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RESUMO

As espécies reativas de oxigénio quando ultrapassam as defesas antioxidantes, causa o estresse
oxidativo. A Spirulina platensis possue fatores antioxidantes, tais como, carotenoides, fenélicos totais
entre outras enzimas capazes de atenuar o estresse oxidativo. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a
atividade antioxidante da biomassa da Spirulina platensis cultivada em laboratorio comparando-a
com a Spirulina platensis comercial, por meio da captura dos radicais livres DPPH e o teor de
fenolicos totais. Nesta pesquisa foi realizada a extracdo dos componentes antioxidante da biomassa
cultivada e da comercial das respectivas amostras; SBH (Spirulina biomassa extrato hexano), SBE
(Spirulina biomassa extrato etanol), SBA (Spirulina biomassa extrato agua), SCH (Spirulina
comercial extrato hexano), SCE (Spirulina comercial extrato etanol) e SCA (Spirulina comercial
extrato agua). O teor de fendlicos para SBH foi de 14,41 mg EAG.g-1, porém como nao houve
rendimento de extrato para a biomassa comercial (SCH) nédo foi possivel determinar seu teor de
fenolicos totais. N&o houve diferenca significtiva (p<0,05) entre os teores de fenolicos totais nos
extratos de etanol da SBE e SCE, mas para o extratos de agua foi observado um maior teor de
fenolicos para SBA (17,10 mg EAG.g-1) diferindo significativamente da SBA (6,20 mg EAG.g-1).
A atividade antioxidante pelo sequestro do radical livre DPPH para SBH foi de 64,43 umol Tx.g-1,
ndo sendo determinado para SCH pois ndo houve rendimento de extrato. A atividade antioxidante
méaxima foram observados nos dois extratos da biomassa cultivada SBE e SBA com valores de 113,37
e 17,17 umol Tx.g-1, respectivamente,  diferindo significtivamente (p<0,05) dos seus
correspondestes de biomassa comercialentre. Assim, é possivel inferir que os compostos fendlicos
extraidos com o solvente etanol contribuiram para a capacidade antioxidante na microalga Spirulina
platensis. Embora os compostos fendlicos tenham apresentando um relagéo possitiva com a atividade
antioxidante, € importante resalvar que essa microalga também produzir uma grande variedade de
outros compostos antioxidantes, incluindo, por exemplo, os carotenoides, acidos gordos poli-
insaturados e os polissacaridos, podendo ser estes outros compostos 0s responsaveis pela atividade
antioxidante no extrato de agua.

Palavras-chave: Sprilina platensis. Fenolicos totais. DPPH.

ABSTRACT

Reactive oxygen species when they overcome antioxidant defenses, cause oxidative stress. Spirulina
platensis has antioxidant factors, such as carotenoids, total phenolics and other enzymes capable of
attenuating oxidative stress. The objective of this research was to evaluate the antioxidant activity of
the biomass of Spirulina platensis grown in the laboratory by comparing it with commercial Spirulina
platensis, by capturing DPPH free radicals and the total phenolic content. In this research, the
extraction of the antioxidant components from the cultivated and commercial biomass from the
respective samples was carried out; SBH (Spirulina biomass extract hexane), SBE (Spirulina biomass
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extract ethanol), SBA (Spirulina biomass extract water), SCH (Spirulina commercial extract hexane),
SCE (Spirulina commercial extract ethanol) and SCA (Spirulina commercial extract water). The
phenolic content for SBH was 14.41 mg EAG.g-1, but as there was no extract yield for commercial
biomass (SCH) it was not possible to determine its total phenolic content. There was no significant
difference (p <0.05) between the levels of total phenolics in the ethanol extracts from SBE and SCE,
but for water extracts a higher phenolic content was observed for SBA (17.10 mg EAG.g- 1) differing
significantly from the SBA (6.20 mg EAG.g-1). The antioxidant activity by the free radical
scavenging DPPH for SBH was 64.43 umol Tx.g-1, not being determined for SCH as there was no
extract yield. The maximum antioxidant activity was observed in the two extracts of the cultivated
biomass SBE and SBA with values of 113.37 and 17.17 pmol Tx.g-1, respectively, differing
significantly (p <0.05) from their corresponding commercial biomass between. Thus, it is possible to
infer that the phenolic compounds extracted with the ethanol solvent contributed to the antioxidant
capacity in the microalgae Spirulina platensis. Although phenolic compounds have a possible
relationship with antioxidant activity, it is important to note that this microalgae also produces a wide
variety of other antioxidant compounds, including, for example, carotenoids, polyunsaturated fatty
acids and polysaccharides, which may be other compounds responsible for the antioxidant activity in
the water extract.

Keywords: Sprilina platensis. Total phenolics. DPPH.

1 INTRODUCAO

As microalgas sdo consideradas matérias primas de grande importancia devido as funcoes
diversificadas. Possuem atividades fotossintéticas, sendo consideradas o principal organismo
primario como produtores de matéria organica em ambiente aquético (LOPEZ et al., 2014), pelo alto
nivel metabolicamente e atividades biologica (YINGYING et al., 2014).

De acordo com Vasconcelos et al., (2007) os danos causados pelas espécies reativas de oxigénio
estdo bastante esclarecidos na literatura especializada. Mas, as espécies reativas de oxigénio também
possuem suas fungdes benéficas integradas ao metabolismo humano, tais como, fagocitose (espécies
produzidas com capacidade de eliminar o agente agressor) em diversas condicdes fisioldgicas. As
espécies reativas de oxigénio (ERO) se tornam nocivas, quando ha um aumento de sua producéo que
resulta no desequilibrio danoso no sistema pré e antioxidante.

Fontes naturais de antioxidantes sdo exploradas com o objetivo de evitar a deteroriacdo
oxidativa dos organismos vivos. Um alimento que ganha bastante destaque em relacdo a acgdes
antioxidantes sdo as microalgas, sendo alvo de diversas pesquisas. Além de acdes antioxidantes, elas
destacam-se pela quantidade de compostos bioativos, tais como, acidos graxos poli-insaturados, b-
caroteno, polissacarideos sulfatados e esterois (CHATTERJEE; BHATTCHARJEE, 2013).

O metabolismo humano e fontes exdgenas tem a capacidade de produzir espécies reativas de
oxigénios, tais como, oxigénio singuleto (*0,), radicais superoxido (02°), radicais hidroxilo (OHe), e
peroxido de hidroxilo (H202) que se ligam a macromoléculas e provocam danos celulares. Alguns

antioxidantes estdo sendo pesquisados como agentes capazes de reduzir as espécies reativas de
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oxigénios no corpo humano. A funcdo do antioxidante é a prote¢do contra estresse oxidativo e
aumenta consequentemente a defesa das células do corpo humano (YINGYING et al., 2014).

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a atividade antioxidante da biomassa da Spirulina platensis
cultivada em laboratério comparando-a com a Spirulina platensis comercial, por meio da captura dos

radicais livres DPPH e o teor de fendlicos totais.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 MICROALGAS

Alguns alimentos se tornam objeto de pesquisa por apresentar em suas composi¢des, compostos
bioativos capazes de atenuar fatores patoldgicos, causados por uma ma alimentacdo. Compostos, tais
como, polifenois, carotenoide, peptideos, antioxidantes, antiatividades inflamatdrias ou
antiproliferativos, esteroides ou acidos graxos poliinsaturados encontrados nesses alimentos. S&o
sugeridos positivamente contra doencgas cardiovasculares, neurodegeneracdo e cancer em diferentes
pesquisas realizadas em seres humanos (HERRERO et al, 2015).

Algumas microalgas sdo consideradas detentoras desses fatores. Em sua composi¢édo, estdo
presentes compostos capazes de beneficiar a saide humana. As microalgas pertencem a um grupo
heterogéneo predominante aquatico. Sdo geralmente microscopicos unicelulares, procariontes ou
eucariontes que podem ou ndo formar col6nias. Apresentam pouca ou nenhuma diferenciacéo celular
e possuem pigmentos responsaveis pela coloracdo variada e metabolismo fotoautotrofico
(BARCELLOS et al. 2012). Tem capacidade de converter o CO, em proteinas e lipideos que podem
ser transformados em alimentos e racdo de alto valor bioldgico. Algumas espécies apresentam
crescimento extremamente rapido e pode até duplicar sua biomassa em 24hs (BILAD et al. 2014).

O cultivo de microalgas tem despertado o interesse dos pesquisadores e do meio industrial. Em
funcdo do alto valor nutricional que a biomassa apresenta. Essa biomassa pode ser utilizada na
producdo de alimentos e de outros compostos naturais para comercializacdo. Os compostos; acidos
graxos poliinsaturados, carotenoides, ficobilinas, polissacarideos, vitaminas, esterois e diversos
compostos bioativos naturais, além de apresentar acbes antioxidantes, caracterizam essa biomassa
como alimento funcional (BARCELLOS et al. 2012).

O interesse pelas microalgas cresce pelo fato dos lipideos encontrados em sua composicao,
possuirem energias armazenadas por atomos de carbono duas vezes mais que os carboidratos.
Podendo favorecer o aumento substancial em energia de combustdo em relacdo as plantas terrestres
para a producdo de bicombustiveis (RAWAT et al. 2013).

As microalgas apresentam acdes antioxidantes naturais, onde duas espécies sao cultivadas para

a producéo de carotenoides, tais como, Dunaliella que produz o (beta-caroteno) e a Haematococcus
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que produz (astaxantina). Além dos carotenoides, as microalgas apresentam em adicdo, outros
pigmentos com fungfes antioxidantes, potencialmente valiosos, tais como, os tocoferois (vitamina
E), &cido ascorbico (vitamina C) e compostos fendlicos. Os tocoferois sdo encontrados em dleos
comestiveis para evitar a oxidacdo dos radicais livres nas células humanas. A quantidade de vitamina
(E) encontrada nas microalgas € maior do que a encontrada em 6leos virgens de oliva (GOIRIS et al.
2015).

De acordo com Raposo e Morais (2014) outro fator superimportante em relagdo a biomassa das
microalgas sdo 0s compostos fitoquimicos contidos em sua composicao. As doencas degenerativas
ndo transmissiveis, tais como hipertensdo, diabetes mellitus e cancer, causadas muitas vezes por uma
ma alimentacdo, tém aumentado 0s nimeros de dbitos no pais. As microalgas apresentam compostos
fitoquimicos que podem reduzir e prevenir os riscos de doengas cardiovasculares e cerebrais. Os
compostos fitoquimicos encontram-se em legumes, frutas e em maior concentracdo em microalgas e
outras cianobacterias. Apesar de sua grande riqueza em compostos fitoquimicos e fitonutrientes,
enzimas antioxidantes, vitaminas, carotenoides e polissacarideos, compostos fenolicos e esterdis, as
microalgas ndo recebem a atencdo que merecem em relacdo aos beneficios e prevencao de risco para
a saude dos seres humanos.

As microalgas se destacam nas industrias de alimentos, por apresentarem grandes
produtividades e baixo custo. Devido ao baixo custo o0 consumo e o processo de producdo sao muito
amplos, contribuindo assim como alimentos para a populacdo mundial. Podendo ser como
biocatalisadores, em sinteses quimicas, na producdo de enzimas ou como fonte de proteinas
(VILCHEZ et al, 1997).

2.2 A IMPORTANCIA DOS ANTIOXIDANTES EXTRAIDOS DAS MICROALGAS

Nos ultimos anos, tem havido muito interesse por alimentos que apresentam acdes
antioxidantes. Em pesquisas voltadas para o combate de doencas epidemioldgicas, a ingestdo de
alguns alimentos que contém vitaminas, minerais e outros compostos capazes de combater o estresse
oxidavito e proteger o organismo contra doencas cardiacas, cancer e envelhecimento celular, tem
apresentado grande relevancia. Alimentos com acles antioxidantes tem a capacidade de inibir as
espécies reativas de oxigénios causadas pelo estresse oxidativo. Devido a esta funcéo, alimentos que
contém acdes antioxidantes sdo bastante pesquisados e consumidos, com objetivo de proteger as
células do estresse oxidativo (GAD et al., 2011). Além de sua funcdo antioxidante, os carotenoides
apresentam outras funcgdes, tais como, prevencao a células cancerigenas por meio do (b-caroteno,
luteina e zeaxantina), envelhecimento celular e prevencdo contra doencas cardiacas, por meio da
(vitamina E) (CAMPOQO; 2000).
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Microalgas e cianobactérias contém funcgdes antioxidantes naturais de grandes diversidades
bioguimicas. Elas possuem a capacidade de respostas adaptativa acelerada em relacdo ao combate do
estresse oxidativo. Isso ocorre pela ativagcdo do seu sistema de defesa antioxidante intrinseca. A
maioria dos antioxidantes é a-apolar. O antioxidante é extraido utilizando o etanol, que demonstra
alta afinidade para a extracdo de antioxidante em microalgas Haematococcus. O etanol é também
considerado um dos solventes mais utilizados para processamento de subprodutos agricolas
(GUEDES et al., 2013).

O organismo humano apresenta redugdo e oxidacdo natural para as atividades funcionais e
essenciais do metabolismo. Mas, quando ha um desequilibrio entre a producéo de radicais livres e a
defesa antioxidante, o organismo promove o estresse oxidativo. E importante que tenhamos
conhecimento sobre alguns fatores que podem influenciar tanto na produg@o como no aumento desses
radicais livres. Fatores, tais como, defeitos na respiracdo mitocondrial, metabolismo do acido
araquidénico, ativacdo-inibicdo enzimatico. Além destes fatores, temos que levar em consideracéo
os fatores exdgenos na contribuigéo para a producdo desses radicais livres, tais como, poluicdo, fumo,
exercicios de alta intensidade, bebida alcodlica e ma nutricdo. Por meio de fatores enddgeno e
exogeno, podemos combater o excesso de radicais livres por enzimas antioxidantes. Essas enzimas
reagem de forma acelerada, fazendo com que os radicais livres ndo possam reagir com as moléculas
bioldgicas, evitando-se produtos reativos (OLIVEIRA et al., 2013)

Algumas algas sdo consideradas ricas em antioxidantes naturais, contribuindo para a
seguranca da saude humana. As microalgas sdo indicadas como antioxidantes naturais e seguras, pelo
fato de serem cultivadas em biorreatores que mantém sua qualidade e controle celular. De modo que
esse processo ocorra sem a presenca de herbicida e pesticida ou quaisquer outras substancias toxicas
(L1 et al., 2007).

Espécies reativas de oxigénio sao relacionadas a danos celulares e a producéo de doencas
fatais no nosso organismo. Devido a esse fator de degradacdo, aumenta-se o interesse dos
pesquisadores para avaliar as a¢fes antioxidantes das microalgas. Todas as espécies possuem uma
caracteristica peculiar em relacdo as enzimas encontradas. De acordo com Cuaresma et al., (2006) a
espécie Chlamydomonas acidophila apresenta em suas composi¢do; b-carotone, luteina, zaxantina e
caroteno, apresentando os mesmo carotenoides de Scenedesmus (LOURENCIO et al., 2009). Ja
Chlocrococum de acordo com Bin e Chen (2001) contem algumas enzimas anteriormente encontradas
na Chlamydomonas, mas apresentando algumas enzimas antioxidantes a mais, tais como, astaxantina,
zeaxantina e cantoxantina. A Chlorella vulgare bastante popular no Japdo, também apresenta

marcadores antioxidantes, tais como, superoxido dismutase e catalase (O et al., 2010).
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2.3 SPIRULINA PLATENSIS E ANTIOXIDANTE

A biomassa da Spitulina platensis é um alimento de alta qualidade bioldgica. Contendo altos
teores de proteinas (70%) (ANDRADE; COSTA; 2008), vitaminas (biotina, acido félico, inositol,
vitamina E e B12) e acidos graxos poliisaturados (WANG et. al. 2007). Rica em minerais (zinco,
magnésio, manganés, selénio e ferro (YEGANEH; TEIMOURI; AMIRKOLAIE, 2015), clorofila,
carotenoides, hidrato de carbono, esterdis, pigmentos aloficocianina, (PEIRETTI; MEINERI; 2011),
acido c-linolénico e ficobiliproteinas (SU et al 2014), B-caroteno, ficocianina, tocoferdis e superdxido
dismutase que sdos 0s responsaveis por acgdes antioxidantes (YEGANEH; TEIMOURI;
AMIRKOLAIE, 2015). Alem de conter antioxidantes e vitaminas, essa biomassa contém também
polissacarideos sulfatados que sdo antivirais e esterdis que apresentam funcdes antimicrobianas. De
acordo com Yeganeh; Teimouri; Amirkolaie, (2015) a Spirulina platensis pode regular o sistema
imunoldgico celular em respostas (interleucina 1p e factor de necrose tumoral (TNF) —o genes),
imunomoduladoras, biomoduladoras, e propriedades anticancerigenas (IBRAHEM et al. 2013). Além
de prevenir aterosclerose, niveis elevados de colesterol e triglicerideos e doencas cardiacas (COLLA
et. al, 2007).. A biomassa da S. platensis é classificada pela FDA como GRAS (Generally Recognized
as Safe) um alimento que garante total seguranca a populacdo quanto ao seu consumo sem risco a
salde (ANDRADE; COSTA, 2008).

A producdo da biomassa da Spirulina platensis ocorre em trés etapas quais sejam: cultivo,
colheita e processamento. Paises como os Estados Unidos, Tailandia, india, China, Paquist&o, Taiwan
e Birmania sdo os maiores produtores e consumidores comercias de Spirulina platensis.(RAVI et. al.
2010). Segundo RAVI et. al. (2010) se faz necessario a realizacdo de mais pesquisas com alimentos
utilizados como suplemento. A Spirulina platensis é a Gnica alga azul-verde que pode ser cultivada e
comercializada como alimento, com fun¢des benéficas a saide humana.

O estresse oxidativo influencia diretamente o envelhecimento e as doencas degenerativas. As
espécies reativas de oxigénio (ERO) desempenham papel chave nas lesdes teciduais e inflamacdes
apos a pratica de exercicios intensos. Os suplementos tém sido consumidos pelos atletas em suas
dietas por conter componentes capazes de neutralizar essa a¢do oxidativa induzida pelo exercicio
(MEIHUA; SHILIAN; DUODUO; 2013). O exercicio contribui com a formulacdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON) contribuindo para a fadiga muscular. Para se defender do
dano oxidativo induzido pelo exercicio, as células tém defesas enddgenas e a contribuicdo dos
antioxidantes exdgenos que interagem na defesa criando uma rede antioxidante celular (KALAFATI
et. al. 2010).

Existem enzimas de defesa contra os radicais de espécies reativos de oxigénio (ERO)

produzidos nas células como parte dos processos metabolicos. Essas enzimas, tais como a catalase,
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superoxido dismutase, glutationa peroxidase, entre outras substancia ndo enzimaéticas tais como,
vitaminas A, E, C, glutationa, uibiquinona e flavondides, reagem contras os radicais livres como na
defesa antioxidante. O desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio (ERO) e o antioxidante,
causado pelo exercicio € denominado estresse oxidativo (LIPING et. al. 2011). O objetivo desta
pesquisa foi avaliar a atividade antioxidante da biomassa da Spirulina platensis em relagdo da
Spirulina comercial. Teve como objetivo especifico; cultivo da biomassa da Spirulina platensis em
meio sintético, extracdo de antioxidantes a partir da biomassa Spirulina platensis e comercial e
atividade antioxidante. E foi desenvolvida Laboratério de Ambientes Recifais e Biotecnologia com
Microalgas — LARBIM. A biomassa foi cultivada no préprio laboratério e a Spirulina comercial foi
adquirida no comercial de Jodo Pessoa.

3 METODOLOGIA
Esta pesquisa foi realizada no Laboratorio de Ambientes Recifais e Biotecnologia com
Microalgas — LARBIM/CCEN/UFPB.

3.1 MATERIAL BIOLOGICO
A cepa da microalga Spirulina platensis utilizada para obtencdo de biomassa cultivada em
laboratdrio foi obtida no banco de cultura de microalgas do LEA. A biomassa comercial de Spirulina

platensis foi obtida no comercio de Jodo Pessoa.

3.2 PREPARACAO DOS MEIOS DE CULTURA
O meio basico para o cultivo da Spirulina platensis para a producdo da biomassa utilizada na

pesquisa foi 0 meio Zarrouk (ZARROUK, 1996) preparado com agua destilada autoclavada.

3.3 EXTRACAO LABORATORIAIS DE PRODUCAO DE BIOMASSA

O crescimento da Spirulia platensis foi efetuado em camara de cultura climatizada (24+1° C)
sob intensidade luminosa de aproximadamente 150 pmol.m?2s?, fornecida por lampadas
fluorescentes de 40 W e fotoperiodo com ciclo de 12 h claro/escuro, em baldo de 6 litros com 5 litros
de meio de cultura, com injecdo continua de ar (2,0 mL.min) através de um minicompressor de
membrana Resun AOC2. O acompanhamento do cultivo foi realizado por meio de contagens
celulares em camaras Sedgewick-Rafter (espécies filamentosas), em microscopio binocular Leica, e
medidas da fluorescéncia in vivo usando um fluorébmetro Turner Design 10005 R. Durante as
contagens em microscopio também foram efetuadas observagdes do estado fisiologico das células,

avaliando-se aspectos da sua morfologia e tamanho e as espécies sendo fotografadas usando sistema
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de captura de imagem acoplado ao microscopio. A curva de crescimento foi tragada utilizando os
parametros de crescimento acima referidos, a partir das quais foi possivel determinar o tempo de
cultivo, a duragédo da fase exponencial, a velocidade de crescimento (k) e o rendimento final em
biomassa. A velocidade de crescimento (k), a qual representa o numero de divisdes celulares da
populacdo em estudo por unidade de tempo (dia), foi determinada pela seguinte férmula, citada em
Stein (1973).

k = 3,322.T2 - T1.logN2N1 (Eq. 1)

Onde, k representa a velocidade de crescimento, 3,322 é o fator de converséo do logaritmo de
2 na base 10, T1 e T2 correspondem ao tempo inicial e final da fase exponencial de crescimento; N1
e N2 referem-se a densidade celular inicial e final da mesma fase, respectivamente. A densidade
celular maxima (DCM) foi definida como o valor maximo obtido em numero de celulas por mililitro
ao final do cultivo e a produtividade de biomassa (PB) foi definida como o valor da biomassa seca
em gramas por litro de cultivo. O tempo de cultivo foi determinado com base no numero de dias
decorridos desde a inoculacao até o periodo o qual foi alcancada a densidade celular maxima.

Quando o cultivo atingiu o inicio da fase estacionaria do crescimento, o cultivo foi
interrompido e o material centrifugado em centrifuga refrigerada Novatecnica NT825 (20 °C, 3500
rpm por 20 min), sendo o sobrenadante descartado e o precipitado congelado a -40 °C Terroni modelo
90LT-40C e posteriormente seca em Liofilizador Terroni modelo LS3000, operando a uma
temperatura de - 40 °C, pressdo de 0,0966 mmHg e percentual de vacuo de 99,99. A biomassa seca

foi pesada e guardada em recipiente hermético até o0 momento das analises.

3.4 EXTRACAO DOS ANTIOXIDANTES
3.4.1 Obtencéo dos extratos antioxidantes

As biomassas cultivadas e comercial da microalga Spirulina platensis foram submetidas a uma
extracdo sequenciada em gradiente crescente de polaridade para a obtencdo dos extratos de
antioxidantes. Foram pesados 1,0 g de cada amostra e a elas adicionado 40,0 mL de hexano (HE)
sendo sonicadas em banho de gelo (Unique, modelo USC-1400A) por 20 min. Para extracdo, foi
realizada trés horas de agitacdo a 25 °C, seguido da centrifugacdo do extrato a 8000 rpm por 10 min
e 0 sobrenadante recuperado, depois de repetir o processo de extracdo, os dois sobrenadantes foram
combinados. O residuo foi subsequentemente extraido duas vezes com 40,0 mL de etanol (EE)
seguido por 40,0 mL de &gua destilada (WE) nas mesmas condicdes anteriormente descritas. Os

extratos foram secos em estufa de circulacdo de ar Solab SL102 a 35 °C sendo em seguida
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armazenados, ao abrigo da luz, a temperatura ambiente até o momento de sua utilizacdo. Cada extrato
foi preparado na concentragdo de 5 mg.mL™ em agua e armazenadas em frascos &mbar, sob uma
atmosfera inerte até a sua utilizacdo. Todo o procedimento de extracdo foi executado em baixa

iluminacao.

3.4.2 Determinacdo dos compostos fendlicos extraiveis totais

Os teores de fendlicos totais extraiveis (TEP) foram determinados pelo método colorimétrico
Folin-Ciocalteau (SLINKARD; SINGLETON, 1977). Uma aliquota de 240 uL de cada extrato foi
colocada em tubo de ensaio e a elas adicionadas 60 pL do reagente de Folin-Ciocalteau, apés 1 min
de agitacdo seguiu-se com a adicdo de 2520 pL de agua destilada e 180 pL de carbonato de sédio a
15%. A mistura foi agitada e mantida ao abrigo da luz durante duas horas. A medida de absorbancia
foi realizada em UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, modelo Evolution 60S), no comprimento de onda
de 760 nm. A concentracdo de compostos fenolicos foi estimada utilizando uma calibracao de curva
padrdo com &cido galico (2-200 mg.L ) sendo obtida nas mesmas condigGes. Os resultados foram
expressos em mg EAG.g* (miligrama de equivalente de acido gélico por grama do extrato).

3.4.3 Determinacéo da capacidade antioxidante pela atividade sequestrante do radical livre
DPPH (2,2-Difenil-1-picril-hidrazil)

A atividade antioxidante dos extratos obtidos a partir das microalgas foi determinada de acordo
com Brand-Willams, Cuvelier e Berset (1995), que consiste na capacidade que os antioxidantes
presentes nas amostras possuem em seqiiestrar o radical estavel DPPHe. A partir de triagem
preliminar, a solugdo de DPPH+ (23,6 pg.mL-1 em EtOH) foi adicionada as amostras do extrato
obtendo uma concentragao final de 150 pg.mL-1. Em triplicata, aliquotas de 90 uL dos extratos
foram misturadas com 210 pL de etanol ¢ 2.700 pL da solu¢do de DPPHe (23,6 ug.mL-1 em EtOH).
Apds 30 minutos foi efetuada a leitura a 517 nm, em espectrofotdmetro UV-VIS (Thermo Fisher
Scientific, modelo Evolution 60S). A curva controle foi preparada utilizando Trolox em
concentragdes de 0,5 a 5 ug.mL-1. Os resultados foram expressos pela determinagdo da %AAT

(percentual atividade antioxidante total) (equacao 2):

BLAAT =100 x (Abscontrole_Absamostra)

AbScontrole

(Eq. 2)

Onde Abscontrole ¢ a absorbancia da solucdo etandlica do radical DPPHe ¢ Absamostra ¢ a

absorbancia do radical na presenca do extrato ou do Trolox.
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3.4.4 Andlise estatistica

Todas as anélises foram realizadas em triplicata, em trés ocasides diferentes. Os resultados
foram expressos como média + desvio-padrdo, submetidos a Test-T para comparagao entre o0s extratos
das biomassas cultivadas e comercial, considerando p<0,05 utilizando o software Statistica 7.0. O
coeficiente de correlacdo de Pearson (r) foi calculado entre os fendlicos extraiveis totais e 0s métodos
utilizados que avaliar a capacidade antioxidante.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 DADOS DO CULTIVO

A tabela 1 evidencia os dados do cultivo em laboratério da Spirulina platensis.

Tabela 1 - Dados de cultivo em laboratério da Spirulina platensis apresentando: velocidade de crescimento (k), duracdo

da fase exponencial de crescimento em dias (Fase Log), Tempo de cultivo, total de biomassa seca produzida (mg.L™).

Espécie K Duracéo da Fase Tempo de Rendimento de
P Log (dias) cultivo Biomassa (mg.L™)
Spirulina platensis 1,44+0,13 3 11 300

Fonte: Dados da Pesquisa

4.2 EXTRACAO DOS ANTIOXIDANTES
Os resultados da extracdo dos compostos fenolicos da biomassa Spirulina platensis cultiva da
em laboratdrio e da biomassa comercial estdo descritas na Tabelal. Foram realizadas extracdo com

hexano, etanol e agua, tanto para a biomassa obtida no laboratério como para a biomassa comercial.

Tabela 2- Teor de fendlico total (mg EAG.g™?) das biomassas de Spirulina platensis cultivada e comercial para os extratos
de hexano (SBH e SCH), etanol (SBE e SCE) e agua (SBA e SCA), ao nivel de probabilidade de p <0,05.
Extrato (mg EAG.g?)

Amostra H
Hexano Etanol Agua

Spirulina biomassa cultivada 14,41 + 0,00 13,622+ 0,07 6,20° + 0,10

Spirulina biomassa comercial n.d. 12,84*+ 0,10 17,10+ 0,09

Média + desvio padrdo. Nas colunas, as médias seguidas de letras iguais, ndo diferem significativamente. mg EAG.g'=
miligrama de equivalente de acido galico por grama do extrato; SBH = Spirulina biomassa extrato hexano; SBE =
Spirulina biomassa extrato etanol; SBA = Spirulina biomassa extrato 4gua; SCH = Spirulina comercial extrato hexano;
SCE = Spirulina comercial extrato etanol; SCA = Spirulina comercial extrato agua; n.d.= ndo determinado.

Fonte: Dados da Pesquisa
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Os valores médios de polifendis obtidos por meio da equacdo da curva de calibracdo do &cido
galico y= 0,087x -0,0746 e o coeficiente de correlagio R? = 0,9915, e expressos como equivalentes

de &cido gélico (EAG) por grama de extrato seco.

Figura 1 - llustragéo grafica da curva de Acido Galico.

CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO

1,200

Absorbancia

y=0,087x-0,0746
R*=0,5515

Conc. pg/mL

Fonte: Dados da Pesquisa.

O teor de fendlicos para SBH foi de 14,41 mg EAG.gt, porém como n&o houve rendimento de
extrato para a biomassa comercial (SCH) néo foi possivel determinar seu teor de fenolicos totais.
N&o houve diferenca significtiva (p<0,05) entre os teores de fenolicos totais para os extratos de etanol
da SBE e SCE, mas para o0 extratos de agua foi observado um maior teor de fendlicos para SBA
(17,10 mg EAG.g?) diferindo significativamente da SBA (6,20 mg EAG.g™?).

Comparando-se os resultados desta pesquisa com os resultados da pesquisa realizada por
Kepekgei; Saygideger (2012) no extrato etanol, por meio de trés etapas de extracdo ha 40 pumol, 60
pmol e 120 umol. Os resultados foram significativos para a extracdo de 60 e 120 umol com valores
respectivamente (25,73 + 3,16) e (49,83 * 5,56), demonstrando-se que os valores encontrados na
tabela 1 referente a SBE e SCE mostram-se valores potencialmente significativos em relacdo aos
compostos fendlicos da extracdo etanol. Os compostos fendlicos totais apresentam funcdes
bioldgicas e em particular, sdo considerados como uma das mais importantes classes de antioxidantes
naturais. Os resultados obtidos nesta pesquisa, comparando-se com os valores por Machu et al.
(2015), a determinacao dos compostos fenolicos totais por meio da extracdo dgua apresenta-se um
valor numericamente baixo para as amostras SBA de (6,20 + 0,10) e SCA (17,10 £ 0,09) em relacédo
com a amostra da Spiriluna platensis dos autores citados anteriormente com valor (43.2 £ 1.0). Por

mais que os valores relativamente apresentados baixos da biomassa da Spirulina platensis e da
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comercial. A agua extrai com eficiéncia os compostos fendlicos com atividade antioxidante devido a
sua polaridade, Os teores dos compostos fendlicos sdo significativamente encontrados nesta pesquisa.
Estéo descritos na Tabela 2 a determinacdo da atividade atioxidante pela captura do radical livre

DPPH presentes na biomassa da Spirulina platensis cultivada e da Spirulina platensis comercial.

Tabela 3- Determinagdo da atividade antioxidante pelo método de captura de radical livre DPPH (umol Tx.g?) das
biomassas de Spirulina platensis cultivada e comercial para os extratos de hexano (SBH e SCH), etanol (SBE e SCE) e
agua (SBA e SCA) ao nivel de probabilidade de p <0,05.

Extrato (umol Tx.g?)

Amostra A
Hexano Etanol Agua

Spirulina biomassa cultivada 64,43 +1,28 113,372+ 4,62 17,17 + 3,39

Spirulina biomassa comercial n.d. 46,03 + 5,59 6,07° + 1,28

Média * desvio padrdo. Nas colunas, as médias seguidas de letras iguais, ndo diferem significativamente. umol Tx.g=
micromol de equivalente de trolox por grama do extrato; SBH = Spirulina biomassa extrato hexano; SBE = Spirulina
biomassa extrato etanol; SBA = Spirulina biomassa extrato agua; SCH = Spirulina comercial extrato hexano; SCE =
Spirulina comercial extrato etanol; SCA = Spirulina comercial extrato agua; n.d.= ndo determinado.

Fonte: Dados da Pesquisa

Os valores médios obtidos por meio da equacdo da curva de trolox de calibragcdo y= 3E-05x +
0,0994 e o coeficiente de correlagio R? = 0,9975, e expressos como equivalentes de acido galico

(EAG) por grama de extrato seco.

Figura 2 - llustracdo gréfica da curva padrdo de Trolox.

CURVA PADRAQ DE TROLOX

y=-3E-05x+0,0994
R*=10,3975

0,06 \
\\ ——Sériel
0,04

* ~

L1 T T T T 1
a 500 1000 15040 2000 2500

Fonte: Dados da Pesquisa.

A atividade antioxidante pelo sequestro do radical livre DPPH para SBH foi de 64,43 umol

Tx.g?, ndo sendo determinado para SCH pois ndo houve rendimento de extrato. A atividade
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antioxidante maxima foram observados nos dois extratos da biomassa cultivada SBE e SBA com
valores de 113,37 e 17,17 umol Tx.g™, respectivamente, diferindo significtivamente (p<0,05) dos
seus correspondestes de biomassa comercialentre.

Para se obter uma grande variedade de extractos a partir da microalga
Spirulina platensis, foram usados trés solventes difentes de acordo com a sua polaridade. Assim, uma
grande variedade de extracdo pode ser obtida por meio da utilizacdo de diferentes solventes. Em
relacdo a atividade antioxidante dos extratos da Spirulina platensis biomassa hexano (SBH) e
comercial (SCH), comparando-se com os resultados obtidos por Hajimahmoodi et al. (2010),
podemos perceber valores numericamente significativos para os extratos SBH de (64,53) em relacao
as microalgas Chlorella vulgaris (4,06); Chrocococcus dispersus (0,25) e Anabaena Cylindrica
(0,15). Apresentando maior captura do radical livre DPPH para os extratos hexano da SBH. Portanto
para a amostra SCH ndo atribui valores positivos para a extracdo hexano. Pelo fato de néo obter
rendimento durante a sua extracdo. Referente ao extrato etanol da SBE (113,37) e da SCE (46,03)
encontra-se dentro dos padrdes quando relacionados a valores numéricos de acordo com Herrero et
al. (2004) que obteve um valor de (100,1) para extracdo etanol. Sendo assim, apresentando maiores
capturas do radical livre DPPH para amostra SBE em relagcdo a amostra SCE.

O coeficiente de correlagdo (R?) entre a capacidade antioxidante e o conteido fenolico da
biomassa de Spirulina platenses cultivada e comercial foi determinado (Figura 1). Observou-se uma
elevada correlacdo entre a capacidade antioxidante de DPPH e os teor de fendlicos para 0s extratos
de etanol (R?=0,99) como demosntrado na Figura 1A, sendo o inverso observado para os extratos de

agua (Figura 1B).
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Figura 3 - llustragdo grafica da correlagdo entre as atividades antioxidantes dos extratos de etanol (Fig. 1A) e da agua
(Fig. 1B) e os teores de fendlicos totais nas biomassas de Spirulina platensis cultivada e comercial, ao nivel de
probabilidade de p <0,05.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Assim, é possivel inferir que os compostos fenolicos extraidos com o solvente etanol
contribuiram para a capacidade antioxidante na microalga Spirulina platensis. Embora os compostos
fenolicos tenham apresentando um relacdo possitiva com a atividade antioxidante, é importante
resalvar que essa microalga também produzir uma grande variedade de outros compostos
antioxidantes, incluindo, por exemplo, os carotenoides, acidos gordos poli-insaturados e 0s
polissacaridos, podendo ser estes outros compostos 0s responsaveis pela atividade antioxidante no

extrato de agua.
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