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REsumo — Neste trabalho avaliou-se o efeito de diferentes tipos de extractos da planta de rosmaninho (Rosmarinus officinalis) ricos em compostos fenolicos,
no crescimento e na fisiologia da microalga Chlorella vulgaris. Os extractos foram obtidos por infusio aquosa a quente e a frio, esta ultima com dois periodos
de extragdo (5 e 21 dias). Os ensaios foram desenvolvidos em culturas batch com extratos a concentragao de 10%, 25% e 30% (v/v).

Os resultados mostraram para os extractos a frio que o crescimento da microalga foi afetado apenas com extratos de 21 dias, levando ao aumento da
taxa especifica de crescimento (u) e da densidade celular, bem como da concentragdo de clorofila a (Chl a) e do teor em proteinas, numa relagio direta
com a concentragao de extrato testada. A exposigao aos extractos a quente apesar de levar ao aumento de p e da densidade celular final de C. vulgaris,
concomitantemente induziu alguma toxicidade a nivel fisiologico, visivel pela diminuigao dos teores de Chl a e proteinas.

Os compostos fendlicos identificados por HPLC, nestes dois tipos de extratos, mostraram diferengas qualitativas e quantitativas. O extrato a frio apresentou
essencialmente acido rosmarinico e quercetina, enquanto que no extrato a quente foram quantificados sete compostos distintos, sendo os mais abundantes
os acidos rosmarinico e galico.

Considerando o perfil de compostos fenolicos encontrado, € possivel concluir que o grau de inibi¢do/ estimulo do crescimento de C. vulgaris esta relacionado
com a concentragio e composi¢do em compostos fenoélicos dos extractos estudados.

PALAVRAS-CHAVE: CHLORELLA VULGARIS, EXTRACTOS DE ROSMARINUS OFFICINALIS, COMPOSTOS FENOLICOS, ESTI/V[ULAC;IO/INIB[CEO DO CRESCIMENTO EM MICROALGAS

GROWTH OF CHLORELLA VULGARIS (UNICELLULAR CHLOROPHYTA) IN THE PRESENCE OF PHENOLIC COMPOUNDS

Abstract — In the present research the effect of different types of plant extracts of rosemary (Rosmarinus officinalis) rich in phenolic compounds was
evaluated on the growth and physiology of microalgae Chlorella vulgaris. The aqueous extracts were obtained by infusion in cold and hot extraction process,
this last with two periods (5 and 21 days). The tests were conducted in batch cultures with the extracts concentration of 10%, 25% and 30% (v / v).
Concerning the cold extracts, results showed that the growth of microalgae was affected only by 21 days extracts, leading to increased specific growth rate ()
and cell density, as well as chlorophyll a (Chl a) and proteins concentrations, in a direct relationship with the concentration of extract tested. The exposure
to hot extracts, despite an increase p and final cell density of C. vulgaris, concomitantly induced also some physiological Itoxicity, perceptible by a decrease
of Chl a and proteins content.

Phenolic compounds identified by HPLC, in these two types of extracts, showed quantitative and qualitative differences. The rosemary cold extract is mainly
composed by rosmarinic acid and quercetin, whereas in hot extract seven different compounds were quantified, the most abundant being the rosmarinic and
gallic acids.

Regarding to the profile of phenolic compounds founded, it seemed that the degree of inhibition/stimulation of microalgae growth of C. vulgaris is related
to the concentration and composition of phenolic compounds of the extracts studied.

KEY WORDS: CHIORELLA VULGARIS, ROSMARINUS OFFICINALIS EXTRACTS, PHENOLIC COMPOUNDS, MICROALGAL GROWTH INHIBITION / STIMULATION.

CRECIMIENTO DE CHLORELLA VULGARIS (CHLOROPHYTA UNICELHLAR) ANTE LA PRESENCIA DE COMPUESTOS FENOLICO

ABSTRACT — El presente estudio evaluo el efecto de diferentes tipos de extractos de plantas de romero (Rosmarinus officinalis) ricos en compuestos fenolicos,
sobre el crecimiento y fisiologia de la microalga Chlorella vulgaris. Los extractos acuosos se obtuvieron mediante la infusion caliente y frio, esta Gltima
extraccion con dos periodos (5 y 21 dias). Los ensayos se realizaron en cultivos discontinuos con la concentracion de extractos de 10%, 25% y 30% (v / v).
Los resultados para los extractos frios mostraron que el crecimiento de las microalgas se vio afectado solo para los extractos con 21 dias, conducente a lo
aumento de la tasa especifica de crecimiento (u) y de la densidad de las células, bien como la concentracion de clorofila a (Chl a) y el contenido de proteinas,
en una relacion directa con la concentracion de extracto de ensayo. La exposicion a los extractos en caliente, si bien han conducido a un aumento de p y de la
densidad final de celulas de C. vulgaris, concomitantemente han indujo cierta toxicidad a nivel fisiologico, visible por una disminucion de contenido en Chl

;
ay proteinas.

Los compuestos fenolicos identificados por HPLC, en estos dos tipos de extractos, mostraron diferencias cuantitativas y cualitativas. El extracto en frio
presento esencialmente el acido rosmarinico y la quercetina, mientras que el extracto en caliente presento siete compuestos distintos, los mas abundantes
siendo el acido rosmarinico y el acido galico.

Teniendo en cuenta el perfil de los compuestos fenolicos encontrado, es posible concluir que el grado de inhibicion/estimulacion del crecimiento de C.
vulgaris esta relacionado con la concentracion y composicion de compuestos fenolicos de los extractos estudiados.

PALAVRAS-CHAVE: CHLORELLA VULGARIS, EXTRACTOS DE ROSMARINUS OFFICINALIS, COMPUESTOS FENOLICOS, ESTIMULACION / INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE MICROALGAS.

SILVA ET AL. (2016)

INTRODUCAO

Os compostos fenolicos abarcam um grupo heterogéneo
desubsténcias com diferentes efeitosbiologicos. Estes compostos
encontram-se no ambiente como resultado do metabolismo

secundario das plantas (Whiting 2001), mas também podem

ocorrer como poluentes de origem antropogénica (Michalovitz
and Duda 2007). Embora os efeitos bactericidas ¢ fungicidas dos
compostos fenolicos se encontrem amplamente documentados
(Rauha et al 2000; Hafidh, et al 2011; Boulogne et al 2012;
Zabka and Pavela 2013), os efeitos dos compostos fenolicos em
microlagas sdo mais escassos (Nakai et al 2001; Laue et al 2014;
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Miazek et al 2014). Apesar disso, os fenomenos de lixiviagao
ou a deposi¢ao directa de efluentes, levam a que o reservatorio
final da maioria dos poluentes seja o ecossistema aquatico.

Fernandes et al (2014) ao avaliarem o efeito de
extractos de diversas plantas, ricos em compostos fenolicos,
no crescimento de Chlorella vulgaris, verificaram que em
fun¢ao da concentragio testada ocorria inibigio ou estimulo
do crescimento desta microalga. Outros autores (Megharaj et
al. 1992; Al-Khalid and El-Naas, 2012) observaram diminui¢ao
da toxicidade associada a compostos fenolicos e até o estimulo
do crescimento de C. vulgaris, em culturas sob condi¢es
fotoheterotroficas. De acordo com Lika and Papadakis (2009)
e com Miazek et al (2014), a variacio da toxicidade dos
compostos fendlicos nas microalgas parece depender da sua
concentracao, das condi¢des das culturas e das caracteristicas
dos compostos fenolicos.

De um modo geral, os compostos naturais
comparativamente aos compostos de sitese, podem apresentar
maior diversidade estrutural. Por outro lado, a investigagdo
com extratos ricos em compostos fenélicos, comparativamente
a compostos fenolicos purificados, podera mostrar eventuais
efeitos sinérgicos que ocorram, conduzindo, por isso, a
avaliagbes mais realistas.

Assim, neste trabalho pretendeu-se avaliar os efeitos
de diferentes concentragdes de extractos de plantas ricos em
compostos fendlicos no crescimento de Chlorella vulgaris, bem
como avaliar a resposta fisiologica desta microalga, através da
variagdo dos teores de clorofila a e proteina total. Com base nos
resultados de Fernandes et al 2014 e na ampla disponibilidade
da planta na regido, o alecrim (Rosmarinus officinalis) foi a planta

selecionada, para a obten¢do dos extratos.
MATERIAL E METODOS

Microalga Utilizada

Foram utilizadas culturas monoalgais de Chlorella
vulgaris  (CBS15-2075), rotineiramente desenvolvidas em
meio de Walne Modificado, agitadas continuamente por fluxo
de ar, utilizando filtros autoclavaveis de 0.2 um e didmetro
de 50 mm (Millex™). As culturas foram mantidas a uma
temperatura controlada de 25°C, com iluminagdo de 4500 Ix
e com fotoperiodo de 16h/8h luz/escuro. Os ensaios foram
realizados assim que as culturas iniciavam a fase exponencial,
avaliada por contagem do ntmero de células em camara de

Neubauer.

PREPARACAO DOS EXTRATOS

Amostragem do alecrim

O alecrim (Rosmarinus officinalis) foi colhido em Abril de
2012, na regido de Tras-os-Montes, Portugal (41°47°48.72"N,
6°46’1.97°W). Foram recolhidas flores, folhas e caules e
posteriormente secos a temperatura ambiente, em envelopes

de papel, no escuro, até serem utilizados. Para a obtenc¢do dos

Crescimento de Chlorella Vulgaris. ..

SILVA ET AL. (2016)

extratos as flores, folhas e caules foram cortadas em pequenos

bocados.
Obtengdo dos extratos

Para a obten¢do dos extratos aquosos a frio preparou-
se uma infusdo de alecrim a 12% (m/v) em agua destilada. A
infusdo foi feita em recipiente de plastico de 5 L, conservado no
escuro a temperatura ambiente e agitado diariamente. Foram
testados extratos ao 5° e 21° dias. Para os ensaios, o extrato
foi filtrado previamente por crivo de 45 pm e levado aos UV
durante 20 minutos.

Para a obtengéo dos extratos aquosos a quente, num
matraz preparou-se idéntica infusdo de alecrim (12% m/v),
iniciando-se de seguida o seu aquecimento (70°C/3 h). A
amostra foi tapada com vidro de relogio para evitar evaporagio.
Apbs, o extrato foi filtrado por crivo de 45 pm, e colocando

no frigorifico.
Ensaios em Culturas Batch

A avaliagdo do crescimento da C. vulgaris, na presenca
dos extratos aquosos, foi feita em culturas batch. As culturas
de C. vulgaris em fase exponencial foram transferidas para
Erlenmeyer sde 250 mL, previamente esterilizados, e
expostas quer a diferentes concentragGes de extratos (a frio e
a quente), quer a diferentes tempos de extragdo, no caso dos
extratos a frio, num total de 3 ensaios distintos, conforme
figura 1. Todas as concentragbes de extrato testadas foram
realizadas em meio de Walne Modificado (v/v). Para cada
ensaio foram realizadas culturas controlo, nas quais o volume
de extrato foi substituido por agua autoclavada. Os ensaios
foram desenvolvidos em volumes de 200 mL e realizados em
triplicado.

Os ensaios foram incubados em cdmara de cultura
a temperatura de 20°C, intensidade luminosa de 4500 Ix
com fotoperiodo de 16h/8h luz/escuro, sendo agitados
manualmente uma vez por dia. A avaliagio da densidade
celular das culturas foi feita por contagem diaria do nimero
de células em camara de Neubauer e os resultados expressos
pelo incremento da densidade celular ocorrido durante a fase
exponencial (Incremento) e taxa especifica de crescimento
(u). O teor de proteinas nas microalgas foi determinado pelo
método de Bradford (Bradford, 1976). Resumidamente,
apos extragio dos pigmentos foram adicionados 5 mL de
NaOH/0,5 M as amostras. Estas foram incubadas em banho-
maria durante 20 min. Apos o arrefecimento as amostras
foram centrifugadas (3500 rpm/15 min), seguindo-se a
leitura a 595 nm do sobrenadante (Nanocolor UV/VIS 60
Hz). A concentragao de proteinas totais foi feita considerando
uma curva de calibragio utilizando albumina de soro bovino
como padrio e os resultados expressos em pg/célula. O teor
em clorofila a foi determinado epectrofotometricamente
(Jeffrey e Humphrey, 1975) e os resultados foram expressos
em pg/mL.
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Figura 1 — Esquema representativo da metodologia usada nas culturas batch.

Identificacao dos Compostos Fenélicos nos Extratos Aquosos

A identificagdo e quantificagio dos compostos fenolicos
presentes nos extratos foi feita por HPLC, em 2 tipos de
extratos: extratos aquosos de alecrim a quente ¢ extratos
aquosos de alecrim a frio com 21 dias de extragdo. As
amostras foram submetidas a uma hidrolise acida com HCl e
hidrolise com MeOH, agua ¢ TBHQ (tert-butilhidroquinona,
antioxidante), para elimina¢do dos agtcares. Resumidamente,
para microtubos com tampa retiraram-se 200 pL de cada
extrato vegetal e procedeu-se a sua evaporagdo com azoto
gasoso. Apos a completa evaporagio, adicionou-se 200 pL de
HLC a 2M em metanol a 50% (agua: metanol, v/v) e 200 pL de
uma solugdo de 50% de metanol (agua: metanol, v/v) e TBHQ.
Os microtubos foram colocados em bloco de aquecimento a 80
°C, durante 2h e de seguida centrifugados. Apos a centrifugacao
transferiu-se o sobrenadante para vials de HPLC, os quais
foram mantidos a -20 °C at¢ a sua analise.

Para a separagdo cromatografica foi utilizada uma coluna
de fase reversa do tipo C18, com enchimento Spherisorb ODS2
de 5 pL (Phase Separations, WATERS). A fase movel consistiu
em agua ultrapura com 1% (v/v) de acido tricloroacetico (TFA)
(solvente A) e acetonitrilo com 1% TFA (solvente B). A elui¢ao
foi realizada a um fluxo de solvente de 1 mL/minuto, com
gradiente a comegar com 100 % de A, sendo o volume de injegao
de 10 pl. As amostras foram analisadas num sistema HPLC
com detetor UV (LCQ Advantage Max, ThermoFinnigan). Os
cromatogramas foram registados a 280, 320, 370 ¢ 520 nm. A
identificagao dos compostos fenolicos individuais foi feita por
comparagdo com padrées comerciais externos (Extrasynthese,

Franga), através dos respetivos tempos de retencio e espectros
UV. A quantificacio foi feita utilizando parametros como o
volume de extragdo, volume de inje¢do, area do padrio interno,
area do composto em questdo. O LC-MS/MS foi utilizado para

confirmar os resultados.
Andlise Estatistica

A analise estatistica foi efetuada usando o software
estatistico SPSS 19.0 e um nivel de significancia de 5%. O teste
de Shapiro-Wilk foi realizado para demonstrar a existéncia de
normalidade dos parametros e o teste de Levene para testar a
homogenecidade das variancias. Foram comparados os valores
da clorofila e proteina, usando Anova ¢ o teste de Tukey para
comparagdes multiplas (Post-Hoc).

O teste de Mann-Whitney foi usado para identificar
diferencas, para cada ensaio, nos valores médios da taxa especifica
de crescimento, do incremento celular e da concentragao
celular final, entre culturas incubadas com diferentes
percentagens de extrato aquoso de alecrim. Utilizaram-se
correlagdes de Spearman’s para identificar relages entre a
taxa especifica de crescimento e as concentragdes de extrato
testadas. Os resultados foram expressos como valores médios
1 DP (Desvio Padrao da média).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaios com extratos aquosos a ﬁio

Os ensaios com os extratos aquosos de alecrim a frio
foram realizados com 5 e 21 dias de extragao, nas concentragoes
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de 10%, 25% e 30% e decorreram durante 264 horas (11
dias). Os valores medios da taxa especifica de crescimento e do
incremento celular ocorrido na fase exponencial, encontrados
para estas culturas encontram-se na tabela 1. Para os extratos
com 5 dias de extragdo, os resultados mostram que a fase
exponencial de crescimento, a grosso modo, teve igual duragio.
Nas culturas controlo o crescimento em média foi exponencial

a partir das 72 horas (3° dia) estendendo-se até as 192 horas
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(8° dia). Comparativamente, as culturas incubadas na presenca
de 10% de extrato apresentaram uma fase exponencial entre
as 48 horas (2° dia) e as 192 horas (8° dia), nas culturas
suplementadas com 25% de extrato a fase exponencial iniciou-
se sensivelmente as 96 horas (4° dia) e quando suplementadas
com 30% de extrato as 72 horas (3° dia), estendendo-se em

ambas até as 216 horas (9° dia), conforme tabela

Tabela 1 - Valores médios de taxa especifica de crescimento (u), duragao da fase exponencial (Duragdo) e incremento celular ocorrido na

fase exponencial (Incremento) para C. vulgaris incubada com diferentes concentragdes de extrato aquoso de alecrim a frio, com 5 e 21 dias de

extragdo. N=3

30%
Controlo 10% 25%
p(h™) 0,012+0,001 0,013%0,005 0,007£0,004 0,018+0,012
5 dias Duragio (dias) 3°-8° 2°-8° 4°.9° 3°.9°
extragcao
Incremento
145121 240130 219%+120 302193
(n°células x 10E5/ mL)
u (h") 0,00410,0006* | 0,01910,004" 0,02210,002° 0,040£0,008¢
21 dias Duragio (dias) 2°-11° 2°-11° 3°-11° 5°-9°
extragao
Incremento
10%2° 158+12° 215+20° 1324140
(n° células x 10E5/mL)

Letras diferentes correspondem a diferengas estatisticamente diferentes, para o mesmo ensaio.

Além disso, a presenca dos extratos aquosos de alecrim
a frio com 5 dias de extracio nao influenciaram a taxa de
crescimento, ja que ndo se observaram diferengas significativas
nos valores médios da p. Também o incremento celular médio
e a densidade celular final nio apresentaram diferencas para
a C. vulgaris quando incubada nas diferentes concentra¢des de
extrato, comparativamente as culturas controlo.

Para os extratos com 21 dias de extra¢do, mais uma vez,
a fase exponencial de crescimento teve igual duragio, exceto
para as culturas incubadas com 30% de extrato. Nas culturas
controlo o crescimento em média foi exponencial a partir das
48 horas (2° dia) estendendo-se até ao final do ensaio. De modo
muito semelhante, as culturas suplementadas com 10% e 25%
de extrato de alecrim apresentaram crescimento exponencial a
partir das 48 horas (2° dia) e 72 horas (3° dia), respetivamente,
prolongando-se também até ao Gltimo dia. No entanto, as
culturas suplementadas com 30% de extrato apresentaram

crescimento exponencial durante um periodo mais curto,
iniciando-se bastante mais tarde, por volta das 120 horas (5°
dia) e prolongando-se at¢ as 216 horas (9° dia), conforme tabela
1, sugerindo necessidade de adaptagio metabolica das células.
Por outro lado, a presencga destes extratos com 21 dias
de extracdo influenciaram a taxa de crescimento. De facto,
observaram-se aumentos significativas nos valores médios da p
e no incremento celular médio ocorrido na fase exponencial da
C.vulgaris quando incubada com extratos, comparativamente ao
controlo (Tabela 1). As culturas com diferentes concentracdes
de extratos foram iniciadas com uma concentracio média de
2,8310,78 células x 10E5/mL, enquanto as culturas controlo
foram iniciadas com 5,95%0,59 células x 10E5/mL, apesar
disso a densidade celular final foi manifestamente superior nas
culturas com extratos, ja que no minimo foi 10 vezes superior

a densidade celular final dos controlos (Figura 2).
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Figura 2 - Curvas de crescimento para C. vulgaris incubada com diferentes concentra¢des de extrato aquoso de alecrim a frio, com 21 dias de
extragdo: A- Controlo; B- 10% de extrato; C- 25% de extrato; D- 30% de extrato (EA, EB, EC = triplicados).

A variagdo dos teores de clorofila a (Chl a) para estes
ensaios foi concordante com os resultados anteriores. De facto,
a biomassa do fitoplancton em termos de concentragao de
Chl a é um dos métodos mais amplamente aceite no estudo
da produgdo biologica, como indicativo do material vegetal
total disponivel (Weyhenmeyer et al., 1999). Como seria de

esperar, o aumento em Chl a observado para todas as culturas,
acompanhou a fase exponencial de crescimento. Além disso,
para os extratos de 21 dias, aumentaram significativamente
ao longo do tempo de cultura, comparativamente as culturas

controlo (Figura 3).

Figura 3 - Variagdo da concentragdo da Chl a (ug/mL), para C. vulgaris: A- incubagdo com extrato aquoso de alecrim a frio com 5 dias de
extragdo; B - incubagdo com extrato aquoso de alecrim a frio com 21 dias de extragao (BB=controlo; E10=10% extrato; E25=25% extrato;
E30=30% extrato; N=3).
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Assim, os resultados mostram que o extrato aquoso de
alecrim a frio, com 5 dias de extragdo, ndo afeta o crescimento
da C. vulgaris, por outro lado quando o tempo de extragdo se
prolonga para 21 dias, ocorre estimulo do crescimento, nas
condi¢oes de incubacdo testadas. Neste caso, verificaram-se
aumentos quer da taxa de crescimento, quer no incremento
celular meédio ocorrido na fase exponencial e por isso também
na densidade celular final e no teor em Chl a. Comparativamente
as culturas controlo, a C. vulgaris na presenca de extrato com
21 dias, mostrou aumento significativo destes parametros, em
funcio da concentracao testada. De facto foi encontrada uma
correlagdo positiva entre a concentragao dos extratos aquosos
a frio de alecrim, com 21 dias de extragdo, e a taxa especifica
meédiade crescimento da C.vulgaris(n=11,r=0,923,p <0,01).
Estes resultados apontam para um estimulo do crescimento na
presenga do extrato a frio de alecrim, com 21 dias de extragio
e mostram uma relagao de aumento da densidade celular com
o aumento da concentragdo de extrato, nas gamas testadas,
sugerindo a presenca de maior concentragdo e/ou a existéncia
de outros compostos, comparativamente aos extratos com 5
dias, que de alguma forma podem funcionar como suplemento

nutricional. Apesar de varios compostos fenélicos tipicamente
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apresentarem atividade antialgal, incluindo inibigio do
crescimento (Stom and Roth, 1981; Aruoja et al, 2011; Shao et
al., 2013), algumas espécies de microalgas conseguem degradar
ou absorver compostos fenolicos quando as suas concentragtes
sao mais baixas (Al-Khalid and El-Naas, 2012). Também
Megharaj et al. (1992) observaram diminui¢do da toxicidade
associada a compostos fenolicos e até estimulo do crescimento
de C.vulgaris, em culturas sob condi¢6es fotoheterotroéficas. Do
mesmo modo, EI-Sheekh et.al. (2012) observaram degradagio
de alguns compostos fenolicos pela C. vulgaris, confirmando a
capacidade que algumas algas apresentam de oxidar compostos
fenolicos.

O doseamento das proteinas totais ¢ geralmente usado
como um pardmetro de avaliagio da biomassa. Neste estudo,
os resultados expressos por célula servem como um indicador
da condigio fisiologica da cultura, nomeadamente de atividade
metabolica. Para a maior percentagem de extrato com 5
dias, ou seja 30%, verificou-se um pico acentuado ao 3° dia,
coincidente com o inicio da fase exponencial (Figura 4 D),
sugerindo um aumento da sintese de proteinas necessarias para

a degradagio dos compostos presentes no extrato de alecrim.

Figura 4 - Valores da proteina em pg/célula para C. vulgaris incubada com diferentes concentragées de extrato aquoso de alecrim a frio, com 5
dias de extragdo: A- Controlo; B- 10% de extrato; C- 25% de extrato; D- 30% de extrato. N=3
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Mais uma vez os picos observados nas culturas expostas
a25% e 30% de extrato com 21 dias (Figura 5 C e D) poderdo

ser o resultado de uma resposta metabélica necessaria para a
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degradagao dos compostos presentes nestes extratos, ja que se

verificam durante a fase exponencial do crescimento.

Figura 5 - Valores da proteina em pg/célula para C. vulgaris incubada com diferentes concentraces de extrato aquoso de alecrim a frio, com 21
dias de extragdo: A- Controlo; B- 10% de extrato; C- 25% de extrato; D- 30% de extrato. N=3

Ensaios com extratos aquosos a quente

Os ensaios com extratos de alecrim a quente foram
avaliados durante um periodo total de 216 horas (9 dias). Para
as culturas expostas aos extratos, embora a fase exponencial de
crescimento se tenha iniciado a0 mesmo tempo (2° dia), a sua
duragao foi aumentando de forma proporcional a concentragao
de extrato testada. De facto, para as concentrages 10%, 25%
¢ 30% de extrato, a fase exponencial prolongou-se até ao 5°
dia, 6° dia e 8° dia, respetivamente. Estes extratos também

influenciaram a taxa de crescimento da C. vulgaris, ja que na

sua presenca os valores médios da p foram superiores,
comparativamente ao controlo, bem como o incremento
celular médio ocorrido na fase exponencial (Tabela 2). Assim,
nao ¢ de estranhar que a densidade celular final da C. vulgaris,
quando incubada com extratos, fosse superior ao controlo,
nomeadamente 3x, 4x e 5x maior densidade celular final, de
forma mais uma vez proporcional a concentragio de extrato
testada. Apesar disso, nao foi encontrada nenhuma relagao
entre a concentragao dos extratos aquosos a quente de alecrim

e a taxa especifica média de crescimento da C. vulgaris.

Tabela 2 - Valores médios de taxa especifica de crescimento (p), duragdo da fase exponencial (Duragio) e incremento celular ocorrido na fase

exponencial (Incremento) para C. vulgaris incubada com diferentes concentragdes de extrato aquoso de alecrim a quente. N=3

Controlo 10% 25%* 30%
" 0,005%0,0009° 0,017%0,0007" 0,016%0,0002" 0,011%£0,0019"
(b7
Duragao
. 5°-8° 2°0-5° 2°-6° 2°-8°
(dias)
Incremento
14+4> 62+6" 142+13¢ 150%22°¢
(n° células x 10E5/ mL)

N= 2; Letras diferentes correspondem a diferengas estatisticamente diferentes.
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Os valores obtidos da concentragdo da Chl a para estes
ensaios, mostram parao controlo, que o aumento acompanhou
a fase exponencial de crescimento. No entanto as culturas
com 25% e 30% de extrato a quente tém um decréscimo
da Chl q, a partir do 3° dia e para as culturas com 10% de
extrato, a partir do 5° dia (Figura 6). Estes resultados parecem
inesperados ja que se esperava que a evolugdo pigmentar

acompanhasse o crescimento da biomassa. Esta situacdo pode
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advir de alteragdes metabélicas resultantes, quer da presenca
de novos compostos, quer do aumento da concentragio de
compostos, comparativamente ao extrato a frio de alecrim que
deprimem a concentragio da clorofila, mas que apesar disso nao
inibem o crescimento da biomassa. O facto de os compostos
fenolicos serem inibidores da atividade fotossintética, levando
a diminui¢ao da clorofila a (Megharaj et al., 1992; Herrera-

Silveira and Ramfrez-Ramfrez, 1996), suporta esta observagio.

Figura 6 - Variagio da concentragdo da Chl a (ug/mL), para C. vulgaris incubada com diferentes concentra¢es aquosas de alecrim a quente.
(BB=controlo; E10=10% extrato; E25=25% extrato; E30=30% extrato; N=3)

Também se verifica de um modo geral, que os valores
de proteina por célula, nas culturas com extrato a quente, sao
inferiores aos valores do controlo. Além disso, para as culturas
com 30% de extrato, os valores da proteina por célula diminuem
com o tempo de cultura, contrariamente ao observado para
10% e 25% de extrato (Figura 7). A eventual inibi¢do da

sintese de clorofila observada podera estar relacionada com
esta diminui¢do do teor de proteina. Segundo Megharaj et al.
(1992), os compostos fenolicos exercem efeitos toxicos que
se manifestam, para além da diminuigdo do teor de clorofila,

também na diminui¢ao do teor de proteinas.

Figura 7 - Valores da proteina em pg/célula para C. vulgaris incubada com diferentes concentraces de extrato de alecrim a quente: A- Controlo;
B- 10% de extrato; C- 25% de extrato; D- 30% de extrato. N=3.
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Compostos Fenélicos nos Extratos AqUOSOS

No extrato de alecrim obtido a frio com 21 dias, foi
detetado e quantificado o acido rosmarinico e a quercetina
(Tabela 3). Os resultados obtidos com C. vulgaris apontam
para um estimulo do crescimento na presenca deste extrato e
mostram uma relagdo direta com o aumento da concentragio de
extrato, nas gamas testadas. O acido rosmarinico tem atividade
antiviral, antibacteriana, anti-inflamatério e antioxidante
(Petersen and Simmonds, 2003; Pietsch et al., 2011). A
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quercetina sdo também atribuidas propriedades antiviral, anti-
inflamatoria e antioxidante, e além destas também analgésica,
antialérgica e bactericida (Lakhanpal et al., 2007; Pietsch
et al., 2011). No entanto, apesar do acido rosmarinico e da
quercitina apresentarem agdo antibacteriana podem estar, nas
concentracoes testadas, abaixo da concentragao inibitoria. Por
outro lado, as vias metabolicas na manifestacio dos efeitos
toxicos sdo seguramente diferentes, ja que a C. vulgaris &

eucariota.

Tabela 3 - Quantificagdo dos compostos fenolicos identificados nos dois tipos de extrato de alecrim analisados.

2719 Total
Composto fenolico Amostra
(ug/g peso seco) *
. » Extrato a frio n.d.
Acido galico
Extrato a quente 14,00
Extrato a frio n.d.
Acido clorogénico
Extrato a quente 1,43
Extrato a frio n.d.
Acido cafeico
Extrato a quente 4,09
Extrato a frio n.d.
Luteolina-7-O-glucoside
Extrato a quente 5,40
Extrato a frio n.d.
Luteolina-4-O-glucoside
Extrato a quente 4,09
Extrato a frio 76,70
Quercetina-3-O-rhamnoside
Extrato a quente 3,54
Extrato a frio 1116,85
Acido rosmarinico
Extrato a quente 44,18

* Média de trés repeti¢des; Erro padrdo da média = & 0,1; n.d. = ndo detetado

As microalgas sdo sensiveis aos compostos fendlicos,
no entanto o seu efeito toxico ira depender do numero e
polaridade dos anéis aromaticos presentes (Pinto et al., 2002),
bem como seguramente da sua concentragao, tempo de
exposi¢ao e provavelmente das condigdes de cultura. E de notar
que os efeitos toxicos de compostos fenolicos sdo revertidos
e/ou atenuados na C. vulgaris, em situacio fotoheterotrofica
(Megharaj et al., 1992). Por outro lado, Luna et al. (1996)
demonstraram que a quercetina induz um aumento do
crescimento celular, diminuindo a peroxidagio de lipidos ao
nivel da membrana.

Verificou-se que existem diferengas na composicao
quimica entre os extratos a frio e a quente. Na figura 8 ¢
apresentado a titulo de exemplo, o perfil cromatografico do
extrato de alecrim obtido a quente, onde se podem visualizar

o0s espectros dos picos com maior intensidade e seus respetivos

tempos de retengdo. Esta diferenca entre os extratos a quente
e extratos a frio deve estar ligada a maior capacidade extrativa
do solvente (agua) a temperatura elevada. Comparativamente
ao extrato a frio, o extrato a quente apresenta mais variedade
de compostos fenolicos, ja que foram identificados e
quantificados 7 compostos distintos, tendo sido detetado
maioritariamente o acido rosmarinico e o acido galico (Tabela
3). O acido rosmarinico aparece neste extrato em muito menor
concentragao, comparativamente ao extrato a frio, o que
sugere que a temperatura tera efeito negativo na estabilidade
deste composto.

O acido galico apresenta atividade antibacteriana,
antiviral, bem como atividade analgésica e anti-apoptotica
(Belur, 2011). Apesar disso, o facto dos extratos aquosos
de alecrim a quente aumentarem a taxa de crescimento

da C. vulgaris, aparentemente dependente da concentragao
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testada, podera ser devido as baixas concentragbes testadas
que ndo serdo suficientes para manifestar o potencial efeito
algistatico e/ou algicida. Por outro lado, a presenca de
mais variedade de compostos podera ter funcionado como
substratos suplementares. Nestas condi¢tes, C. vulgaris, parece
ter capacidade para metabolizar os compostos fenolicos,

utilizando-os como fonte de carbono, apesar de ser visivel
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alguma toxicidade a nivel fisiol6gico (pigmentos e proteinas).
Estes resultados sdo confirmados pelo facto do grau de
inibi¢do/estimulo do crescimento de microalgas mostrar
relagdo com a concentragdo de compostos fenolicos, ja que na
presenga de baixas concentragdes se verifica um efeito positivo
no crescimento (Megharaj et al., 1992; Herrera-Silveira and
Ramfrez-Ramfrez, 1996; EI-Sheekh, et al., 2012).

Figura 8 - Perfil dos fenolicos individuais detetados por HPLC em extratos de alecrim a quente.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho, nomeadamente o
estimulo do crescimento de C. vulgaris na presenca do diferentes
compostos fenolicos, confirmam que as microalgas apresentam
capacidade para os degradar. No entanto os mecanismos
de toxicidade, associados ao aumento da concentragio
de compostos fenolicos, manifestam-se, entre outros, no
metabolismo proteico e pigmentar. Os extratos a frio com 5
dias de extragdo ndo afetam o crescimento da Chlorella vulgaris,
provavelmente porque a concentra¢do de compostos fenolicos
¢ muito baixa. Por outro lado quando o tempo de extragdo
se prolonga para 21 dias, ocorre estimulo do crescimento e
do teor em Chl a4, em fun¢do da concentragio testada. Os
picos no teor da proteina observados nestas culturas expostas
a maior concentragao de extrato poderdo ser o resultado do
aumento da sintese de proteinas necessarias para a degradacao
destes substratos. Para o extrato aquoso de alecrim a quente,
os resultados permitem concluir que induzem aumento da taxa
de crescimento, levando ao aumento do incremento celular
médio ocorrido na fase exponencial e da densidade celular final
da C. vulgaris. Apesar disso, nestas culturas observou-se uma
diminui¢ao acentuada da Chl a por célula e do teor de proteina,
sugerindo alguns efeitos toxicos de compostos fenolicos
presentes nestes extratos. Estes efeitos toxicos poderdo advir
do maior nimero de compostos fendlicos identificados e/ou
dos seus efeitos sinérgicos, ja que no extrato a frio s6 foram
identificados 2 dos 7 compostos fenolicos.

Os resultados desta investigagdo sdo pertinentes sob dois
pontos de vista: (1) os compostos fenolicos naturais com efeito
inibidor no crescimento das microalgas poderdo ser utilizados
no desenvolvimento de tecnologias “amigas do ambiente” no
controlo de populagdes de microalgas, em substituigdo de
algicidas convencionais, estes Gltimos geralmente toxicos
persistentes para o ambiente; (2) as microalgas poderdo ser
utilizadas no tratamento de efluentes, na biorremocao de
compostos fenolicos, constituindo uma alternativa a outras

tecnologias actualmente existentes.
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