidos por
monossacarideos em numero superior a 10 (Batliiz, 2009).

As fontes principais de polissacarideos para udastnial tém sido as plantas
superiores (amido, celulose, pectina, galactomanamagomas) e as macroalgas
(carragenanas, agar e alginatos, genericamenteecidol por ficocoldides). O uso
destas fontes de polissacarideos tem algumas dageas, como a sazonalidade de
oferta da matéria-prima e a flutuacdo dos precosndecado, devido a mudancas
politicas ou constrangimentos ambientais, bem comoheterogeneidade das
propriedades quimicas e fisicas resultantes d@sc@as das condicbes de crescimento
e dos métodos de extracdo (Eteshablal., 1998; Pereirat al., 2003; Pulz & Gross,
2004).

Tal como as macroalgas, as microalgas sintetizamrsbs polissacarideos que
constituem a sua parede celular. A parede celdanditas algas consiste numa fase
cristalina incorporada numa matriz, sendo esta dastlina geralmente composta por
celulose, xilanas ou mananas. Os polissacaridesz®loertos na parede celular variam
com 0 género e espécie de microalga, bem como cfaseade crescimento. Estudos
indicam que séo sintetizados em vesiculas no compie Golgi durante a fase
exponencial de crescimento e depois transportadias @ membrana celular onde se
fundem a esta, e sao libertados por exocitose s& datacionaria (Myklestad, 1995;
Tsekos, 1999).

As mucilagens das microalgas tém sido vagametit@dahkes ao longo dos anos.
O’Colla (1962), por exemplo, definiu as mucilagensemo uma classe de
polissacarideos soluveis que mostra uma grandesdigee na sua estrutura molecular
e que sao constituintes da parede celular, sendsidevadas parte da célula e seus
produtos fisiolégicos. Os componentes dominantes rdacilagem algal sao
polissacarideos, mas foram também identificadotefmas, acidos nucleicos e lipidos,
virus e microbios. A natureza e a proporcao redati® polissacarideos e proteinas sao
0s principais fatores de interacdo que podem inflize a formacdo de uma matriz de
mucilagem e as suas propriedades funcionais (Metseteal ., 2003).

Os polissacarideos que constituem parte da munilad® polimeros naturais e
recentemente considerados como uma importante éteovos compostos bioativos
para suprimir as necessidades do mundo atual éGalo, 2013). Podem apresentar-se

na forma de capsula gelatinosa, bainha ou mucilageen envolve as células ou as



colonias de células, permanecendo junto destasraodibertados e difundidos para o
meio ambiente, como exopolissacarideos sollveiS)Efuer metabolicamente quer
por degradacdo natural e ou mecéanica. Apenas atagers e as capsulas apresentam
grandes quantidades de polissacarideos, as bafutzaglo presentes, representam uma
pequena fracdo do peso seco das microalgas (Ascenei., 2004; Richertet al.,
2005).

Os polissacarideos sao a principal fonte de carlwwgénico libertado pelas
algas e armazenado para a cadeia alimentar, temaddegimportancia ecologica. Os
monossacarideos constituintes sdo extremamentievgeritanto em composicdo como
em estereoquimica (Giroldo & Vieira, 2002; Prajagatl., 2013). Em diatomaceas, a
producdo de polissacarideos € predominante norescimmento e uma parte critica do
seu sucesso biologico (Hoaglagidl., 1993).

No aspeto fisiologico, a presenca de uma camadBR& a volta da célula
podera estar envolvida na protecdo da célula jgal@eir a penetracdo desnecesséria de
ibes. Estes EPS também podem estar envolvidos piraae retencdo de agua
envolvente, em ambientes extremos (@&@bal., 2013). S&o caracterizados por terem
altos valores de viscosidade e um comportamentstigpae, dependendo das suas
caracteristicas quimicas, podem ter vérias utifieac(De Philippset al., 2000):
polimeros que mostrem grandes concentracfes dascaegativas nas macromoléculas
podem ser usados como agentes quelantes para gaen®metais pesados das massas
de agua ou para a lixiviacdo de metais valiososredéduos sélidos industriais;
polimeros caracterizados pela presenca de gruplsfdidicos, em conjunto com os
tipicos grupos hidrofilicos dos polissacarideosdegno interessar como agentes
emulsionantes.

Dado que os hidratos de carbono séo produtos gestde a tornar escassos e
caros a um ritmo rapido, o uso de microalgas comntefsustentavel destes podera ser
uma possivel solucdo, necessitando de uma melhgoregdo, uma vez que 0s
polissacarideos podem representar uma grande fradgddbiomassa microalgal
(Draaismeet al., 2013).

1.3.1.Estudos efetuados em microalgas
Vérias cianobactérias produzem grandes quantidadkes polissacarideos
extracelulares na forma de bainhas e cpsulas ¢Haiah., 1998; De Philippi®t al.,



2001). Por exemplo, num estudo de Helm e seus a@ldbres (2000), em laboratorio,
culturas deNostoc sphaeroides libertaram cerca de 1200mg/L de polissacarideo,
enguanto entre 300 a 600mg de polissacarideo prmmfisolados de 1,5L de meio de
uma cultura dé&lostoc commune DRH-1.

Outros autores (Becker, 2007; Harwb al., 2010) fazem referéncia a
percentagem de polissacarideos por peso seco umadgestirpes de diversos grupos
algais (Tabela 1), em que se desta&imogyra sp. ePorphyridium cruentum.

Tabela 1. Teor em polissacarideos presente emsdiverspécies de microalgas (adaptado de Becker,
2007; Haruret al., 2010).

Classe Espécie Polissacarideos (% em
peso seco de biomassa)
Scenedesmus obliquus 10-17
Scenedesmus dimor phus 21-52
Chlamydomonas rheinhar dtii 17
Chlorella vulgaris 12-17
Chlorophyceae Chlorella pyrenoidosa 26
Dunaliella bioculata 4
Dunaliella salina 32
Haematococcus pluvialis 27
Tetraselmis maculata 15
Soirogyra sp. 33-64
Euglenophyceae Euglena gracilis 14-18
Rhodophyceae Porphyridium cruentum 40-57
Spirulina platensis 8-15
Spirulina maxima 13-16
Synechococcus sp. 8-15
Anabaena cylindrica 25-30
Cyanophyceae Arthrospira maxima 13-16
Aphanizomenon flos-aquae 23
Isochrysis galbana 17
Prymnesiophyceag Prymnesium parvum 25-33
Eustigmatophyceae Nannochloropsis spp. 36

O conteudo em polissacarideos das microalgas & eosoposicdo dependem do

meio de crescimento e da idade das culturas, bem gariam entre espécies e estirpes



(Bafana, 2013). Podem ser encontrados agucares ewaimnose, xilose, manose,
galactose e glucose ou agucares menos comuns eomose, fucose e &cido urdnico.

Em Phaeocystis sp. foram caracterizados agucares como manose)osam
arabinose, galactose, xilose, glucose e fucosenhare & Repeta., 1999gnquanto
em Porphyridium sp. foram encontrados, pelo menos, 10 acUcareeedits entre os
guais xilose, glucose e galactose em maior abura&Bmnghet al., 2000). Segundo
Giroldo e seus colaboradores (2005). BElryptomonas pirenoidosa estdo presentes
acucares como ramnose, fucose, xilose, manosest@sdae glucose. Estudos em
Porphyridium cruentum revelaram um heteropolimero composto por xilosgcage e
galactose em maiores quantidades e manose, arabmosibose em pequenas
guantidades (Arad & Levy-Ontman, 2010). Em duaséeisgs de Cryptomonas
(Cryptomonas tetrapyrenoidosa e Cryptomonas obovata), através de analise em HPLC,
foram encontrados agucares como ramnose, fucdsse xmanose, galactose e glucose
(Giroldo & Vieira, 2002; Giroldcet al., 2005). Na clorofiteScenedesmus acuminatus
foi detetada a presenca de grandes quantidadesatesen (76 %), associada a
percentagens menores de arabinose (9%), fucos®)(3¢galactose (2,5%), ramnose
(2,5%), xilose (3%), acido galacturonico (3%) edacglucurénico (9%) (Lombardit
al., 2005). Raposo e seus colaboradores (2013), izar@in na forma de tabela os
diferentes tipos de polissacarideos, incluindo asadfos e os principais acucares
encontrados em varias espécies de microalgas @ apel

O interesse no potencial biotecnologico de polmsdeos naturais tem
aumentado devido ao interesse da industria naislt®b de produtos sintéticos por
produtos naturais e o0s polissacarideos de micmalgando os menos estudados,
representam um desafio emocionante (Arad & Levyr@nt 2010). Os
exopolissacarideos de microalgas estdo a ser algetstudos estruturais, bem como da
sua funcao biolégica. Por exemplo, estudos feito<sgrodinium impudicum mostram
gue os seus exopolissacarideos sulfatados ténidackeyimunoestimulante e antiviral
(Yim et al., 2004), enquanto polissacarideos sulfataddBodghyridium sp. revelaram
ter grande potencial contra o virdgrpes simplex e emVaricella zoster (Huleihel et
al., 2001). EmHaematococcus pluvialis os exopolissacarideos obtidos e purificados
mostraram também ter atividade imunoestimulanterk(Pa al., 2011). Os
polissacarideos das cianobactérias atuam como esgetd¢ protecdo contra a

desidratacdo devido a sua capacidade em captamaukc agua, criando uma bainha



gelatinosa a volta das células que regula a quaddidde agua em periodos de
dessecacao, protegendo as células dos raios Ue\P(iilippset al., 2000).

Os polissacarideos assumem um potencial em apdisagdlustriais, podendo
ser utilizados na industria alimentar como ageegsessantes, industria cosmética e
téxtil. Tém a capacidade de modificar as propriedath agua e ainda o sequestro de
ibes metalicos na industria farmacéutica. Estadoéamenvolvidos em processos de
quelacédo de metais devido a presenca de agUcaregados negativamente, podendo
evitar o contacto direto das células com metaiages(Silipcet al., 2010).

Os resultados de programas rdetreio de polissacarideos de microalgas para
testarem efeitos imunoldgicom vitro, mostraram que polissacarideos altamente
sulfatados podem desencadear a estimulacdo celalaistema imunitario humano.
Fracbes de polissacarideos eficazes foram encastraghaioritariamente em
cianobactérias, mas compostos extraidos de rosl@italorofitas mostraram tambéem

grande eficiéncia (Pulz & Gross, 2004).

Tabela 2. Tipo de polissacarideos e principais @agscencontrados em varias espécies de microalgas
(adaptado de Raposet al., 2013). EPS-exopolissacarideos; sPS, polissacaridelfatados; PS,

polissacarideos.

Microalga/Cyanobacteria Grupo Tipo de polissacaride | AcUcares principais
Cylindrotheca closterium sPS xilose, glucose
Navicula salinarum glucose, xilose
Phaeod_actylum t_ricornutum Diatomaceas EPS (sulfatados) glucose, manose
Nitzschia closterium
Chaetoceros sp. - -

Amphora sp.

Chlorella stigmatophora PS (sulfatados) glucose, xilose

Chlorella sp. Clordfitas sPS

Ankistrodesmus angustus EPS

Tetraselmis sp. Prasinoficeas -
(Chlorophyta) sPS

Isochrysis sp. Primnesioficeas
(Haptophyta)

Porphyridium sp. xilose, galactose
P. cruentum Rododfitas sPS xilose, galactose
Rhodella reticulata xilose, galactose
Aphanothece hal ophytica EPS glucose, fucose
Arthrospira platensis Ciandfitas sPS ramnose, fructose
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1.4.Metodologias de extracao de polissacarideos

As vérias metodologias de extracdo de polissagzsidavolvem etapas como a
eliminacdo de impurezas e a precipitacdo por stégeluimicos (pré-tratamento
alcalino, hidrolise acida).

De acordo com Zheng e seus colaboradores (20q&g-tratamento alcalino é
um dos métodos quimicos mais utilizados em plargasdo utilizadas varias bases
como hidroxido de sddio, hidroxido de célcio e biddo de potassio, entre outras. E
basicamente um processo de deslignificacdo dasdgmreno qual uma parte
significativa de hemiceluloses é também solubibizdd tratamento alcalino do material
lignoceluldsico leva ao decréscimo do grau de pmiipacdo e cristalinidade, a
disrupcao da estrutura da lenhina e separacadgdades estruturais entre a lenhina e
os hidratos de carbono. A efetividade do tratamexitalino varia dependendo do
substrato e das condi¢Oes de tratamento. O temp@atdenento pode ser de horas ou
dias, sendo mais longo que outros processos ddrggemento. Uma desvantagem
significativa deste processo € a conversao alcadima sais irrecuperaveis e/ou a
incorporacdo de sais na biomassa durante as reat@ieque as quantidades de sal
sejam um desafio para este tipo de tratamento.

Ainda segundo 0s mesmos autores, acidos conf®OHe HCI tém sido
utilizados no tratamento de matérias lignocelulisiqois sdo agentes poderosos na
hidrolise da celulose, contudo os acidos conceosrasfio tOxicos, corrosivos e
perigosos sendo necessarios reatores resistentesrasdo. A hidrélise com acido
diluido foi desenvolvida com sucesso no pré-tratdmdestes materiais. Por exemplo o
pré-tratamento com acido sulfarico consegue alcaaltas taxas de reacdo e melhora
significativamente a hidrélise da celulose. Com umeaperatura moderada, a
sacarificacdo direta € de baixo rendimento devidie@omposicdo dos acucares. Por
outro lado altas temperaturas sao favoraveis aligdrda celulose.

Na extracdo de polissacarideos em microalgas ormbstaculo é a dificuldade
em quebrar a parede celular rigida das microatiEisym dos passos mais importantes
ser o pré-tratamento/extracédo (Zkéa@l., 2013). Dos poucos estudos ainda realizados
destaca-se o de Templeton e seus colaboradore®) (2@ verificaram que a biomassa
microalgal difere da biomassa das plantas, posuaacomposi¢do néo existe lenhina e
tem um alto teor em proteinas e lipidos, o que rseugpie ndo sO diferentes
monossacarideos estejam presentes antes da ldodliimo outros subprodutos possam

interferir na separagao e quantificacdo em cromatiag
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1.5.Condicdes para a otimizacdo da producao de miagem

As condic¢des de cultivo das microalgas séo fatongsrtantes que influenciam
0 seu metabolismo, direcionando para a sintesemipastos de interesse especificos
(Morais et al., 2015). Estudos realizados dtarphyridium cruentum concluem que a
taxa de crescimento e a producdo de polissacarisimsafetadas pelas condi¢cdes
ambientais. Um importante fator de crescimentdu& & tem sido bastante investigado
em termos de densidade do fluxo de fotdes. De acooth a teoria de Emerson e
Brody, a luz pode reduzir o periodo de crescimeetessario para ser alcancada a fase
estacionaria. O nivel e qualidade de luz desempenima papel chave no crescimento
das células e na producéo de polissacarideos (&i@hanghai, 2008). Hongmeiseus
colaboradores (2014) realizaram um estudd\estoc sp. onde avaliaram a influéncia
da intensidade da luz na composicdo dos polissioa; verificando nao existir
influéncia na composicao dos monossacarideos quatitteem o polissacarideo.

Em muitas espécies a taxa de producdo de polisdacaraumenta com a
deficiéncia em nutrientes no meio, como conseqaémaicarbono assimilado (Giroldo
et al., 2005). Segundo Smith & Underwood (2000), desgke rifio haja divisédo celular
em condi¢cbes de privacdo de azoto, o carbono dadonpor via da fotossintese seria
direcionado para a producdo e libertacdo de pohsgieo. A privacdo de azoto
simularia a fase estacionéaria de crescimento dakasgquando a libertacdo de hidratos
de carbono é aumentada.

Apesar das diferencas na composicdo de muitasiesp@tletirem diferencas
genéticas podem, por vezes, ser atribuidas as gémwdide cultivo. Alguns estudos
mostram que a composi¢cao das microalgas pode mudado cultivadas em diferentes
condicbes ou colhidas em diferentes estados deirresto (Brownet al., 1993). Na
fase estacionaria culturas Baviova lutheri, Isochrysis sp. eNannochloropsis oculata
contém aproximadamente duas a quatro vezes ma#dsdie carbono do que culturas
na fase logaritmica. Varios investigadores indicas seus estudos que a composi¢cao
em acucares das microalgas pode diferir entreeal@agritmica e a fase estacionaria,

mas que estas diferencas sédo especificasdiGhi 1982; Whyte, 1987).
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1.6.Atividade antioxidante em microalgas

Antioxidantes sao compostos que inibem ou atrasaoxidacdo de outras
moléculas, inibindo a iniciacdo ou propagacdo dms;des em cadeia de oxidacao
(Velioglu et al., 1998). Existem dois tipos de antioxidantes,ing&8cos e 0s naturais.
Dentro dos antioxidantes sintéticos, os mais usadogreservacdo dos alimentos sao
BHA (butilhidroxianisol), BHT (di-t-butil metilfen) que segundo alguns relatérios
podem ser téxicos. Estes fatores levaram a umarntaiosciéncia por parte dos
consumidores sobre a utilizacdo destes antioxidaiamo aditivos alimentares (Moure
etal., 2001).

Apesar de custos de producdo mais elevados, inealltecada o interesse em
compostos com propriedades antioxidantes provessemnte fontes naturais tem
aumentado, pois revelam uma importante contribuipdo manutencdo da saude.
Evidéncias recolhidas em varios estudos suportampartancia dos antioxidantes no
controlo da prevencdo e crescimento de certos snassim como na incidéncia de
outras doencas. Assim, o crescimento do mercadamtasxidantes de fontes de baixo
custo e menos convencionais justifica cada vez estisdos (Guedeat al., 2013b).
Deste modo, o0 interesse na capacidade antioxiddate compostos ativos das
microalgas tem crescido, especialmente no mercade @limentos
funcionais/nutracéuticos, bebidas e em aplicac@esecéuticas para a terapia de
doencas associadas a oxidacéo celular (Pulz & (:2684).

Exemplo de potentes antioxidantes biolégicos saaamstenoides. Estes séo
compostos organicos polinsaturados que se dividancagotenos, como licopenoe
caroteno e em xantofilas como luteina, zeaxantinataxantina (Cuellar-Bermudeiz
al., 2014). Desempenham um papel muito importan&imanacao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) geradas durante a fotossinteselostambém capazes de reduzir a
incidéncia e gravidade de doencas cardiovascutadegenerativas (Goire al., 2012).
Em microalgas foram ja descritos varios compostrs atividade antioxidante, como
[-caroteno enfpirulina platensis (Mendiolaet al., 2007) e enbunaliella salina (Ledn
et al., 2003; Herrerat al., 2006), luteina erMuriellopsis sp. (Del Campat al., 2000),
luteina e astaxantina e@hlorella zofigensis (Del Campcet al., 2004) e astaxantingle
caroteno eniHaematococcus pluvialis (Jaimeet al., 2010).

Por serem seres fototroficos, as microalgas est@ostas a altos niveis de
oxigénio estress de radicais (Pulz & Gros2004) e uma vez que algumas sao ricas em

carotendides, estes parecem contribuir signifiaatiente para a sua atividade
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antioxidante (Goiriset al., 2012). Para além destes compostos, outros ciodaake
antioxidante, como lipidos insaturados e polissdeas foram encontrados na biomassa
de microalgas, com potenciais aplicacbes na alagént em cosmética e medicina
(Moraiset al., 2015).

Algumas microalgas sao ja cultivadas para uso adalecomo fonte de
carotendides, nomeadamemiaematococcus sp. eDunaliella sp. para a producédo de
astaxantina ep-caroteno, respetivamente, que s&o utilizados ca@dibivos em
alimentos, cosméticos e suplementos alimentardg @ Gross, 2004; Spolaor al.,
2006).
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1.7.0bjetivos do trabalho

Este trabalho teve como objetivo conhecer o patgrdotecnolégico de uma
estirpe dePectodictyon cubicum Taft pertencente a Algoteca da Universidade de
Coimbra (ACOI), com o numero de referéncia ACOI 1,6%0 respeitante a producéo e
tipo de polissacarideos e a sua capacidade arditeid Para isso procedeu-se a
avaliacdo do seu crescimento, em condi¢fes coda®la extracdo dos polissacarideos
e determinacdo da sua composicdo em monossacaedqmsa avaliar a atividade
antioxidante total, foram utilizados dois métodosvavendo a capacidade de

aniquilacao de radicais livres.
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2.Materiais e métodos
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2.1.Material de estudo, condi¢cdes de cultivo e al@tdo do crescimento

Neste estudo foi utilizada a microalBectodictyon cubicum Taft, pertencente a
Algoteca da Universidade de Coimbra, com o numeroeferéncia ACOI 1651, alga
que foi inicialmente colhida num tanque do JardiotdRico de Coimbra por L. Santos,
em 2003, e isolada e identificada por M. F. Santbsiesmo ano.

Iniciaram-se culturas unialgais em baldo ErlenmeeB800mL com 100mL de
cultura e 100mL de meio aquoso M7 (Tabela 3). Appdias fez-se 0 aumento de
escala para um baldo Erlenmeyer de 500mL, usan@iml2de meio e igual volume de
cultura. Apés 15 dias fez-se novo aumento de eg@akum baldo de 2L com 800mL
de cultura e o mesmo de meio. No final de outrodia$, a 1,6L de cultura adicionou-
se 1L de meio de cultura M7. Para cada experiéraito para a extracdo de
polissacarideos como para a determinacdo da atevidatioxidante, foi sempre

utilizada uma cultura com 15 dias de crescimento.

Tabela 3. Composicdo quimica do meio de culturaidim M7 (em http://acoi.ci.uc.pt/), adaptado de
Schlésser (1994) com as quantidades necesséariasappreparacdo de 1L. A descricdo e o modo de

preparacdo dos extratos encontram-se em anexo ¢Anex

Composicédo Solucéo stock (%) M(mL)
KNO3 1 10
MgSO,7H,0 0,1 10
(NH4),HPO, 0,2 5
CasQ Solugéo saturada 10
Extrato de solo - 20
Extrato deSphagnum - 10
Agua destilada - 930
Micronutrientes - 5

A solucdo de micronutrientes prepara-se em duasc®es separadas e
autoclavadas que, posteriormente, depois de f&@smisturadas. A solugcéo | consiste
em: 881mL de agua destilada, 1mL de Zp38,0 a 0,1%, 2mL de MnSIH,0 a
0,1%, 5mL de HBO; a 0,2%, 5mL de Co(NO3pH,O a 0,02%, 5mL de
NaM00,4.2H,0 a 0,02%, 1mL de CuSGH,0 a 0,0005% e 0,49 de EDTA. A solucéo
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Il € preparada em 100mL de agua destilada, a qadis®nam 0,7g de FeQO@H,0 e
0,4g de EDTA.

Para a extracdo dos polissacarideos o tempo deinoezgo dePectodictyon
cubicum foi de 15 dias e de 1 més, utilizando 3 réplicasatores de 3L, cada réplica
sendo preparada com 1L de meio de cultura M7 e bGfsrcultura. As culturas foram
sujeitas a borbulhamento de ar, uma temperatur33€ e mantidas sob uma
intensidade luminosa média de 21,62umdl st (Figura 2). As lampadas utilizadas
OSRAH Cool White L 36W/ 20 Hellweiss foram ligadasim temporizador regulado

para um fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro.

Figura 2. Réplicas da cultura deectodictyon cubicum em crescimento numa camara de cultura
climatizada, sujeitas a borbulhamento de ar, 238Qethperatura ambiente, uma intensidade luminosa

média de 21,62pmol fs' e um fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro.

O crescimento foi estimado por dois métodos: peso ga biomassa em caixas
de Petri e peso seco apos filtracdo e lavagemantadsisa. Foram colocadas a crescer 9
culturas, com 3 réplicas cada uma, num total dd&@des Erlenmeyers de 250mL,

durante 31 dias, nas condi¢cbes anteriormente dete(Figura 3).
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Figura 3 Culturas dePectodictyon cubicum em crescimento durante 31 dias sob intensidadmbsa de

21,62umol m? s*, temperatura de 23°C, fotoperiodo de 16h:8h loafese borbulhamento de ar para

determinac&o da sua curva de crescimento.

No primeiro dia, de 3 em 3 dias e depois passandteevalos de 4 dias foram
recolhidas 3 amostras de 20mL de cada réplicacadés em caixa de Petri e secas em
estufa Heraeus Instruments a 60°C. Para estimaeszimento pelo método do peso
seco apos filtracdo e lavagem da biomassa, foréimdes 10mL de cultura de cada
uma das réplicas, nos intervalos de tempo antesides$, filtrados num sistema de
filtracdo Buchner, com bomba de vacuo Milliporeando filtros Whatman GF/C 47mm
(Figura 4), seguindo-se a lavagem dos mesmos conL e agua destilada e sua
colocacdo em caixa de Petri para secarem nas mesmdigdes do primeiro método.

Para cada dia e para cada método, as caixas defd?atn pesadas numa
balanca analitica Kern-510 antes da colocacdo nexsteas e depois de sairem da
estufa. Para uma estimativa da densidade celulamicio da cultura foram efetuadas
contagens em hemocitometro Tiefe Depth Profondénr.cada dia de pesagem, as
culturas foram observadas, utilizando um microsz@pico Leica DMLS. O peso seco
foi calculado subtraindo o peso final ao peso ahide cada réplica. Posteriormente
construiu-se uma curva de crescimento para cadadmétom a finalidade de comparar
ambos os métodos, usando-se as médias de cadzmarépi média entre réplicas e

respetivos desvios padrdes.
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Figura 4. Sistema de filtracdo Buchner e bomba&dew Millipore utilizados para filtracao e lavagdm

biomassa.

2.2.Extracéo dos polissacarideos e analise da suwmposi¢cdo em

monossacarideos

Para a extracdo dos polissacarideosPdetodictyon cubicum Taft, 1L de
biomassa foi retirado ap6s os 15 dias e 1 mésedeionento das culturas e colocado em
estufa a 60°C, até secar totalmente. De seguidapraassa seca foi removida por
raspagem e colocada num tubo Falcon com uma sotlg@aetona e metanol (1:1) e
levada a um banho de ultrassons a 35kHz, duram@ghpara rotura da parede celular,
despigmentacao da biomassa e remocédo de pigmegtasesoliveis (Figura 5.a). Em
seguida a biomassa foi colocada de novo na estfa @vaporacdo dos solventes
(Figura 5.b).

Figura 5. a) Biomassa seca com 0s solventes metaacétona (1:1) em ultrassons. b) Cadinhos com a

biomassa seca depois de sujeita a banho de ulisass®ecagem.
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Para a extracdo alcalina, a biomassa seca dathoadbi removida, pesada em
balanca analitica Kern 510, colocada em gobelé Sa®H 0,1M, na proporcdo de
150mL para 1g de biomassa seca e em seguida, dm-baaria a 90°C, durante 3horas
(Figura 6.a). ApGs o processo, efetuou-se uma panfiiracdo grosseira com bomba
de vacuo Millipore com funil de porcelana e pano-{dfigura 6.b), seguida de filtracdo
fina com funil GO para eliminar os componentes e&trataveis (Figura 6.c). Ao
resultado destas filtracbes foi adicionado etanoll09% para precipitacdo dos
polissacarideos (Figura 6.d), que foram recolhigivavés de um funil com crivo de

malha de 80mm e colocados a secar na estufa a 60°C.

Figura 6. a) Gobelé com a biomassa seca e NaOHWaehm-maria a 90°C. b) Filtracdo grosseira usando
vacuo e pano-cru. c) Filtragdo fina usando vacua &ail de malha GO. d) Precipitagdo em etanol a
100%.

2.2.1.Hidrdlise dos polissacarideos

Apbs a extracdo alcalina, os polissacarideos abtidam submetidos a uma
hidrélise com 0,5mL de HCl a 34% e 0,5mL de agnabanho-maria, durante 2 horas
e 30 minutos, a 100°C (Figura 7.a). O extrato fepals purificado em coluna de
extracdo em fase solida Chromabond C18 (MacherggiN&Esta coluna tem uma base
de octadecilsilica, um diametro de poro de 60A, soperficie especifica de 508me
estabilidade de pH entre 2 e 8, é usada para gladicom tamanho de 45um e separa
substancias polares de apolares, deixando pasgalaass e retendo as apolares (Figura
7.b).
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Figura 7. a) Hidrolise acida, em banho-maria, a°CO0b) Filtragdo do hidrolisado em coluna
Chromabond C18.

2.2.2.Andlise dos hidrolisados por cromatografiadjuida

A solucdo das amostras foi previamente neutralizasa NaOH para um pH
entre 5-7, para ndo danificar a coluna de separagadepois filtrada com filtro
Millipore de 45um de diametro.

A analise dos monossacarideos resultantes da ib&rdbi efetuada em
cromatografia liquida de alta presséo (HPLC) (G, sistema isocratico com bomba
Jasco PU-980, injector Rheodyme modelo 7125, colmof” de 20uL, coluna de
separacao Inertsil NH250 x 4,7mm) e um detetor de indice de refrac&oaJRI-830.

A fase movel utilizada foi uma mistura de acetdoifigua (80:20) com um caudal de

ImL/min.

Figura 8. Aparelho de HPLC (cromatografia liquideadta pressao).

A identificacdo dos monossacarideos foi feita casebem padrdes auténticos
(ver Anexo l1l), para se poderem comparar oS tentlgoetencao destes e das bandas

das amostras. Os padrfes usados foram as pentabemse, xilose, ramnose e ribose,
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as hexoses glucose, manose, galactose, frutosmeefe o dissacarideo maltose. Para
cada padréo foi feita uma solucdo de 20mg/mL coua @fpstilada e posterior injecdo
em HPLC para determinagéo do tempo de retencaadieagucar (Tabela 5).

Tabela 5. Tempos de retencdo obtidos para os vaades de aglcares utilizadésT — Tempo de

retencéo; RRT-Tempos de retencéo relativos a arsdin

AcUcar | RT 12injecao| RRT (Arabinose) | RT 22 inje¢do| RRT (Arabinose)
Xilose 9,50 0,86 9,45 0,86
Fucose 10,69 0,97 10,36 0,94

Ramnose| 8,04 0,73 8,08 0,74

Arabinose 11,06 1,00 10,98 1,00
Frutose 12,32 1,11 12,31 1,12
Glicose 14,28 1,29 14,18 1,29

Galactose 15,73 1,42 15,72 1,43
Manose 13,37 1,21 13,37 1,22
Maltose 27,09 2,45 26,91 2,45
Ribose 8,39 0,76 8,34 0,76

2.3.Atividade antioxidante

Para testar o potencial antioxidante, prepararanadeatos etandlicos da
microalgaPectodictyon cubicum seguindo o0 método de Guedssl. (2013a). Também
se prepararam extratos etandlicos de alguns almecdom atividade antioxidante
conhecida (cenoura, mirtilo, framboesa, tomate,rammorango e uva, adquiridos em
supermercado), e que foram considerados como tdenmcomparacéo de resultados.
Num tubo Falcon previamente pesado, foram coloca@od. de cultura, centrifugados
a 4500rpm, durante cerca de 15 minutos, descarsmdosobrenadante e voltando-se a
pesar o tubo Falcon com a biomassa (ndo secagriostente, consoante o peso da
biomassa (ndo seca), foi adicionada ao “pellet” wegerminada quantidade (em
mililitros) de etanol absoluto de modo a obter urpacentracdo de extrato final de
10mg de biomassa (ndo seca) em 1mL de etanol edesxse depois ao banho de
ultrassons, durante 30 minutos. Para a obtencaexdrEos dos alimentos, 0s mesmos

foram macerados em almofariz, separadamente eattdecem tubo Falcon com a
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adicado de etanol de modo a obter uma concentragdlode cada um dos extratos de
10mg/mL. Todo o procedimento foi realizado no escur

O decaimento dos radicais 2,2'-azinobis (3-etildamiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS') e 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH pode ser seguido por
meétodos espectrofotomeétricos, permitindo saber tenptal antioxidante de uma
amostra. Estes métodos quimicos baseiam-se nalateséw da solucdo do radical
(Brand-Williamset al., 1995; Guedest al., 2013a).

Antes da realizacdo de cada método antioxidangenkse as absorvancide
todos os extratos preparados, entre 400-700nmdasam espectrofotometro (Hitachi
U-200), (ver Anexo lll), de modo a conhecer os comentos de onda nos quais as
amostras absorviam, compreendendo assim quaisnggsostos que poderiam ter sido
extraidos.

ABTS™ foi preparado a partir de duas solucdes dissadvéaa agua destilada,
ABTS (Sigma) 7mol/m e K,Ss0, (Merck) 2,45mol/m (Guedeset al., 2013a). A
solucao ficou em repouso, a temperatura ambieptetegida da luz, durante 16 horas,
para que a reacdo de formacédo do radical se campietDe modo a que para esta
solucéo se obtivesse uma leitura de absorvancsdanT foi feita a sua diluicdo. Como
padrdo utilizou-se acido ascérbico (Sigma). Dad® wqio se conhecia o valor
antioxidante que se iria obter nas amostras, fargatuadas retas de calibracdo para
diferentes volumes de amostra (10, 50, 100, 200 3860 L).

Quanto ao ensaio analitico, 350uL de extrato foeshtionados a 1mL da
solucdo de ABTS diluida. Este procedimento foi realizado em quplitado para o
mesmo extrato. Apds 6 minutos de reacao leram-sbswvancias a 734nm e a média
das absorvancias foi calculada. Nos alimentos @sactimo referéncia, foram
adicionados 50uL de extrato de mirtilo, amora, avaorango, 100uL de extrato de
cenoura e framboesa e 350uL de extrato de tomatalade ABTS', realizando-se
também em quadruplicado para cada extrato. A cd@dei antioxidante total foi
expressa em mg/L equivalente a acido ascérbico.

DPPH foi preparado seguindo o protocolo descrito pan@rWiliams e seus
colaboradores (1995), com algumas modificacoesdd foi preparada uma solucéo
de DPPH (Sigma) 0,06mM dissolvendo 4,8mg de DPPidm baldo volumétrico de
200mL e ajustando o volume com metanol. Depoisataedgeneizada, transferiu-se a
solucéo para um frasco coberto com papel alumimifmigna a evitar a exposicao a luz.

Recorrendo a espetrofotometria, realizou-se o ctlin(i,8mL de DPPHcom 0,2mL de
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etanol) e de seguida, para verificar a estabilzattfADPPH a partir da solucgéo inicial
de DPPH 0,06mM prepararam-se 6 solucbes com concentradifeentes para se

efetuar a reta-padréo de calibracdo do DRPidura 9).
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Figura 9. Reta-padréo de calibracdo do DPPH, cornaluses de absorvancia medidos no comprimento

de onda de 515nm.

A leitura das absorvancias foi feita a 515nm. Qsagas das microalgas e dos
alimentos usados como referéncia foram diluidoa patencéo de quatro concentracdes
diferentes, 10, 7, 5 e 3mg/mL de solvente. De sig@dicionaram-se 0,2mL de extrato
a 1,8mL de DPPH homogeneizou-se e ap6s 15 minutos efetuaram-¢eitasas a
515nm. A capacidade antioxidante total foi expregssapercentagem de inibicao (PI),
ou seja, a capacidade que o composto tem em mipresenca do radical DPRIide
acordo com a equacéao Pl = [(abs DPPabs amostra) / abs DPP 100. Sempre que
possivel foi calculado o &g que expressa a quantidade de extrato necessdo p
diminuir em 50% a concentracao inicial de DPRtpresso em mg de biomassa/mL de

solvente (ver Anexo V).
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3.Resultados
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3.1.Crescimento dePectodictyon cubicum

O crescimento da cultura foi avaliado ao longo dledias calculando o peso
seco apos filtracdo e lavagem da biomassa e seatdidb nem lavagem da biomassa.
No primeiro caso (Figura 10) ha uma fase inicialcdescimento lento até ao 6° dia,
seguida de uma fase exponencial acentuada até®°adehis uma fase de decréscimo
até ao 14° e uma fase estacionaria até ao 208wvibeuma fase exponencial até ao 26° e
finalmente o decréscimo até ao 31°. O peso seca@lirfoi de 0,10g/L e o final de
1,47g/L.

2,00
1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

Peso seco (g/L)

Dias

Figura 10. Crescimento dRectodictyon cubicum durante 31 dias, sob intensidade luminosa de 2i62u
m? s'e borbulhamento de ar, estimado em peso seco @b} filtracéo e lavagem da biomassa, com os

respetivos desvios-padréo.

A curva de crescimento baseada no peso seco dassamsem filtragdo nem
lavagem prévias (Figura 11) e iniciada com 0,38gibstra um lento crescimento entre
o0 1° e o0 6° dia, seguindo-se uma fase exponencalngindo-se um crescimento
maximo ao 26° dia, depois a fase estacionariacaBi@adia, com um peso seco final de
3,209/L.
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Figura 11. Crescimento dectodyction cubicum durante 31 dias, sob intensidade luminosa de ginéR
m? s* e borbulhamento de ar, estimado em peso seco g3 secagem em caixas de Petri na estufa a

60°C, sem prévia filtracdo nem lavagem da biomassa,os respetivos desvios-padréo.

3.2.Extracdo de polissacarideos e a sua composigiio monossacarideos
Com o0 processo de extracdo alcalina obtiveram-s&13® e 44,55% de
polissacarideos por mg de biomassa seca, apdsa$bedi més de crescimento de

Pectodictyon cubicum (Tabela 6).

Tabela 6. Valores de biomassa totaPeetodictyon cubicum obtidos apds 15 dias e um més de

crescimento e respetivo conteddo em polissacarideos

Tempo de Biomassa total (g) Polissacarideos | Percentagem de polissacarideos
cultura (dias) secos (g) por mg de biomassa seca (%)
15 0,49 0,19 39,71
30 0,76 0,34 44,55

Como descrito nos métodos, para a analise dos macersdeos, foram
injetadas as amostras em HPLC e foram obtidos apeetigos cromatogramas para as

culturas com 15 e 1 més de crescimento (Figuras113).
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Figura 12. Exemplos dos cromatogramas em HPLC dgaosicdo em monossacarideos de uma cultura
de Pectodictyon cubicum com 15 dias, apresentando como monossacaridepsipais arabinose,

ramnose e galactose.
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Figura 13. Exemplos dos cromatogramas em HPLC dgasicdo em monossacarideos de uma cultura

de Pectodictyon cubicum com 1 més, apresentando como monossacarideogppiinarabinose, ramnose

e galactose.

ApoOs a obtencdo dos cromatogramas, a analise ogeosede retencédo de cada
monossacarideo que compde a amostra e sua congpamgd tempo de retencao dos
padrées usados, permitiu identificar os monoss#®asi ramnose, glucose ou manose,
galactose e arabinose. Em seguida calcularam-geeraentagens relativas de cada
monossacarideo, sendo arabinose 0 que aparece iempaeentagem em ambas as
amostras (Tabela 7). Os monossacarideos identficgthrecem estar em maior
guantidade na amostra da cultura com 15 dias deiorento, exceto a ramnose. Outros
monossacarideos ndo foram identificados pois n@ofaitilizados todos os padrdes de

aclicares que possam estar presentes nas microalgas.
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Tabela 7. Conteddo em monossacarideosPattodictyon cubicum e a sua percentagem relativa em

culturas com 15 e 1 més de crescimento.

Monossacarideos % Relativa
Cultura com 15 dias de Cultura com 1 més de
crescimento crescimento
Ramnose 0,61 0,67
Arabinose 94,80 91,00
Glucose/Manose 0,25 0,11
Galactose 0,43 0,28
Outros néo identificados 3,91 7,94
Total 100 100

3.3.Atividade antioxidante

A analise do potencial antioxidante Bectodictyon cubicum foi determinada
para a cultura de 15 dias e para a de 1 més crsiwiraplicando os metodos de ABTS
e DPPH. Pelo método de ABTS o extrato da cultur®ebeodictyon cubicum com 15
dias apresentou uma atividade antioxidante de f85equivalente a acido ascorbico,
enquanto o extrato da cultura com 1 més de crestimapresentou 4,85mg/L
equivalente a acido ascorbico (Tabela 8). No querdspeito aos valores para 0s
alimentos usados como referéncia, os valores rtasfaram os dos extratos de amora
e morango com 60,02 e 55,12mg/L equivalente a &sdorbico, respetivamente, e 0s
de menor valor foram os extratos de tomate e canomm valores respetivamente de

0,44 e 5,98mg/L equivalente a acido ascorbico.
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Tabela 8. Atividade antioxidante de extratos etanéldePectodictyon cubicum com 15 dias e 1 més de

crescimento e de extratos de alimentos utilizadasocreferéncia, obtida pelo método de ABTS.

Concentracdo (mg/L equivalente a
Amostra acido ascorbico)

Extrato etandlico d@ectodictyon cubicum com 15 dias 7,85
Extrato etandlico d@ectodictyon cubicum com 1 més 4,85
Amora 60,02
Morango 55,12
Uva 34,11
Mirtilo 26,90
Framboesa 16,03
Cenoura 5,98

Tomate 0,44

Pelo método de DPPH observou-se que os extratoscomcentracfes mais
elevadas apresentaram percentagens de inibicadoPddH{Dmaiores, sendo o extrato
etandlico dePectodictyon cubicum com 15 dias de crescimento o que apresentou
maiores taxas de inibicao (Tabela 9).

Tabela 9. Percentagens de inibicdo do radical detDpara diferentes concentracdes de extratos

etandlicos déectodictyon cubicum obtidos apd45 e 1 més de crescimento.

Concentracgéo de extrato na % Inibicéo
Extrato solucao final (mg de extrato/mL | do DPPHe
de solvente)
Extrato etandlico deectodictyon 10 13,90
cubicum com 15 dias 7 13.20
5 12,64
3 12,22
Extrato etandlico deectodictyon 10 11,01
cubicum com 1 més 7 10.42
5 -
3 9,37

A partir dos dados obtidos para a atividade andiante pelo método de DPPH
foi possivel calcular o Efg, sendo este de 195,00mg/mL para o extratBedwdictyon
cubicum com 15 dias de crescimento e de 186,40mg/mL paxdrato da cultura com 1
més de crescimento (Tabela 10). Comparando esteseyacom os dos alimentos

usados como referéncia, dentro dos quais a amora tealor de Egy de 0,71mg/mL e
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o tomate o valor de 83,50mg/mL, os valores degyl@s amostras ndo se aproximam de

nenhum dos valores de Efdlos alimentos de referéncia.

Tabela 10. Valores de Egpara cada amostra e para os alimentos usadosreden@ncia.

Amostra ECso (Mmg/mL)
Extrato etandlico d@ectodictyon cubicum com 15 dias 195,00
Extrato etanodlico d@ectodictyon cubicum com 1 més 186,40
Amora 0,71
Cenoura 40,46
Framboesa 29,55
Mirtilo 23,86
Morango 9,52
Tomate 83,50
Uva 25,60

Quando se fez a analise dos espectros de absomidos por
espectrofotometria, o espectro do extrato da @ltom 15 dias de crescimento revelou
trés bandas, a primeira com uma absorvancia maannra 410-420nm, a segunda com
absorvancia maxima entre 430-440nm e a terceirawromabsorvancia maxima entre
460-480nm (Figura 14.a). O espectro de absorcaexttato da cultura com 1 més de
crescimento mostrou bandas sensivelmente iguasspetro da cultura com 15 dias,
mas com valores de absorvancia maxima mais aligaré-14.b). Observando os dois
espetros verifica-se que nao houve interferénam aabsorvancia maxima do radical

DPPH, a 515nm.
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Figura 14. Espectro de absor¢do para o extratallara dePectodictyon cubicum com 15 dias a) e 1

més de crescimento b).
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4.Discussao
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4.1.Crescimento dePectodictyon cubicum

Comparando as duas curvas de crescimento, comclakistirem diferencas
entre os dois métodos usados para avaliar o crestomPelo método de filtracdo
seguida de lavagem com agua destilada, verifiogugea cultura ndo apresenta uma
curva de crescimento sigmoide tipica de cultivo tipatch” que se caracteriza por ter
diferentes fases identificaveis, uma fase inicelaténcia, seguida de fase exponencial,
estacionaria e por fim de declinio, de acordo carmdeksen (2005). Observa-se primeiro
uma fase de laténcia, ou seja, uma fase inicialrdscimento lento, de adaptacdo as
condicbes de cultivo (Barsanti & Gualtieri, 2008)e seguida ocorre uma fase de
crescimento acelerado (fase exponencial) até adGji@m que se nota o0 aumento da
densidade celular, ap6s o0 que se observa uma aliggiminuicAo e aparente
estabilizacdo do crescimento até por volta do di&f@se estacionaria). Posteriormente
h& um novo aumento até ao dia 26, podendo naaaindin crescimento a nivel celular,
mas sim um aumento na producdo de mucilagem, quee rietida nos filtros,
influenciando assim o peso apdés secagem (Ataal., 1988). A partir de dia 26 o
crescimento parece voltar a estabilizar.

Com o meétodo de avaliacdo do crescimento da culiasgado em peso seco
sem filtracdo nem lavagem, ou seja, apenas bion@ssada em caixa de Petri na
estufa, também ndo se observa uma curva tipicaulti’|ocem “batch”. Contudo,
comparando os resultados entre os dois métodosvaleagio do peso seco, esta
segunda curva de crescimento assemelha-se maia awwa de crescimento sigmoide
tipica. Primeiro, observa-se uma fase de laténti®@ ®s dias O e 6, tal como no método
de filtracdo, de seguida comeca a fase de crestneponencial ou logaritmica,
menos acentuada e mais prolongada em comparacad@ coesma fase na curva de
crescimento do método de filtracdo. Uma possivaifjcacdo podera ser a crescente
producdo de mucilagem, que neste método, baseagesarseco em caixa de Petri, foi
sempre pesada juntamente com as células. Pordmitta 25 comega um decréscimo
no crescimento até ao dia 31. As grandes diferemgasse verificam entre os valores
das pesagens em cada dia podem dever-se a ermesagens, bem como erros da
metodologia aplicada. O método por filtracdo a wadéumais rapido, por ser realizado
sob pressao, e preciso, uma vez que as célulaepamdas do meio de cultura, ficando
retidas sob o filtro (Mustafat al., 2011). Outro passo existente neste método que

podera ter influenciado € a posterior lavagem éadas com agua destilada, em que o
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objetivo € remover impurezas indesejaveis, incloindtrientes do meio, que possam

influenciar o peso seco final.

4.2.Producéo, extracdo de polissacarideos e a swenposicdo em
monossacarideos

Varias sdo as metodologias usadas para a extragdolidsacarideos e obtencao
de monossacarideos, como foi referido anteriormé&ntiste uma grande diversidade de
processos quimicos e fisicos, mas a sua escolha gadfeita tendo em conta as
caracteristicas dos polissacarideos, que se eanodissolvidos no meio ou aderidos as
células (Okajima-Kanekat al., 2007). A metodologia de extracdo e obtencdo de
monossacarideos utilizada neste trabalho foi adapdas trabalhos de Pereira e seus
colaboradores (2003) e de Okajima-Kaneko e sew@bomdore£2007) com algumas
modificacdes para otimizar o processo. Para a ré@mde pigmentos organossoluveis,
os autores referidos fizeram a extracdo com sadgetdtirante varios dias até ocorrer a
descoloragdo. No entanto, neste trabalho, a ewggmwranostrou-se demasiado
demorada. O uso de ultrassons que, segundo Haeunseco-autores (2010) tem varias
vantagens, tais como reduzir o tempo de extragaquantidade de solventes utilizados,
existindo uma melhor penetracdo dos solventes élatas e libertagdo do conteldo
celular, permitiu encurtar o método de extracdovérios dias.

Existem diversos fatores que podem influenciarcalypgéo de polissacarideos e
a sua viabilidade para aplicacdes biotecnolégimasieadamente a luminosidade (Ligin
& Changhai, 2008; Hongmet al., 2014). Uma luminosidade elevada pode maximizar
a sintese de polissacarideos e influenciar a cagm®m monossacarideos. Neste
estudo, para o cultivo deectodictyon cubicum foi utilizada uma intensidade luminosa
média de 21,62pumol ms' e um fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro. Em estudos
posteriores também seria interessante confirmar aleeracdo deste fator pode ou nao
afetar a quantidade e tipo de polissacarideo prddymor esta estirpe. Outro dos fatores
que pode influenciar a producéo de polissacariéeospH do meio. Uma vez que a
estirpe estudada por Lang e seus colaboradores7)(188monstrou um bom
desenvolvimento com um pH do meio de cultura dar@pém se usou o0 mesmo valor
neste estudo, observando-se uma boa adaptacdoapidm crescimento desta estirpe.

Neste estudo também se analisaram as diferencasquaatidade de

polissacarideo produzido p@&ectodictyon cubicum apds 15 dias e 1 més de cultivo.
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Alguns autores descreveram a libertacdo de polissgos na fase estacionaria e
verificaram diferencas na composi¢cdo de monossksientre a fase exponencial e
estacionaria (Chet al., 1982; Whyte, 1987; Browst al., 1993; Giroldo & Vieira,
2002). No tempo de cultivo de 15 dias Retodictyon cubicum, em que a cultura se
encontra no inicio da fase estacionaria, a pergentade polissacarideo por mg de
biomassa foi de 39,71% e para 1 més de cultivaléod4,55% e talvez a producao de
polissacarideo continuasse a aumentar até a faskedii@io. Como este estudo é o
primeiro sobre quantificacdo de polissacarided ®taPectodictyon cubicum ndo sdo
possiveis comparacfes com outros. Assim sendcs gateres em percentagem de
polissacarideo sao apenas comparaveis aos obtmasas espécies de clorofitas,
nomeadamentévionoraphidium braunii com cerca de 47% de polissacarideos em
biomassa secankistrodesmus densus, com 32% eScenedesmus obliquus com 39%
(Blumreisingeret al., 1983).

Em relagdo a composicdo em monossacarideos, apnélise em HPLC, os
resultados indicam que arabinose existe em maiantglade e que também estéo
presentes, em menores quantidades, ramnose, glogcas@anose e galactose. Ha que
referir que a avaliacéo foi feita s6 por comparadé@s tempos de referéncia, pois ndo
houve a possibilidade de utilizagdo de padréonoteComparando os dois tempos de
crescimento, podemos dizer que apesar de os vasemesn semelhantes, existem
maiores percentagens relativas de cada monossaxania cultura com tempo de
crescimento de 1 més, variando apenas no monoslaraamnose, 0 que vai de
acordo com o0s estudos que descrevem diferencaompaosicdo e quantidade de
polissacarideos dependendo da fase de crescimestdtdra (Browret al., 1993).

Noutros estudos da composicdo em monossacarideoslod#itas, foram
encontrados galactose, glucose, manose, xilod@nase e ramnose em varias espécies
de Chlorella (Sui et al., 2012; Zhacet al., 2013); nos polissacarideos Smnedesmus
acuminatus foi detetada a presenca de grandes quantidademadese e menores
quantidades de arabinose, fucose, galactose, ranenggose (Lombardét al., 2005);
em Monoraphidium braunii e Ankistrodesmus densus foram identificados ramnose,
xilose, manose e glicose e, na ultima espécie, damtucose (Blumreisingest al.,
1983). Os monossacarideos mais comuns encontredegdres cloréfitas parecem ser
glucose, manose, galactose e ramnose (Blumreisetgar,1983; Parket al., 2011,
Bayona & Garcés, 2013), o que € consistente comp@ de monossacarideos

encontrados erRectodictyon cubicum, variando as quantidades relativas.
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Parametros como variacdes na composicao do megultlga, nas condicdes
ambientais, a prépria genética da estirpe estudsa,como a fase de crescimento da
cultura em que sdo extraidos e analisados os acdiddeos, podem condicionar a sua
natureza quimica (Otero & Vincenzini, 2003). E aaracteristicas de cada
polissacarideo podem determinar a sua aplicacadietacnologia. Por exemplo, a
presenca de grandes quantidades de arabinose meondeoramnose e galactose e de
ser visivel a viscosidade da cultura, pode sigmif@lguma semelhanca com a goma-
arabica. Esta é uma resina natural composta pdsspoarideos e outras moléculas,
utilizada nas industrias de colas, tintas e aliar@st como espessante e estabilizante de

emuls@es em varios produtos (Islenal.,1997).

4.3.Atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante depende dewdatores, como por
exemplo das condicdes em que sdo realizados osdoséteendo os resultados da
atividade antioxidante diferentes consoante o noétottioxidante aplicado (Mouret
al., 2001).

A escolha do método de ABTS para determinar adade antioxidante de
Pectodictyon cubicum deveu-se ao facto de ser um dos métodos maisadiilize dos
mais recomendados para extratos de plantasefRe, 1999; Liet al., 2007). Este
método mede a atividade antioxidante, determinandniquilamento que corresponde
a uma descoloracio do radical ABTStravés da reducéo do catido radical ¢Ral.,
1999). Por este método obtivemos uma atividad@xdtinte de 7,85mg/L equivalente
a acido ascoérbico para o extratoRketodictyon cubicum com 15 dias de crescimento,
sendo um valor superior ao de extrato da cultuna do més, igual a 4,85mg/L
equivalente a acido ascorbico, o que pode indicar entre os 15 dias e um més a
presenca de compostos com atividade antioxidamédiu. Observando os espectros
de absorcao para os dois extratos e como ja feridef anteriormente, ha uma maior
absorvancia entre os 400 e os 480nm no espetraxtdgtoe com 15 dias quando
comparado com o extrato da cultura de 1 més, osggere maior concentracao das
substancias extraidas.

Os resultados ndo sao comparaveis com outros estuicha vez que sao
expressos em unidades diferentes. Goiris e seabaraldores (2012) apresentaram 0s

resultados do método de ABTS em pmol equivalenieécdox/g de biomassa seca
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enquanto Guedes e seus colaboradores (2013a) e eagfivalente a acido
ascorbico/ug clorofila a. O padrdo recomendado pedtodo de ABTS original é o
Trolox, contudo foi utilizado o acido ascorbico uwe que é o mais usado na industria
alimentar, os resultados séao reprodutiveis, a prepa da solucdo é facil e a solucéo
final exibe uma elevada estabilidade (Guedled., 2013a). Sendo dificil a comparacéo
com outros estudos, optou-se pela comparagdo dosesabtidos com os de alguns
alimentos conhecidos pelo seu elevado teor antimkél tendo-se concluido que os dois
extratos etanolicos deectodictyon cubicum possuem uma atividade antioxidante mais
proxima a da cenoura, cujo valor € de 5,98mg/L\edente a acido ascorbico.

Sabe-se que existem compostos nas microalgas, esroarotendides, que sao
responsaveis pela atividade antioxidante (Getra., 2012), porém, como neste estudo
nao se fez a analise dos compostos present®eetatlictyon cubicum, ndo se sabe que
compostos € que poderédo estar a dar atividadexalaide, sendo esta uma possivel
analise a desenvolver futuramente.

O método de DPPH é rapido, simples, preciso e ecmodpara medir a
atividade antioxidante de alimentos (Praketshl., 2001), caracteristicas que tornam o
método interessante para testar as microalgas ¢omtes naturais de eliminacdo de
radicais e encontrar espécies promissoras pareousercial (Marxeret al., 2007).

Os resultados deste método foram os esperados, gpomedida que a
concentracdo dos extratos diminuia, também dimiaupercentagem de inibicdo do
DPPH. Comparando os valores de inibicdo do DPPldabipara ambos os tempos de
crescimento da cultura, observou-se que com o tetieporescimento de 15 dias o
extrato apresentava percentagens de inibicdo ddai¥eRsivelmente maiores do que o
extrato da cultura com 1 més, talvez por estar nfmsa de maior producdo de
pigmento e/ou das substancias responsaveis peidaadi. Contudo, o extrato da
cultura com 1 més apresentou um valor deo@is baixo (186,40mg/mL) que o valor
de EGo do extrato da cultura de 15 dias (195,00mg/mL), oiqdea que a quantidade
de extrato necessaria para reduzir o DPPH em 5@%én®r, ou seja, demonstra uma
capacidade antioxidante maior.

Na observacdo dos espectros verifica-se que ndwehanterferéncia da
absorvancia maxima dos extratos com a absorvaréeama do DPPH, a 515nm, o que
foi referido para algumas microalgas, como por gdemnum estudo de Jaime e seus

colaboradores (2010) em que ocorreu interferémti@ @bsorvancia maxima do extrato
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de quistos deHaematococcus pluvialis e a absorvancia maxima do DPPH, nao
apresentando resultados vidveis de atividade adéote.

Nao existem outros estudos sobre atividade antokéd em Pectodictyon
cubicum, sendo também dificil fazer comparagfes com esp&n mesmo grupo, pois
os resultados de percentagem de inibicio do DPRHes@ressos em unidades
diferentes das utilizadas neste trabalho. Os estedistentes em cloréfitas mostram
que varias espécies exibem atividade antioxidatwejo por exemplcChlorella e
Chlamydomonas nivalis (Li et al., 2007). Do mesmo modo que para 0 método do
ABTS, optou-se por fazer uma comparacdo dos vatmesos obtidos para extratos de
alimentos utilizados como referéncia, sendo queatimes de E€dos dois extratos de
Pectodictyon cubicum se encontram muito acima do valor do extrato deate, com
83,50mg/mL.
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5.Conclusoes
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Este estudo incidiu sobre a microaRgctodictyon cubicum Taft, estirpe ACOI
1651, com o objetivo de avaliar 0 seu crescimemtmnhecer o conteddo em
monossacarideos dos seus polissacarideos e detearsna atividade antioxidante. A
estirpe demonstrou ter um crescimento celular Jerds condi¢cdes de cultivo definidas,
tendo sido registado um aumento de biomassa deg/B,2@ fim de 31 dias. Nestas
condi¢des de cultivo produz bastante polissacarigeorepresenta cerca de 39 a 44%
por mg de biomassa seca, sendo obtida maior gadetiduma cultura com 1 més ou
mais, comparativamente a culturas com 15 dias e&cicnento. As andlises realizadas
sobre a composicdo em monossacarideos dos potiskessaextraidos evidenciaram
uma composicdo em arabinose, presente em grandedgee nas culturas mais velhas
e, em menores gquantidades, ramnose, galactoseoseglbu manose. Ramnose aparece
em maior quantidade na cultura mais jovem, embeja secessario confirmar estes
resultados em trabalhos futuros. Esta composicamenossacarideos € semelhante a
da goma-arabica, pelo gueectodictyon cubicum ACOI 1651 podera ter potencial
biotecnoldgico, especialmente na industria alimenpara finalidades espessantes,
gelificantes e emulsionantes.

Quanto a sua atividade antioxidante, o extrato gpeesentou melhores
resultados, pelos métodos de ABTS e DPPH, foi @ultura com 15 dias, com um
valor muito proximo ao do extrato da cenoura peé@atio de ABTS. Pelo método de
DPPH, observou-se que o extrato da cultura comidsbapresentava um valor dedgC
mais alto, 195,00mg/mL, em comparacdo com 184,60ingapresentado pelo extrato
com 1 més. O valor de referéncia mais proximo foilam extrato do tomate com
83,50mg/mL.
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Anexo | — Composicao dos extratos de solo e 8phagnum utilizados no meio M7

Extrato de solo

200 g de terra virgem : 1 L de agua destilada

1. Colocar 1,600 Kg de terra numa panela e juntar lentamente 8 litros 4gua destilada. Mexer.

2. Deixar ferver durante 1 hora, desligar e deixar arrefecer.

3. Filtrar o sobrenadante usando um baldo de 3 L, funil de vidro, algoddo e filtro de papel.
Descartar a lama.

4. Distribuir o filtrado por balBes até 200 mi cada.

5. Centrifugar o filtrado, a4 000 rpm, durante 15 minutos. Colocar o sobrenadante em balbes de
200 ml esterilizados (encher so 150 mi).

6. Autoclavar durante lhora, em 3 dias seguidos.

7. Conservar no frigorifico.

Extrato de Sphagnum

S00g de Sphagnuwm : 151 de agua destilada

1. Colocar 250g de Sphognum numa panela e juntar lentamente 7,50 de dgua destilada. Deixar
durante a noite.

2. Colocar a ferver durante 1 hora, desligar e deixar arrefecer.
Filtrar o sobrenadante usando um baldo de 3L, funil de vidro, algod3o e filtro de papel.
Descartar os restos solidos.

4, Distribuir o filtrado por balSes de 200ml esterilizados (encher 56 150mil).

Auteciavar durante 1 hora, 3 dias seguidos.

6. Colocar no frigorifico.

&
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Anexo Il - Cromatograma de 10 padrdes auténticos @s seus tempos de retencéo

(N
1.DE+0B

|
8.0E+05
6.0E+05|

4 0E+05

2.0E+05

30,374

AR08 40,00 40,00 [min]
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Anexo Il - Espectros de absorcéo do visivel parasadiferentes extratos etandlicos.
A- Amora, B-Cenoura, C-Morango, D-Tomate, E- Framb@sa, F-Mirtilo, G-Uva.

A -Amora E - Cenoura
C-Moranen D -Tomat=
E -Framhbossa F - Mirtilo
G-Tva
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Anexo IV - Calculo do EG; para o método de DPPH para o extrato de
Pectodictyon cubicum

Absorvancia inicial DPPH (515nm) = 0,672

0,630

0,625 r
.5 L 4
e 0,620
<0
2
2 0,615
<

0,610

! y =-0,0025x + 0,632
R?=0,9703
0,605
0 2 4 6 8 10 12
Diferentes concentragdes de extrato

Figura | — Gréafico com os valores da leitura deoal@ncia das varias diluicbes do
extrato e respetiva equacédo da reta

Tabela | — Leitura das absorvancias das diferatilgig6es do extrato etanodlico de
Pectodictyon cubicum.

Concentracao do extrato (mg/mL) | Absorvancia a 515nm
10 0,607
7 0,622
3 0,624

Calculo do EG:

y=-ax+b

Equacéo da reta de absorvancia do extrato etanolig

Controlo (1,8 DPPH + 0,2mL extrato etandlico) =06
y=0,603/2
x=(0,301-0,6329) /-0,0025

x=132,56 mg/mL
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