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Introducao

A cianobactéria Arthrospira (Spirulina) platensis destaca-se por possuir uma ampla
variedade de compostos, oferecendo propriedades nutricionais, farmacoldgicas, entre outras (de
Almeida et al., 2023). Podem acumular cerca de 70% de proteinas em sua biomassa, sendo
fonte de diversos aminoacidos, além de acidos graxos essenciais e outros lipideos, minerais,
vitaminas e pigmentos como B-caroteno e ficobiliproteinas, despertando, assim, interesse para
diversas aplicacGes em biorrefinaria (Araujo et al., 2021; Barros, 2010).

A ficocianina, acessorio fotossintético da cianobactéria, € o mais relevante para uso
comercial. Na industria, pode ser utilizada como corante natural em cosméticos, alimentos e
tecidos. Além disso, pelo fato de possuir funcédo terapéutica devido sua acdo antioxidante, anti-
inflamatdria, antiviral, antitumoral, antidiabética, hepatoprotetora e neuroprotetora, é visada
pela industria farmacéutica (Athiyappan et al., 2024; Capelli, Cysewski, 2010).

Substancias extraidas de produtos naturais tém sido utilizadas na composi¢do de
cosmecéuticos. Setyaningsih et al. (2020) produziram mascaras faciais com acéo
antimicrobiana a partir do extrato etandlico da Spirulina, que apresentou flavonoides,
saponinas, esteroides, compostos fendlicos e alcaloides. Além disso, extrato da cianobactéria
mostrou acdo com potencial para retardar o aspecto de envelhecimento, com poder hidratante
e antioxidante; cicatrizante e antiacne (Ragusa et al., 2021).

A acne inflamatoria é uma doenca que afeta a pele, principalmente, em adolescentes e
adultos. E caracterizada pela presenca das bactérias Cutibacterium (Propionibacterium) acnes,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, juntamente com a alta producéo de sebo
nas glandulas pilosebéceas, devido ao estimulo hormonal andrégeno (Brenner et al., 2006;
Maluki, 2010; Stamu-O’Brien et al., 2021). Essa condi¢do causa lesdes epiteliais, podendo
gerar cicatrizes que afetam a autoestima de diversos pacientes. Para seu tratamento, s&o
utilizados compostos sintéticos de uso topico, sisttmico ou cirdrgico. De uso tépico, 0s mais
comuns sdo isotretinoina e peroxido de benzoila; para o sisttmico, encontram-se antibioticos
como tetraciclina e eritromicina e contraceptivos, no caso de mulheres; por fim, como uso
cirargico sdo realizados os peelings quimicos (Baldassin et al., 2017; Brenner et al., 2006).
Contudo, tais métodos possuem diferentes efeitos colaterais, como trombose, queilite, possivel
resisténcia a antibioticos e possivel intoxicacdo por produtos quimicos, como o formol
(Baldassin et al., 2017; Camargo et al., 2023). Por isso, é pertinente a avaliagdo do uso de
extratos de A. platensis contra a acne; além disto, € importante determinar a toxicidade destes
extratos.
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O estudo realizado por J6zsa e colaboradores (2020) atestou a eficacia de cosméticos a
base de extrato de Spirulina contra C. acnes e S. aureus, além da baixa citotoxicidade em células
humanas. Além disso, 0 uso da Spirulina como ativo em dermocosmético também se mostrou
bastante promissor, pois o extrato purificado da ficocianina demonstrou 100% de acéo
antioxidante e alta atividade antimicrobiana contra P. acnes e S. epidermidis (Nihal et al.,
2018).

O processo de extracdo da ficocianina é realizado por meio da ruptura celular da
Spirulina e a utilizacdo de um solvente adequado. Para o rompimento celular, foi demonstrado
que o congelamento-descongelamento (C/D) da biomassa é um procedimento simples e eficaz,
entretanto, métodos como o uso de ultrassom também tem se mostrado uma boa alternativa
(Athiyappan et al., 2024; Pispas et al., 2024). Esse processamento também extrai outros
compostos que possuem acdo farmacoldgica presentes na biomassa, juntamente com a
ficocianina.

Sendo assim, este estudo tem dois objetivos: 1) avaliar a acdo antioxidante do extrato
bruto de Arthrospira platensis, rico em ficocianina, obtido via aplicagdo de ultrassom e de ciclos
de congelamento-descongelamento de suspensdo da biomassa em meio aquoso; 2) determinar
a composicao do extrato, em termos de ficobiliproteinas e fendlicos totais, visando aplicacdo
futura como ativo dermocosmético.

Material e Métodos

Cultivo

Foi utilizada Arthrospira platensis (cole¢do Elizabeth Aidar, UFF) que vem sendo
mantida no Laboratdrio de Biotecnologia de Microalgas, do INT. O cultivo foi realizado em
meio de cultivo Zarrouk modificado, sob luz LED branca em fotobiorreator de 240 L, em sala
a 25°C, durante 10 d. Ao final do cultivo, a biomassa foi recuperada por filtracdo e
posteriormente liofilizada.

Obtencédo do extrato

A extracdo da ficocianina foi realizada na concentragdo de 25 g.L* de suspenséo da
biomassa em agua. As amostras foram submetidas a 120 minutos em banho ultrassénico (USC-
1800, Unique, Brasil) com sistema projetado para manutencdo da temperatura em 28°C. Apds
este tempo, foram realizados 3 ciclos de congelamento-descongelamento da suspensao.

Depois da aplicacdo do método extrativo, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm
durante 15 minutos, a 10°C; a partir do sobrenadante recolhido, foram realizados os testes
fitoquimicos.

Teor de Ficobiliproteinas

O extrato foi analisado via espectrofotdometro (G10S UV-Vis, Thermo Scientific). Para
quantificar a ficocianina (FC), aloficocianina (AFC) e ficoeritrina (FE), foram utilizadas as
equacdes 1, 2 e 3 estabelecidas por Bennett & Bogorad (1973), respectivamente.

(A615—0,474) x Ags>
5,34

)x 4 Equagéo 1

[Ficocianina] = ( -

A - (0,208x A 14 ~
652 — ( X 615))x ; Equagao 2

[Aloficocianina] = ( o5
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Asez — (2,41 x [FC])—(0,849 x [AFC])) X %4
9,62 m

[Ficoeritrina] = ( Equacdo 3
Onde Asg2, As1s € Ass2 Sa0 as absorbancias nos comprimentos de onda de 562, 615 e
652 nm, respectivamente, V é o volume de extracdo e m é a massa de biomassa.

Compostos Fenolicos Totais (CFT)

Foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu modificado por Gomes e Torres (2016), onde
0 extrato foi analisado no comprimento de onda de 765 nm no espectrofotometro (SP1105,
Spectrum). Para quantificar o teor de compostos fenolicos foi utilizada correlacdo entre os
valores de absorbancia e concentragio em mg.L™ de padrio de acido galico, R? = 0,9994. Os
resultados da andlise dos extratos foram expressos em mg de CFT equivalente &cido galico
(EAG) por mL de extrato.

Capacidade antioxidante

Foi realizada a metodologia descrita por Melo e colaboradores (2006) com
modificacdes, onde aliquotas de 0,1 mL do extrato reagiram com 3,9 mL da solucdo de DPPH
0,024 g.L™* por 60 minutos, ao abrigo da luz. Apds o tempo de incubagdo, as amostras foram
analisadas via espectrofotdmetro, e os resultados expressos como potencial de inibicdo do
radical livre (1%), calculados por meio da equacéo 4.

1% — (Acontrole_Aamostra) x 100 Equagéo 4
Acontrole
Onde, Acontrole € Aamostra SA0 @ absorbancia da solucdo de DPPH e da amostra no
comprimento de onda 515 nm, respectivamente.

Estatistica
Foram realizadas analises por ANOVA e Tukey utilizando o software Statistica, versao
7.0 (Statsoft., 2004) para 95% de nivel de confianca.

Resultados e Discussao

Teor de Ficobiliproteinas

A fim de obter extratos ricos em ficocianina, primeiramente, 6 replicatas de suspensao
de biomassa em &gua, a 25 g.L ™, foram levadas ao banho ultrassonico, durante 120 minutos,
com temperatura controlada a 28°C. O Grafico 1 mostra que este processo promoveu uma
recuperacdo de 64,6 mg.g* de FC na biomassa de Spirulina. Para maximizar a extracdo da
ficobiliproteina, foram aplicados ciclos de congelamento-descongelamento (C/D)
posteriormente ao ultrassom (US120). Ao todo, foram realizados 3 ciclos, onde observou-se
um aumento significativo na recuperacéo da ficocianina ja no 1° (169,5 mg.g), e um méaximo
de extragdo no 3° ciclo (190,3 mg.gl). Portanto, atestou-se que o percentual de ficocianina
presente na biomassa foi de 19,0% (tabela 1). Esse resultado apresentou concentragdes
promissoras de ficocianina em relacdo as alcancadas por Tavanandi et al. (2018), que extraiu o
bioativo utilizando 6 ciclos de C/D e alcangou um rendimento de 73,7 mg.g de FC na
biomassa.
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Gréfico 1: Rendimento em ficocianina alcangado por tratamento em banho ultrassénico por

120 minutos e apos cada ciclo de congelamento-descongelamento.
*Resultados ndo apresentam diferencas significativas.

Em relacdo as ficobiliproteinas presentes no extrato bruto, foi observado que a
ficocianina é a que esta presente em maior quantidade na Spirulina, alcangcando um teor de 4,76
mg.mL? comparado a 1,67 mg.mL de aloficocianina e 0,21 mg.mL™* de ficoeritrina (tabela
1). Esse resultado revelou-se concordante com os dados descritos por Amarante et al. (2013),
visto que em seu trabalho foi realizado um acompanhamento das concentragdes das ficobilinas
a cada dia de cultivo e foi alcancado maior teor de FC (90,2 mg.g™!) em comparagdo com as
demais (AFC- 47 mg.g%; FE- 11,7 mg.g™).

Tabela 1: Resultados dos teores de ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina presentes no
extrato bruto.

Concentracdo *[ ]* de ficobiliproteinas

Sleeelodaiies [ ] no extrato [1nabiomassa  Percentual na
(mg.mL™1) (mg.gt) biomassa (%)

476 190,4 19.0%

167 66 6 66%
021 8 35 0.4%

Na pele, a exposicao a agentes quimicos, fisicos e microbioldgicos externos provocam
a formacao de radicais livres, que s@o bastante reativos e causadores do estresse oxidativo no
tecido (Guaratini et al., 2007). A figura 1 revela que as ficocianobilinas possuem estrutura
molecular semelhante a bilirrubina, que € uma proteina presente no sistema sanguineo que serve
como substrato para peroxidases durante o aumento da concentracdo de radicais livres
(Aycicek, Erel, 2007; Cavazos et al., 2023). Portanto, essa caracteristica pode conferir carater
antioxidante aos pigmentos fotossintéticos da cianobactéria.



L Y : 63° Congresso Brasileiro de Quimica
x v BQ 05 a 08 de novembro de 2024
- Salvador - BA

Ficoeritrina Bilimubina

Ficocianina
Figura 1: Estrutura molecular do grupamento ligado a ficocianina, ficoeritrina e bilirrubina.
Fonte: Autoria prépria.

Compostos Fendlicos Totais

Foi realizada a quantificacdo de compostos fendlicos totais presentes no extrato bruto
obtido. Para isso, inicialmente obteve-se a curva padrdo de acido gélico e, a partir da equacéo
da reta (Equacéo 5), calculou-se a concentracdo de fendlicos no extrato.

_ Azg5—0,0095 ~
[CFT] = ~ooms Equacédo 5

Onde A7es é a absorbancia do extrato no comprimento de onda de 765 nm.

De acordo com a tabela 2, o extrato apresentou 15,5 mg EAG.mL™. Ao considerar-se a
massa utilizada na extragdo, constatou-se a presenca de 3101,5 mg EAG.100g* fenélicos na
biomassa, ou seja, 3,1% da biomassa produzida em fotobiorreator é composta por CFT.

Tabela 2: Teor de compostos fendlicos totais no extrato obtido e na biomassa utilizada,
comparando com referéncias bibliogréaficas.

Concentracdo *[ ]* de Compostos fendlicos totais da Spirulina

[ 1 no extrato [1nabiomassa Percentual na

Referéncia (mg EAG.mL1) (mg EAG.100g?) biomassa
(m/m%o)
Este trabalho 15,5 3101,5 3,1
Uzlasir et al. (2024) - 726,0 0,73
Berrouane (2022) -Etanol - 33,0 0,033
Berrouane (2022) -Metanol - 31,0 0,031

O estudo realizado por Pérez et al. (2023) revela o teor fendlico em frutos como maca,
laranja e nozes, que sdo considerados alimentos com alto valor nutricional, iguais a 0,2%,
0,28% e 2,7% na biomassa, respectivamente. Em relacdo a Spirulina, a tabela 2 mostra que
Uzlasir et al. (2024) constataram a presenca de 726 mg EAG.100g™ no extrato recuperado por
4 ciclos de C/D utilizando agua como solvente. J& Berrouane (2022) recuperou 0,330 mg
EAG.g*! e 0,310 mg EAG.g!, em extragcdo por Soxhlet utilizando etanol e metanol como
solventes, respectivamente. O valor alcangado, pelos autores, de CFT na cianobacteéria é inferior
apenas a noz, podendo significar uma composi¢édo de fenolicos superior na Spirulina, quando
comparado a varios outros alimentos.

Os teores de CFT da A. platensis descritos na literatura séo inferiores ao encontrado no
presente trabalho. Esse resultado pode indicar uma baixa eficiéncia do processo de extracdo
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utilizado pelos autores, visto que empregando agua como solvente e US120 + C/D, foram
recuperados 3101,5 mg EAG.100g? de fendlicos, cerca de 4,3 vezes a mais da eficiéncia
descrita por Uzlagir et al. (2024) e 93 vezes superior a Berrouane (2022). Esta diferenca também
pode ser fruto de uma biomassa com maior teor em compostos fendlicos, pelo processo de
cultivo realizado.

Capacidade antioxidante

O ensaio de capacidade antioxidante se baseia no potencial que o extrato possui de
reduzir o radical DPPH. O mecanismo de reacdo ilustrado no esquema 1 indica que o radical
DPPH abstrai o hidrogénio da molécula antioxidante e se reduz a DPPH.. Devido ao hidrogénio
ligado ao anel aromatico da cadeia ter sido substituido por um radical hidroxila (-OH),
compostos fendlicos sdo capazes de sequestrar radicais livres, que se estabilizam na molécula
por sofrerem ressonancia (Berrouane, 2022). Em relacdo as ficobiliproteinas, outros
mecanismos de acdo podem estar envolvidos, visto que a ficoeritrina e a ficocianina sdo capazes
de reduzir o radical DPPH e outros radicais livres, respectivamente, pela presenca das aminas
secundérias em sua molécula (Cavazos et al., 2023).

NO NO.

DPPH. DPPH,
Esquema 1: Reacdo do radical DPPH com molécula antioxidante.
Fonte: Autoria propria.

Assim, para avaliar a capacidade antioxidante do extrato, foram utilizadas 4 dilui¢Ges e
0 extrato sem diluir. N&o foi realizada a determinacdo da concentragdo em massa total do
extrato, que sera realizada em uma oportunidade futura, assim, foi considerado o teor em
compostos fendlicos totais (15,5 mg.mL™) na discussio, por ter sido bastante expressivo. De
acordo com a tabela 3 as amostras apresentaram um potencial de inibicdo de até 43,9%, sendo
essa, a amostra concentrada. Observou-se que a concentragdo de 7,75 mg.mL* de fendlicos
totais diminuiu significativamente a capacidade de inibir o radical livre, obtendo um 1% de
15,2%. Isso ocorre devido a disponibilidade dos agentes redutores, em diferentes diluigdes,
visto que em solu¢des mais concentradas, hd maior teor dos metabdlitos.

Tabela 3: Resultados do potencial de inibicdo de DPPH de acordo com as dilui¢6es do extrato.

Fator de diluicéo Concentracéo de CFT no Indice de inibicéo de
extrato (mg.mL1) DPPH (1%)*
1x 15,5 43,9 %?
2 X 7,75 15,2 %"
10 x 1,55 3,2 %°

20 X 0,775 2,1 %
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30 x 0,517 0,58 %

* Média %; resultados com letras iguais ndo apresentam diferencas significativas.

Nihal et al. (2018) identificaram um potencial de inibi¢cdo de 100% do extrato puro de
ficocianina ao utilizar a concentracéo de 0,15 mg.mL™. A purificacdo da ficobiliproteina pode
ter influenciado na alta capacidade antioxidante do extrato, visto que ao utilizar um extrato
bruto de Spirulina platensis, J0zsa et al. (2020) constataram uma inibicao de até 55% do radical
DPPH, indice proximo ao encontrado no presente trabalho.

A concentragdo de fenolicos totais influenciou na capacidade antioxidante do extrato
(gréfico 2), visto que houve uma correlagdo positiva (R? = 0,977) entre esta concentragdo e o
indice de inibicdo. Este resultado indica uma forte dependéncia da concentracao de fenolicos
da solucdo na acdo de sequestro dos radicais de DPPH. Essa correlacdo também foi comprovada

por Sousa et al. (2007), que utilizaram extratos fendlicos de algumas espécies de plantas
medicinais.

Correlacdo entre concentracao de compostos
fendlicos e indice de inibicdo do DPPH

0.00 o
0.000 2.000 4.000 6.000 8.000 10.000 12.000 14.000 16.000 18.000
Concentracdo CFT (mg/mL)

Grafico 2: Correlacdo entre a concentracdo da amostra e o indice de inibicdo de DPPH.

Conclusdes

Foi obtido um extrato de Spirulina platensis rico em ficocianina (4,8 mg.mL™) a partir
da utilizacdo de 120 minutos da suspensdo aquosa da biomassa em banho ultrassonico
combinado com 3 ciclos de congelamento-descongelamento. Foi observado que ha presenca de
15,5 mg de compostos fendlicos por mL de extrato, 1,67 mg.mL™* de aloficocianina e 0,21
mg.mL* de ficoeritrina. Além disso, o extrato bruto se mostrou bastante eficaz contra radicais
livres, inibindo até 44% do radical DPPH. Dessa forma, os resultados norteiam o trabalho a
identificacdo dos compostos fendlicos que compdem o extrato aquoso bruto. Além disto, dados
os resultados promissores, como proxima etapa serd realizada a verificacdo da acédo
antimicrobiana do mesmo frente as bactérias causadoras da acne e sua citotoxicidade em células
humanas. O potencial antioxidante do extrato rico em ficocianina e fendlicos € promissor e
significativo para futuros estudos visando sua aplicacdo em dermocosmeticos.
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