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RESUMO - As microalgas tem despertado cada vez mais atencdo pela sua
capacidade em sintetizar inUmeros metabolitos bioativos de interesse. Nesse
sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar o conteudo fendlico bem como o potencial
antioxidante de Scenedesmus obliquus CPCCO05 e Phormidium autmnalle. As
biomassas foram produzidas em fotobiorreator de coluna de bolhas acoplado a uma
plataforma de iluminacdo, operando de forma intermitente com alimentacdo de 1,5
L de meio BG11, concentragdo inicial de inoculo de 100 mg.L™, temperatura de 25
°C, aeracao de 1 volume de ar por volume de meio por minuto (VVM) através da
injecdo de ar enriquecido com 15,0% de didxido de carbono (v/v), a relagdo volume
de meio circundante na plataforma de iluminacdo e area escura foi de 20% e
intensidade luminosa de 13000 Lux. O contetdo fendlico foi extraido das
biomassas por meio de agitacdo orbital com metanol e determinado através de
reagente de Folin-Ciocalteu. A atividade antioxidante foi estabelecida atraves da
capacidade do extrato fendlico em desativar espécies reativas de oxigénio. Com
base nos resultados obtidos, a microalga Scenedesmus obliquus CPCCO05
apresentou maior conteudo fendlico total (871,2 ug EAG.g') bem como maior
potencial antioxidante (23,5 pMol TE.g) em relagdo a Phormidium autumnale
(552,6 g EAG.gt e 16,3 uMol TE.gY). Deste modo, sugere-se que essa microalga
pode ser explorada como uma via natural de producdo compostos fendlicos.

1. INTRODUCAO

As microalgas sdo micro-organismos promissores, uma vez que sao constituidas por uma
variedade de biomoléculas de interesse comercial, tais como aminoacidos, acidos graxos,
carotenoides, clorofila e compostos fendlicos (Zepka et al., 2008; Jacob-Lopes et al., 2007;
Klejdus et al., 2010; Queiroz et al., 2011; Rodrigues et al. 2014; Maadane et al., 2015;
Maroneze et al, 2016).

Dentre esses microrganismos as cloroficeas e cianobactérias estdo entre as linhagens que
tem sido fortemente exploradas em funcao do seu potencial producdo de biomassa associado a
esses valiosos compostos celulares, os quais podem ser amplamente aplicados como insumos
intermediarios e produtos finais de processos relacionados a bioenergia, alimentacdo e
farmacéuticos (Zepka et al., 2008; Jacob-Lopes et al., 2010; Zepka et al., 2010; Queiroz et al.,
2011; 2014; Rodrigues et al. 2015; Santos et al., 2016; Maroneze et al, 2016).

Muitas pesquisas tem sido amplamente direcionadas para exploracdo de biocompostos
microalgais (Zepka et al., 2008; Jacob-Lopes et al., 2007; Queiroz et al., 2011; Rodrigues et al.
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2014; Rodrigues et al. 2015; Maroneze et al, 2016), no entanto compostos fenolicos ainda séo
pouco explorados, embora sua presenca em biomassa microalgal ja tenha sido considerada ha
algum tempo (Klejdus et al., 2009).

Compostos fendlicos sdo uma classe importante de antioxidantes, uma vez que sao
capazes de impedir a oxidac&o lipidica por eliminacgdo direta de espécies reativas de oxigénio
entre outras fungdes, por conta disso assumem importante papel em termos de saude humana
ou aplicac@es tecnoldgicas (Pietta, 2000).

Com base no exposto, o presente estudo teve por objetivo avaliar o conteido compostos
fendlicos totais presente nas biomassas de Scenedesmus obliquus CPCCO05 e Phormidium
autmnalle, bem como determinar seu potencial antioxidante.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismos, meio de cultura e producéo de biomassa

Culturas axénicas de Scecnedesmus obliquus CPCCO05 e Phormidium autumnale foram
propagadas e mantidas em meio de BGN sintético contendo agar-agar solidificado (20 g.L™)
(Rippka et al., 1979). As condicdes de incubacdo utilizadas foram de 25°C e intensidade
luminosa constante de 1000 Lux.

A producdo de biomassa foi realizada em fotobiorreator (Jacob-Lopes et al., 2014)
integrando duas unidades principais de reagdo: um fotobiorreator de coluna de bolhas acoplado
a uma plataforma de iluminacdo. O fotobiorreator operou em regime intermitente, alimentado
com 1,5 L de meio BGN (Ripka et al., 1979). As condic¢Oes experimentais foram: concentragéo
inicial de inoculo de 100 mg.L™, temperatura de 25 °C + 1, aeracdo de 1 volume de ar por
volume de meio por minuto (VVM), através da injecdo de ar enriquecido com 15,0% de diéxido
de carbono (v/v). A relacdo entre o volume de meio circundante na plataforma de iluminacéo e
area escura foi de 20%, além disso a intensidade luminosa de 13000 Lux permaneceu constante.

2.2. Extracdo e quantificacdo dos compostos fenolicos totais

A extracdo de compostos fendlicos foi realizada conforme metodologia proposta por
Souzaetal., (2011), com adaptacdes. 0,2 g de biomassa liofilizada foram homogeneizadas com
2 mL de metanol em agitador orbital a 25 °C durante 60 min a 200 rpm. A agitacdo foi
interrompida aos 45 minutos, apds foram adicionados 2 mL de metanol e a agitacdo foi
retomada por mais 60 min. O extrato foi filtrado e lavado trés vezes com 10 mL de hexano para
fins de purificagdo. O extrato purificado foi clarificado para elimina¢do de proteinas com
hidréxido de bario 0,1 M e sulfato de zinco 5%, ap6s submetido a centrifugagdo durante 10 min
a 3000 rpm. O sobrenadante foi removido, filtrado através de membrana de 0,22 pm (Millipore)
e a concentracdo ajustada em baldo volumétrico. Em seguida, os extratos foram encaminhados
para determinacao do contetdo total de fenolicos bem como sua capacidade antioxidante.

O teor de fendlicos totais foi estimado pelo método de Folin-Ciocalteu adaptado de
Singleton et al. (1999). 2,5 mL de amostra foram adicionados a 0,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteu diltido (1:10). Apés 5 min, adicionou-se 2 mL de carbonato de sédio a 7,5%.
Decorridas 2 h de incubacao a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, mediu-se a absorbancia
a 760 nm. A quantificacdo foi feita por calorimetria, por meio de curva de calibragéo de sete



Xll Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica
N 2017 em Iniciagdo Cientifica

CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA UFSCar - Sao Carlos — SP
QUIMICA EM INICIACAO CIENTIFICA 16 a 19 de Julho de 2017

pontos, construida com &cido gélico (170,1 mM). Os resultados foram expressos em equivalente
de 4cido galico por grama de peso seco de microalga (mg GAE.g™?) e referem-se ao valor médio
de trés repetigdes.

2.3. Potencial antioxidante dos extratos fenélicos totais

A capacidade antioxidante dos extratos fendlicos determinada conforme o método
proposto por Ou et al., 2013 para amostras hidrofilicas, com adapta¢@es. 25 uL de extrato
fenolico ou tampaéo fosfato (branco) foram colocados em microplaca de 96 pocos contendo 150
uL de fluoresceina (81 mM) em tampdo fosfato (75 mM e pH 7,4). A mistura foi pré-incubada
durante 10 min a 37 ° C seguida da adigdo de 25 uL de AAPH (19 mM). O sinal de fluorescéncia
foi registado cada minuto até 80 min num SpectraMax M5 (Molecular Devices Corp, Los
Angeles-CA USA) ou até atingir 0,5% do sinal de fluorescéncia inicial. A fluorescéncia foi
monitorizada no comprimento de onda de emissao de 520 + 20 nm com excitacgdo de 485 + 20
nm. Registou-se a fluorescéncia relativa em funcao do tempo e calculou-se a area sob curva
(AUC) da amostra e do branco. Os resultados foram expressos em pmol trolox equivalente por
grama de peso seco de biomassa microalgal (umol TE.g?) e referem-se ao valor médio de trés
repeticoes.

2.4. Analise estatistica

A analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey (p <0,05) foram utilizados para
verificar as diferengas entre as microalgas. As andlises foram realizadas com o software
Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa-OK, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

O conteudo de fendlicos das biomassas microalgais esta apresentado na Tabela 1. Os
teores diferiram significativamente (p <0,05), a microalga Scenedesmus obliquus CPCCO05
(871,20 ug EAG.gY) exibiu maior teor de fenolicos quando comparada a Phormidium
autumnale (552,6 ug EAG.g ). No entanto, o contetido encontrado para as duas microalgas foi
inferior ao relatado para a maioria das microalgas analisadas em estudo realizado por Goiris et
al. 2012 (1090 a 4570 pug EAG.g?).

A auséncia de proteinas nos extratos fenolicos do presente estudo pode justificar o limiar
minimo destes compostos em comparacdo com a literatura, uma vez que a estrutura quimica
das proteinas através de reacdes de reducdo sob o reagente de Folin—Ciocalteu produz um
composto que apresenta absor¢do maxima na faixa de 760 nm, a qual € mesma faixa de absorc¢ao
para fenolicos (Agbor et al., 2014).

Tabela 2. Potencial antioxidante dos extratos fendlicos microalgais.

Mi |

ICroa gae HMOI TE.g-l
Scenedesmus obliquus CPCC05 23,52+0,1
Phormidium autumnale 16,3+ 0,0

As médias com diferentes sobrescritos sdo significativamente diferentes (p <0,05) pelo teste de Tukey.
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A capacidade de eliminacao das espécies reativas de oxigénio (EROs) no presente estudo
foi medida por monitoramento do efeito de antioxidantes sobre o decaimento da fluorescéncia,
0 qual é causado pela oxidacdo da sonda de fluoresceina induzida por EROs geradas pela
decomposicéo térmica de AAPH a 37 °C (OU et al. 2013). Diante disso, pode-se observar na
Figura 1 que o extrato fenolico da S. obliquus foi capaz de manter a fluorescéncia da sonda
mais estdvel quando comparado ao extrato da P. autumnale, evidenciando assim maior
potencial antioxidante (23,48 + 0.13 uMol TE.g?) conforme é demonstrado na Tabela 2, além
disso o teste de Tukey (p <0,05) mostrou uma diferenca é significativa entre os teores de
fendlicos encontrados para as duas algas estudadas. Este resultado corrobora com o contetdo

fendlico encontrado nas microalgas (Tabela 1).

De acordo com estudos realizados por Cai et al. (2004), amostras que apresentarem 0s
valores médios de atividade antioxidante acima de 10 ug EAG.g™, podem ser consideradas ricas
em antioxidantes. Com isso, 0s valores obtidos no presente estudo evidenciam o potencial
antioxidante destes compostos na biomassa das microalgas exploradas.

Figura 1. Decaimento da fluorescéncia de fluoresceina induzida por radicais peroxil na
presenca de extrato fendlico de Scenedesmus obliqguus CPCCO05 e Phormidium autumnale.
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Tabela 2. Potencial antioxidante dos extratos fendlicos microalgais.
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Microalgae
J LMol TE.g?
Scenedesmus obliqguus CPCCO05 2352+0,1
Phormidium autumnale 16,3+ 0,0

As médias com diferentes sobrescritos séo significativamente diferentes (p <0,05) pelo teste de Tukey.

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, a microalga Scenedesmus obliquus CPCCO05
apresentou maior contetido de fenolicos totais bem como maior potencial antioxidante quando
comparada a Phormidium autumnale.
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