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RESUMO

Os impactos provenientes das atividades humanas sdo uma ameaca constante aos
sistemas aquéticos, levando, entre outras, a um excesso de nutrientes e/ou matéria
organica (eutrofizacdo). O fendmeno de eutrofizacdo causa problemas econémicos e
ambientais, entre 0os quais uma alteracdo na producdo primaria e no equilibrio dos

organismos presentes, bem como na qualidade da agua.

As medidas implementadas para o controlo de blooms fitoplancténicos abrangem a
aplicacdo de algicidas, como o sulfato de cobre, que apresenta muitas limitacdes,
nomeadamente toxicidade para organismos ndo-alvo, auséncia de efeito estavel e
persisténcia no meio. Interessa pois desenvolver novas tecnologias de controlo direto
das populagdes de algas fitoplanctonicas, que sejam eficientes, de baixo custo e amigas
do ambiente. Assim, no Laboratério de Aquacultura da Escola Superior Agraria - IPB,
tém sido desenvolvidos estudos para avaliar a utilizacdo de extractos vegetais no
controlo do crescimento de microalgas.

Nesse contexto, 0 objetivo da presente dissertagdo foi dar continuidade aos trabalhos
desenvolvidos, averiguando se as diferentes épocas de colheita do alecrim (Rosmarinus
officinalis) tém influencia na composi¢do do seu extrato aquoso e no seu potencial
efeito algicida/algistatico em culturas da clordfita, Chlorella vulgaris. Os ensaios foram
desenvolvidos em culturas batch, tendo-se avaliado a influéncia de diferentes
concentracdes (10%, 25%, 30%) de extratos aquosos de alecrim (a frio e a quente), e a
influéncia de diferentes tempos de extracdo (5 e 21 dias), no caso dos extratos a frio. O
potencial algicida e/ou algistatico foi avaliado, comparativamente ao controlo, pelo
incremento celular, taxa especifica de crescimento (), teor em clorofila a (Chl a), teor
em feopigmentos, percentagem de degradacdo da clorofila e teor em proteinas. A
identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos aquosos de
alecrim foram feitas por HPLC, tendo sido analisados os extratos aquosos, resultantes
de alecrim colhido em Abril e testados neste estudo (a frio e a quente) e a decocgéo
(extrato aquoso da hidrodestilagdo) resultante de alecrim colhido em Setembro e testado

anteriormente pela equipa de investigagéo.

Os resultados mostram que dos extratos a frio, sé o de 21 dias de extracdo afeta o

crescimento da C. vulgaris, levando ao aumento de p, em funcdo da concentracdo de
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extrato testada, e ao aumento da densidade celular e do teor em Chl a. Os picos nos
valores da proteina (pg/célula) observados nas culturas expostas a 25% e 30% de extrato
com 21 dias poderdo ser o resultado de uma resposta metabdlica necesséria para a
degradacdo dos compostos presentes nestes extratos, sugerindo a presenca de maior
concentracdo e/ou existéncia de compostos que podem funcionar como suplemento

nutricional, comparativamente aos extratos com 5 dias.

Também a presenga de extrato aquosos de alecrim a quente aumentou a p e a
densidade celular final da C. vulgaris. No entanto, quer os valores da Chl a, quer 0s
valores da proteina sao inferiores comparativamente aos valores do controlo, sugerindo
efeitos toxicos provavelmente advindos da presenca de novos compostos e/ou do

aumento da concentracdo de compostos, comparativamente ao extrato a frio de alecrim.

Os compostos fendlicos presentes nos extratos aquosos sdo diferentes qualitativa e
quantitativamente. No extrato de alecrim obtido a frio, foi quantificado o 4acido
rosmarinico e a quercetina e apesar destes compostos apresentarem a¢do antibacteriana,
os resultados observados podem dever-se as concentragfes testadas estarem abaixo da
concentracdo inibitoria, das diferentes vias metabdlicas nos eucariotas e de condic¢Ges de

cultura que atenuem/revertam o efeito toxico destes compostos.

O extrato a quente apresenta mais variedade de compostos fendlicos, ja que foram
identificados e quantificados 7 compostos distintos, sendo maioritario o acido
rosmarinico e o acido galico. O aumento da p da C. vulgaris, na presenca destes
extratos, aparentemente dependente da concentracdo testada, poderd ser devido a
presenca de mais variedade de compostos que atuam como substratos suplementares.
Por outro lado, as baixas concentracbes dos compostos fendlicos nestes extratos,
comparativamente a decoccdo (anteriormente testada), ndo sdo suficientes para

manifestar o potencial efeito algistatico e/ou algicida.

Comparativamente ao extrato de alecrim a quente, a decoc¢do do alecrim apresenta
sempre maior concentracdo de compostos fenolicos, com um fator que variou de 7 a 58.
Tendo em conta o perfil quantitativo de compostos fendélicos encontrado nestes dois
tipos de extratos (a quente e decoccdo), coloca-se a hipdtese de que os efeitos
algistaticos anteriormente observados com a decoccdo se deverem a elevada

concentracdo dos compostos, confirmando a ideia de que o grau de inibicdo/estimulo do
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crescimento de microalgas mostra relagdo com a concentracdo de compostos fendlicos.
Esta diferenca na composicdo em fenolicos podera maioritariamente dever-se ao efeito
da sazonalidade, ja que para o extrato a quente foi usado alecrim colhido em Abril e

para a decoccao alecrim colhido em Setembro.

Serdo necessarios mais trabalhos para saber de que modo a sazonalidade do alecrim
influencia o perfil quantitativo e qualitativo dos compostos fenolicos e

consequentemente o potencial efeito algicida/algistatico.

Palavras-chave: efeito algicida/algistatico, extratos de alecrim, compostos fenolicos,

Rosmarinus officinalis, Chlorella vulgaris
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ABSTRACT

The impacts of human activities are a constant threat to aquatic systems, leading,
among other things, to an excess of nutrients and/or organic matter (eutrophication).
The phenomenon of eutrophication causes economic and environmental problems,
including a change in primary production and in the aquatic organism equilibrium,

influencing the water quality.

The measures implemented to control the planktonic blooms comprise the use of
algicides such as copper sulfate, which has many limitations, including toxicity to non-
target organisms, no stable effect and persistence in the environment. It is important to
develop new technologies for direct control of populations of phytoplankton being
efficient, inexpensive and environmentally friendly. Thus, at the Laboratory of
Aquaculture School of Agriculture - IPB, studies are been developed to evaluate the use

of plant extracts in controlling microalgae growth.

In this context, the aim of this study was to pursue the previous work, examining the
impact of seasonality of the rosemary (Rosmarinus officinalis) in the composition of

their aqueous extracts and its potential effect algaecide in cultures of Chlorella vulgaris.

The tests were conducted in batch cultures, and we evaluated the effect of different
concentrations of aqueous extracts of rosemary (10%, 25%, 30%), different kind of
extraction (cold and hot) and the influence of different extraction times (5 and 21 days),
in the case of cold extracts. The potential algaecide was evaluated by cellular increase,
specific growth rate (u), content of chlorophyll (Chl a), phaeopigments content,
percentage of degradation of chlorophyll and protein content. The identification and
quantification of the phenolic compounds present in aqueous extracts was carried out by
HPLC. The extracts analysed include the rosemary harvested in April and tested in this
study (cold and hot extract) and decoction (agueous extract of hydrodistillation)
resulting from rosemary harvested in September and previously tested by the research

team.

The results showed that, between cold extracts, only the one with 21 days of
extraction, affected the growth of C. vulgaris, leading to an increase in p, as a function
of extract concentration. The increase in cell density and in Chl a content was also

observed. The peaks of protein content (pg/cell) observed in cultures exposed to 25%
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and 30% of extract with 21 days, may be the result of a metabolic answer induced by
compounds present in these extracts, suggesting the presence of compounds which can

act as a nutritional supplement.

Also the presence of hot extract increased u and final cell density of C. vulgaris.
However, values of both, Chl a and protein, are lower when compared to control values,
suggesting toxicity, probably arising from the presence of increasing concentration of

compounds and/or from new compounds, compared to the cold extract.

The phenolic compounds present in aqueous extracts are qualitatively and
quantitatively different. In rosemary cold extract it was quantified quercetin and
rosmarinic acid. Despite antibacterial action of these compounds, the observed results
may be due to lower concentrations tested (below the inhibitory concentration), or
because different metabolic pathways in eukaryotes, or from culture conditions that

attenuate/revert toxic effect of these compounds.

The hot extract presented more variety of phenolic compounds, seven different
compounds were identified, the majority being rosmarinic acid and gallic acid. The
increase in p of C. vulgaris observed in cultures with these extracts could be related
with tested concentration and to the presence of more variety of compounds that act as
additional substrates. Moreover, lowest concentration of phenolic compounds in these
extracts, compared with decoction (previously tested), were not enough to express the

potential algaecide effect.

Compared to the hot extract, decoction showed higher concentration of phenolic
compounds, with a factor that ranged from 7 to 58. Regarding to the quantitative profile
of phenolic compounds, found in these two types of extracts (hot and decoction), there
is the possibility that the effects observed previously with the decoction were due to
high concentration of compounds, confirming the notion that the degree of
inhibition/stimulation of microalgae growth shows a relationship with the concentration
of compounds phenolics. The difference in phenolic composition may be mostly due to

the effect of harvest seasonality.

Keywords: algaecide/algaestatic effect, rosemary extracts, phenolic compounds,

Rosmarinus officinalis, Chlorella vulgaris.

Vi
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1. ENQUADRAMENTO

A &gua é um componente essencial no sistema de sustentacdo da vida
e como tal deve ser preservada. Apesar disso, 0 ecossistema aquético é o
que apresenta maior risco de poluicdo ja que os compostos quimicos
podem ser eventualmente depositados, por fendbmenos de lixiviacdo, via
efluentes ou via erosdo, conduzindo inevitavelmente a acumulacdo de

poluentes no meio aquatico.

O excesso de nutrientes, aliado as condi¢fes climéticas, pode levar a
que os sistemas aquaticos apresentem um desenvolvimento excessivo de
fitoplancton e de algas filamentosas, devido & eutrofizacdo, com a
consequente diminuigdo da qualidade da &gua, sendo este cada vez mais
um problema mundial. Este incremento da biomassa de fitoplancton, para
além de provocar problemas estéticos, altera o sabor da agua e afeta a
sobrevivéncia da biota. Embora a eutrofizacdo esteja geralmente
associada ao desenvolvimento de cianobactérias, outros grupos, como as

clorofitas, podem estar presentes.



Mestrado em Tecnologia Ambiental

Para mitigar os problemas ambientais e econdmicos resultantes da eutrofizacdo, tém sido
implementadas medidas que apresentam limitacOes relativas a eficacia, ao custo e aos efeitos

secundarios.

No Laboratério de Aquacultura da Escola Superior Agréria, IPB, tém sido desenvolvidos estudos
para avaliar a utilizacdo de extratos vegetais no controlo do crescimento de microalgas, como
alternativa relativamente aos algicidas convencionais. Os resultados mostraram que as decocgdes
(extrato aquoso resultante da hidrodestilacdo) de algumas das plantas, entre as quais o alecrim, tém
efeito algistatico nas culturas de Chlorella vulgaris e capacidade de diminui¢do da proliferacao

celular nas culturas de Anabaena cylindrica.

Nesse contexto, o objetivo da presente dissertacdo foi averiguar qual o impacto da sazonalidade
no potencial efeito algistatico do extrato aquoso de alecrim, em culturas de -clordfitas.
Concomitantemente, foi feita a caracterizacdo quantitativa e qualitativa dos compostos fendlicos

presentes nos extratos.

A dissertacdo encontra-se organizada em seis capitulos. O primeiro capitulo corresponde a um
enquadramento e justificacdo do estudo realizado e a descri¢do geral da organizacdo da tese escrita.
No segundo capitulo apresenta-se uma breve revisao bibliografica, em que se aborda a eutrofizacéo,
mencionando medidas de controlo deste problema, é caracterizada a microalga (Chlorella vulgaris)
e a planta (Rosmarinus oficinalis) em estudo, efectua-se ainda uma breve caracterizacdo dos
compostos presentes nos extratos do alecrim, bem como a definicdo dos objetivos deste trabalho.
No capitulo 3, encontram-se referidos de forma resumida, os materiais e métodos utilizados na
obtencdo dos extratos da planta, na avaliagdo dos ensaios em batch, e na identificacdo dos
compostos fenolicos e no capitulo 4, os resultados obtidos e consequente discussdo dos mesmos. No
capitulo 5, sdo sintetizadas as principais consideracdes alcancadas neste estudo e finalmente é

apresentada a listagem da bibliografia utilizada para a realizacdo deste trabalho.
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2. INTRODUCAO
2.1. Eutrofizagdo

Eutrofizacdo é o enriquecimento dos ecossistemas aquéticos pelo
aumento de nutrientes (fosforo e azoto) e/ou matéria organica,
provocando uma alteracdo na producdo primaria e no equilibrio dos
organismos presentes, bem como na qualidade da &agua em causa
(Rahman et al, 1999; E.U., 2002). O acréscimo da quantidade de
nutrientes durante a fase inicial do processo de eutrofizacéo,
nomeadamente de fosforo e azoto, tem como consequéncia 0 aumento da
biomassa fitoplancténica, que prolifera rapidamente e originando

fendmenos conhecidos por florescéncias ou blooms (Bakker et al., 2010).

Os blooms podem ser constituidos por grupos de organismos distintos,
desde clorofitas, dinoflagelados, diatoméaceas ou cianobactérias que por

sua vez podem exercer efeitos nocivos.

Os fatores adicionais que sustentam este processo dividem-se em duas
categorias, dependendo se estdo ligados a entrada de uma quantidade
excessiva de nutrientes para o0 ecossistema aquatico, desequilibrando a
cadeia alimentar que resulta em altos niveis de biomassa de fitoplancton;
ou no excesso de consumo de oxigénio perto do fundo da massa de agua
(turbidez na agua e diminuigéo da luz) (E.U., 2002, Pawlak et al, 2009).
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Na figura 2.1. esta representado o processo de eutrofizagdo e terminologia do estado tréfico do
sistema aquatico. Este processo engloba diferentes fases, sendo caracterizado pela evolucao de uma
massa de agua desde a oligotrofia até a eutrofia/hipereutrofia, dependendo essencialmente das
concentracdes de fosforo e azoto e das populagdes fitoplanctonicas. Assim, 0 ecossistema aquatico
comeca a partir de um estado nutricionalmente pobre (oligotrofico), passando para um estado
mesotréfico com adigdo de nutrientes, até ao estado final (eutrofico) onde a diminuicdo da

qualidade da &4gua e o0 acimulo de nutrientes é observado na dgua e nos sedimentos.

Elevados niveis de nutrientes

Poucos nutrientes Possivelmente baixos niveis de
Altos niveis de oxigénio J{‘ Alguns nutrientes (. oxigénio
e N T R

\ /et v

/ Sedimentos /

Plantas

Oligotréfico Mesotrofico Eutréfico enraizadas

Figura 2.1: Processo de eutrofizagdo - progressao de oligotréfico para eutrofico. (Adaptado de Shaw et al,
2003)

A fase final € caracterizada pelo aumento da produtividade fitoplanctdnica, pela diminuicdo da
profundidade (no caso de se tratar de um ecossistema aquético Iéntico, um lago por exemplo) e do
oxigénio dissolvido na gua, provocando a reducdo da biodiversidade aquética. A eutrofizacdo esta,
igualmente, relacionada com a estratificacdo térmica que ocorre no sistema e com os sedimentos
presentes. (Cortes et al, 1992). Portanto, o sistema passa verticalmente por diferentes distribuicdes
de temperatura devido a entrada de energia sob a forma de radiacdo eletromagnética (luz e calor) e
mecanica (vento) (figura 2.2). O compartimento superior é caraterizado como sendo menos denso e
temperaturas da agua elevadas e é denominado epilimnio, o compartimento inferior é de agua fria e
menos denso. Estes encontram-se separados por uma camada intermédia, chamada metalimnion,
sendo marcada por uma grande variabilidade da sua temperatura (Termoclina) diminuido com a
profundidade. (Cobo et al, 2012)
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Figura 2.2: Esquema da estratificacdo térmica em sistemas aquaticos (Adaptado Cobo et al, 2012).

A carga de matéria organica, originada por células mortas de fitoplancton sedimentadas que

chega ao hipolimnion, contribui para a situagdo de anoxia.

A eutrofizacdo pode ser de origem natural, considerado um processo lento, continuo, pelo qual
0s ecossistemas vao gradualmente envelhecendo. Depende apenas da geologia local e das
caracteristicas naturais da captacdo (Ferreira etal, 2010), ou pode ser aumentado dramaticamente
por atividade humana. A eutrofizacdo é reconhecida como um problema ambiental global desde
meados do século XX, sendo potenciada pelas atividades antropogénicas, tornando-o de evolucao
mais rapida — eutrofizacdo cultural (Shaw et al, 2003).

As principais fontes de entradas de nutrientes por acao antropogénica ocorrem por mas praticas
agricolas e florestais, uso intensivo de fertilizantes agricolas, efluentes pecuarios, bem como um
aumento das atividades urbanas e industriais, da qual decorrem ainda a descarga dos seus efluentes.
(Coelho et al., 2009). Segundo a Agéncia Europeia do Ambiente, "a principal fonte de poluentes
azotados é a lixiviacdo de terras agricolas, enquanto que a poluicdo associada ao fosforo vem de
efluentes domésticos e da industria, incluindo de detergentes a base de fosforo”. Apds a Segunda
Guerra Mundial, a populacdo humana generalizou o uso de artigos de limpeza sintéticos, como 0s
detergentes, 0s quais possuem polifosfatos que em contato com a agua resultam em fonte produtora
de fosfato. Os efluentes industriais, principalmente da area agro-alimentar, sdo importantes fontes

de substancias organicas e eliminam 6leos, ricos em fdsforo e azoto (Pinto, 2012)

O processo de eutrofizacdo também é influenciado pela chuva, principalmente onde hd muita
poluicdo atmosférica. A chuva provoca também processos de escorréncia e de arrastamento de solo

para o interior dos sistemas aquéticos, agudizando o processo de eutrofizagdo. Este facto, é mais
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acentuado quando o solo perdeu a vegetacdo e consequentemente 0S processos de erosao Sao
acentuados.

A eutrofizacdo favorece certas espécies de algas, destacando-se dois grandes grupos:
Chlorophyta (algas verdes) e Cyanobacteria (cianobactérias). As cianobactérias apresentam a
capacidade produzir toxinas em alguns casos, altamente prejudiciais ao ambiente (mortalidade de
peixes e outros organismos aquéticos), a saude publica (agua inadequada para consumo humano) e
economia (prejuizo no turismo, atividades recreativas e mortalidade de gado) (Vasconcelos, 2006;
Addisie et al, 2012).

No que diz respeito as Chlorophytas, estas também causam problemas ecolégicos, tal como,
diminuicdo da transparéncia da agua, da entrada de luz e decréscimo de oxigénio para outros
organismos aquaticos, devido a sua decomposicdo. Além disso, acarretam problemas de caracter
economico (sobrecarregam o equipamento de filtracdo) e reducdo da qualidade estética (Jancula et
al., 2007).

A eutrofizacdo tem indmeros impactos negativos, quanto maior a carga de nutrientes num
ecossistema maior o potencial impacto ecol6gico. De um modo geral, pode ter consequéncias
nocivas na saude humana e animal, na visdo estética, lazer e na economia (Forestry, 2002; E.U.,
2002).

Como impacto ecoldgico direto sobre os ecossistemas temos as invasdes de macroéfitas, algas e
cianobactérias, uma vez que estas dificultam/impedem o crescimento de outras plantas aquaticas.
Sobre a biodiversidade animal ha a diminuicdo da integridade ecoldgica de um ecossistema, em que

apenas as espécies mais tolerantes sobrevivem (Bricker et. al., 1999).

A proliferacdo de algas e cianobactérias tem impacto estético, particularmente pelo sedimento
visivel a superficie da 4gua, sendo desagradavel a vista, tendo mau odor e mau sabor da agua. Estas
caracteristicas sdo também prejudiciais para uso recreativo, impossibilitando o uso da agua para
desportos aquaticos (vela, esqui e pesca) quando ha existéncia excessiva de macrofitas

inibindo/impedindo o acesso a cursos de agua.

Praticamente todos os impactos mencionados acima tém efeitos negativos, tanto direta como
indiretamente na economia. O tratamento (evitar o odor, sabor) da 4gua devido ao aumento de algas
ou cianobactérias tem custos elevados, podendo ocorrer ainda entupimento de filtros, aumentando

por sua vez os custos de manutencéo.



Mestrado em Tecnologia Ambiental

Quando o ecossistema aquatico ¢ afetado, devem-se tomar medidas preventivas para limitar sua
dispersdo ou para mitigar o problema nas areas afetadas. As medidas implementadas abrangem
geralmente a aplicacdo de algicidas e a reducdo do input de nutrientes, esta Gltima dificil de

controlar.

Os algicidas convencionais sdo geralmente substancias quimicas, como o sulfato de cobre, 0
cloro ou o permanganato de potéassio, dependendo a eficiéncia das caracteristicas da &gua e
especialmente da qualidade do contacto estabelecido entre o produto e o alvo (E.U., 2002; R.S.S.
WU, 2002; Forestry, 2002). As principais limitacbes do uso destes algicidas, inclui a toxicidade
para organismos ndo-alvo, auséncia de efeito estavel e persisténcia no meio. Outras alternativas
para mitigar os problemas gerados pela eutrofizacdo, sdao os meios fisicos (e.g. remog¢ao mecanica e

ultrassons), geralmente muito dispendiosos e unicamente viaveis em areas pequenas.

Assim, interessa desenvolver novas tecnologias de controlo direto das populacdes de algas
fitoplanctonicas. Estas deverdo ser eficientes, de baixo custo e amigas do ambiente. Varios estudos,
realizados na sua maioria em paises do norte e centro da Europa, tém demonstrado que algumas
plantas podem produzir e libertar para o meio envolvente compostos ativos que condicionam 0
desenvolvimento de algumas populacdes de algas (Gross, 2003; Geiger et al., 2005; Gross et. al.,
2007)

E neste contexto que no Laboratdrio de Aquacultura da Escola Superior Agréria, IPB, tém sido
desenvolvidos estudos para avaliar a utilizacdo de extractos vegetais no controlo do crescimento de
microalgas, como alternativa relativamente aos algicidas convencionais. Os resultados da avaliacdo
do crescimento de dois tipos de microalgas (cloréfita e cianobactéria) na presenca de extratos de
sete plantas da flora de Tréas-os-Montes, mostrou que alguns dos extratos testados apresentam
potencial algicida/algistatico (Barros et al., 2011).

2.2.Caracterizacado de Chlorella vulgaris (Beijerinck 1890)

A Chlorella vulgaris é uma espécie de alga verde, apresentando uma forma de vida unicelular ou
colonial, pertencente a classe Trebouxiophyceae, ordem Chlorellales e familia Chlorellaceae
(algaebase, 1996). E uma microalga eucaridtica que cresce em agua doce, tendo células com 5 a 6
um de diametro (Queiroz et al, 2008). A reproducdo pode ser feita por divisdo binéria, esporos

assexuais e reproducéo sexual (Ohse et al., 2008).

Esta microalga pode acumular pigmentos como a clorofila a e b, o B-caroteno e xantofilas, sendo

0 amido a principal forma de reserva. Sob certas condi¢gdes podem armazenar 6leo, sendo também
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uma boa fonte de sais minerais como, fosforo, ferro, manganés, cobre, zinco, magnésio e célcio, de
proteinas e de vitaminas (Costa et al., 2006; Bertoldi et al., 2008; Ohse et al., 2008, Queiroz et al,
2008).
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Figura 2.3: Aspeto da C. vulgaris ao microscopio 6tico
(Fonte: http://botany.natur.cuni.cz/algo/CAUP/H1955_ Chlorella_vulgaris.htm);

Trata-se de uma microalga facilmente cultivavel em laboratério e para o presente estudo foi
usada a C. vulgaris estirpe CBSC 15-2075 - Carolina Biological Supply Co., Burlington, USA
(CBS).

2.3.Caracterizacdo de Rosmarinus officiinalis (L.)

O Rosmarinus officiinalis, mais comummente referido como alecrim, é uma erva popular em
muitos paises de clima temperado, com uma utilizacdo excecionalmente ampla nos paises da regido
Mediterranea, Portugal a Australia (Basiri et al, 2011; Lorenzi et al, 2006). O alecrim (Rosmarinus
officinallis) ¢ uma planta pertencente a familia Lamiaceae. E um arbusto vivaz do litoral
mediterranico que pode atingir 1,5 m de altura. Ocorre em terrenos secos e pobres, principalmente
calcarios e bem drenados. E espontaneo em charnecas, matagais e pinhais do centro e sul do
continente, sendo subespontaneo e cultivado no norte. O alecrim é uma planta aromatica usada
como tempero em varios alimentos, e com varias aplicacdes medicinais (Carvalho-Junior et al.,
2004).

Para além das variedades quimicas que se distinguem pela composicdo do dleo essencial,
existem dois tipos morfoldgicos: Rosmarinus officinallis, var prostatus (caules prostrados, flor lilas
clara e folhas muito finas de cor verde clara) e Rosmarinus officinallis, var albus de crescimento
vertical e de flor branca, por vezes com nervuras semelhantes as da alfazema (Lorenzi et al, 2006;
Proenca da Cunha, & Roque, 2011). Os constituintes quimicos principais do 6leo essencial desta

planta sdo a céanfora, 1-8 cineol, a- ¢ B- pineno, borneol e canfeno em proporgdes variaveis,

8
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dependendo da origem e do estado vegetativo (Bruneton, 2001; Jamshid et al., 2009). Além disso, a
composicdo quimica do dleo essencial do alecrim e/ou extrato é dependente de condigdes climéticas
e de cultivo, da parte da planta usada, do tipo de preparacdo do material e do método de extracao

empregue (Carvalho-Junior et al., 2004; Svoboda et al., 1992).

Figura 2.4 — Flor de alecrim (Rosmarinus officiinalis)

(fonte: http://www.lideragronomia.com.br/2012/02/alecrim.html )

Os compostos fenodlicos do alecrim sdo representados por flavonoides, flavonas e por acidos
fenolicos, sobretudo derivados cafeicos: acido cafeico, acido clorogénico e acido rosmarinico
(Razborsek et al, 2006; Tavassoli et al, 2011). Quando a extracdo é feita por solventes organicos
(etanol, metanol), sdo detetados mais compostos, tais como acido carnosico, e carnosol (Kuhlmann
et al, 2006, Afonso, 2010). No alecrim foi detetada a presenca de varios compostos fendlicos com
atividade antioxidante, como o acido carndsico, rosmadiol, rosmanol e epirosmanol, entre outros
(Inatani et al., 1983). A quercetina é um flavonoide que pode ser encontrada em varias tipos de
chas, nomeadamente ché de alecrim (Melo, 2010).
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2.4.0Dbjetivos

As medidas implementadas para o controlo de blooms fitoplanctonicos abrangem a aplicacéo de
algicidas, como o sulfato de cobre, que apresenta muitas limitacbes, nomeadamente toxicidade para
organismos ndo-alvo, auséncia de efeito duradouro e persisténcia no meio. Interessa pois
desenvolver novas tecnologias de controlo direto das populagdes de algas fitoplancténicas, que
sejam eficientes, de baixo custo e amigas do ambiente.

No Laboratorio de Aquacultura da Escola Superior Agraria - IPB, tém sido desenvolvidos
estudos para avaliar a utilizacdo de extratos vegetais no controlo do crescimento de microalgas,
como alternativa relativamente aos algicidas convencionais. Os resultados da avaliagdo do
crescimento de dois tipos de microalgas (clordfita e cianobactéria) na presenca de extratos de sete
plantas da flora de Tras-os-Montes, mostrou que alguns dos extratos testados apresentam potencial
algicida/algistatico, nomeadamente as decocc¢des (extrato aquoso resultante da hidrodestilacdo) de

alecrim colhido em Setembro, mostraram efeito algistatico nas culturas de Chlorella vulgaris.

Nesse contexto, a presente dissertacdo pretendeu dar continuidade aos trabalhos desenvolvidos,
averiguando o impacto da sazonalidade do alecrim (Rosmarinus officinalis), designadamente
quando este é colhido em Abril, na composi¢do do seu extrato aquoso e no seu potencial efeito

algicida/algistatico em culturas de Chlorella vulgaris.
Assim, salientam-se 0s seguintes objetivos especificos:

1. Avaliar o potencial algicida e/ou algistatico, em culturas de Chlorella vulgaris, de extratos

aquosos de alecrim colhido em Abril;

2. Avaliar esse potencial em funcdo de diferentes concentragdes (10%, 25%, 30%) dos extratos

aquosos;

3. Avaliar esse potencial em fungdo de 2 tipos de extratos de alecrim, extratos a quente e

extratos a frio;
4. Avaliar a influéncia de diferentes tempos de extracdo (5 e 21 dias), no caso dos extratos a frio;

5. Relacionar a composicdo em compostos fendlicos com o tipo de extrato aquoso e com a

sazonalidade do alecrim.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Microalga utilizada

Para testar o efeito dos extratos do alecrim foram utilizadas culturas
monoalgais de Chlorella vulgaris (CBS15-2075). A manutencdo de
stocks e o desenvolvimento de culturas em pequenos e médios
volumes é feita usando o meio de Walne Modificado. As culturas
stock sdo mantidas em meio liquido e/ou em meio sélido, com cerca
de 20-100 mL de meio de cultura, em estufa a 19 °C, intensidade
luminosa de 2390 Ix, proveniente de ldampadas fluorescentes de 30W
(Gro-Lux), com fotoperiodo 16h/8h luz/escuro e repicadas
mensalmente. As culturas em maior volume de C. vulgaris (Figura
3.1) séo rotineiramente desenvolvidas no mesmo meio, a pH 6,0, e
agitadas continuamente por fluxo de ar, utilizando filtros
autoclavaveis de 0.2 um e diametro de 50 mm (Millex™). As culturas
sdo mantidas a uma temperatura controlada de 25°C, com iluminagéo
de 4500 Ix e com fotoperiodo de 16h/8h luz/escuro. Os meios de
cultura e o material de vidro utilizado foram previamente esterilizados

em autoclave durante 15 minutos a 121 °C.
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Os ensaios foram realizados assim que as culturas iniciavam a fase exponencial, avaliada por

contagem do namero de células em cadmara de Neubauer.

Figura 3.1: Manutencdo de culturas em laboratério; A- Cultura em meio de Walne modificado com fluxo de
ar; B- Cultura em meio de Walne modificado.

3.2.Extratos aquosos

3.2.1. Amostragem do alecrim

Para estes ensaios foi selecionado o alecrim (Rosmarinus officinalis), tendo em conta os

resultados prévios obtidos com a decoc¢do (agua de lixiviacdo) do processo de hidrodestilacao.

O alecrim foi colhido em Abril de 2012, entre as 9h30 e as 10h00 da manha, no jardim da Escola
Superior Agraria do Campus da Santa Apolonia, Instituto Politécnico de Braganca (41°47°48.72°N,
6°46°1.97"W), Tréas-os-Montes, Portugal.

As condigdes meteorologicas observadas durante a amostragem incluiram um dia ventoso, com
céu pouco nublado e temperaturas de 12°C maximo e 4°C minimo. Foram apontados estes
pardmetros uma vez que as plantas sdo fortemente influenciadas por fatores climaticos e ambientais.
Sempre que possivel, foram recolhidas trés partes de planta: flores, folhas e caules, conforme figura
3.2.. O material vegetal colhido foi levado para o laboratério onde foi feita a sua secagem, a

temperatura ambiente, em envelopes de papel, no escuro, até ser utilizado.
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Figura 3.2 - Alecrim recolhido: flores, folhas e caule.

3.2.2. Obtencao dos extratos aquosos

Para a obtencdo dos extratos aquosos de alecrim, as flores, folhas e caules foram cortadas em
pequenos bocados com uma tesoura de poda, conforme figura 3.3. A composicdo dos extratos (m/v)
foi inferior, comparativamente a decoccdo testada anteriormente pela equipa, que foi de 17,8 %
(m/v).

Figura 3.3 - Preparacdo do alecrim para a obtencéo dos extratos aquosos.
Extratos aquosos a frio

Para a obtencdo dos extratos aquosos a frio preparou-se uma infusdo a 12% (m/v) em agua
destilada. A infusdo foi feita num garraféo plastico de 5 L e conservada hum armario, no escuro a
temperatura ambiente, até ser utilizado. O garrafdo era agitado diariamente. Foram testados extratos
ao 5° e 21°dias. Para os ensaios, o extrato foi filtrado previamente por crivo de 45 um e levado aos

UV durante 20 minutos.
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Extratos aquosos a quente

Para a obtencdo dos extratos aquosos a quente, utilizou-se alecrim conservado nas condicGes
mencionadas no ponto 3.2.1. Preparou-se uma solucéo de alecrim a 12% (m/v), com &gua ultrapura,
conforme figura 3.4, iniciando-se de seguida o seu aquecimento (70°C / 3 h). A amostra foi tapada
com vidro de rel6gio para evitar a sua evaporacdo. Apos esta etapa terminar, passou-se amostra para
um Erlenmeyer, filtrando-a por crivo de 45 pm, tapando-a de seguida com parafilm e colocando-a

no frigorifico para evitar qualquer alteracdo na composicao e aspeto.

Figura 3.4 - Aspeto inicial da solucdo de alecrim para obtengdo de extrato aquoso a quente.

3.3.Ensaios em Culturas batch

A avaliacdo do crescimento da C. vulgaris, na presenca de extratos aquosos, foi feita em culturas
batch. As culturas de C. vulgaris em fase exponencial foram transferidas para Erlenmeyer de 250
mL, previamente esterilizados, e expostas quer a diferentes concentracfes de extratos aquosos (a
frio e a quente), quer a diferentes tempos de extragdo, no caso dos extratos a frio, num total de 4
ensaios distintos, conforme figura 3.5. Para cada ensaio foram incubados brancos, nos quais o
volume de extrato foi substituido por agua autoclavada. Os ensaios foram desenvolvidos em

volumes de 200 mL e foram realizados em triplicado.
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Extrato aquoso a frio

(12%) Concentrago
de extrato
1° Ensaio
— . . 0,
5 dias de extragdo 10%
> 25%
2° Ensaio 30%
’ 21 dias extragéo
J
Extrato aquoso a Avaliacdo do crescimento
quente da Chlorella vulgaris em
(12%) culturas batch
10%
25%
—> 3° Ensaio
30%
10%
4° Ensaio 30% j

Figura 3.5 — Esquema representativo da metodologia usada com 0s ensaios.

Os ensaios foram incubados em camara 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
avaliacdo da densidade celular das culturas foi feita por contagem diaria do nimero de células em
camara de Neubauer. O potencial algicida e/ou algistatico foi avaliado, comparativamente ao
controlo, pelo incremento celular, taxa especifica de crescimento, teor em clorofila a, teor em

feopigmentos, percentagem de degradacdo da clorofila e teor em proteinas.
3.3.1. Avaliacdo da Densidade Celular

A avaliacdo do crescimento das microalgas foi feita por contagens ao microscopio 6tico, com o
auxilio de uma camara de Neubauer. O niamero total de células foi expresso por unidade de volume

(células/mL), tendo em conta:

n°® total de células
n° de células/ml = x fator de diluicdo x 10.000

n° de quadrantes contados
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Para cada cultura, a variacdo do ndmero de célulass/mL ao longo do tempo foi usada para
identificar a fase exponencial do crescimento e calcular o incremento da densidade celular ocorrido

durante esta fase (Incremento).

Além disso, os dados que relacionam o logaritmo do nimero de células por mL, em funcdo do
tempo de incubacdo, na fase exponencial do crescimento, foram ajustados por analise de regressdo

linear e a taxa de crescimento foi calculada, pela seguinte expresséo:

LogN — LogNO
t—t0

Taxa especifica de crescimento (p) =

Onde:
N = concentracgdo de células no tempo t de incubacéo

No = concentracao de células no tempo to

3.3.2. Quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos

Para a determinacdo da concentragdo em clorofila a e feofitina a utilizou-se o método
espectrofotométrico. Resumidamente, retiram-se 5 mL de amostra, leva-se a centrifuga (3500 rpm,
15 min) e adiciona-se 5 mL de acetona (90% (v/v)) ao precipitado. Os tubos sdo homogeneizados,
mantidos no escuro e tapados. As amostras ficam no frigorifico de um dia para o outro (+/- 16
horas), apds o que se recolhe o sobrenadante, obtido por centrifugacdo, e se procede a leitura nos
diferentes comprimentos de onda. Absorvancia do extrato foi lida num espectrofotdmetro
Nanocolor UV/VIS 60 Hz. Apds as leituras as amostras sdo acidificadas com HCI (5%), seguindo-
se novamente leituras aos comprimentos de onda 750 nm e 665 nm. As quantificacGes foram feitas

em duplicado.
Para o célculo das concentragdes, utilizaram-se as seguintes equagdes:
» Clorofila a (Jeffrey & Humphrey, 1975)
Chla (ug mL™) = [ [(11,93 X (Asss — Azso)] — [1,93 X (Aess — Ars0))] X V117 (V2x P)
» Feofitina a (Lorenzen, 1967)

Feof (ug mL'l) = [ [ 11,4 x K (R X (A665A_ A750A) — (A665 — A750))] X V1] /V2 X P
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Em que:
V; = volume de acetona utilizado na extragdo (mL)
V; = volume utilizado de amostra (mL)
P =1 (percurso 6tico da célula do espectrofotometro)
R = 1.8 (raz8do maxima da absorvancia [(Asss—A7s0)/(Asssa—Ars0a)], Na auséncia de
feopigmentos)
K = 2,25 (fator que equaciona a reducdo na absorvancia para a concentracdo inicial da

clorofila, apés acidificar)

Os resultados da concentragdo dos pigmentos foram expressos tambem por celula, picogramas
(pg) cel ™ tendo em conta:

Chl g pgfmi
-1y - e 6
(pg cel ) - [ contagem ] x 10

Determinou-se igualmente a percentagem de degradacdo da clorofila (% Deg), considerando a
seguinte equacao:

% Deg = [feof a/ (feof a + Chl a)] x 100
9=

3.3.3. Quantificacdo das proteinas

O teor de proteinas nas microalgas foi determinado pelo método de Bradford. (Bardford, 1976).
Resumidamente, ap0s extracdo dos pigmentos sdo adicionados 5 mL de NaOH/0,5 M as amostras.
Estas vao incubar a banho-maria durante 20 min, apds arrefecidas sao novamente centrifugadas
(3500rpm/15 min), seguindo-se a leitura a 595 nm (Nanocolor UV/VIS 60 Hz), do sobrenadante. A
concentracdo de proteinas totais foi feita considerando uma curva de calibracdo utilizando albumina

de soro bovino como padréo.
3.4. ldentificacdo dos Compostos Fendlicos nos Extratos Aquosos

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos aquosos foi feita
por HPLC. Assim, foram analisados 3 extratos: os extratos aquosos de alecrim colhido em Abril e

testados neste estudo, a quente e a frio, este com 21 dias de extracdo, e 0 extrato aquoso resultante
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da hidrodestilacdo de alecrim colhido em Setembro e testado anteriormente pela equipa de

investigacdo (decoccéo):

a) Extratos aquosos a frio, infusdo a temperatura ambiente, a 12% (m/v), analise ap6s 21 dias.
b) Extratos aquosos a quente, infusdo com aquecimento, a 12% (m/v)

c) Decoccdo, resultante da hidrodestilagéo, a 17,8 % (m/v)

Para a identificacdo e quantificacdo dos fenolicos procedeu-se primeiro a eliminagdo dos
acucares das amostras, através de hidrdlise acida com HCI e hidrolise com MeOH, agua e TBHQ
(tert-butilhidroguinona, antioxidante) Assim, para microtubos com tampa retiraram-se 200 pL de
cada extrato vegetal e procedeu-se a sua evaporacdo com azoto gasoso. Apds a completa
evaporacdo, adicionou-se 200 puL de HLC a 2M em metanol a 50% (&gua: metanol, v/v) e 200 pL
de uma solucdo 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 (model 2-16 K, Sigma,
Osterode, Alemanha). Apds a centrifugacdo transferiu-se o sobrenadante para vilas de HPLC, os
quais foram mantidos a -20 °C até sua analise.

3.4.1. Condic¢bes cromatograficas

Para a separacdo cromatografica foi utilizada uma coluna de fase reversa com 250 mm de
comprimento e 4,6 mm de didmetro interno, 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 tricloroacético (TFA) (solvente A) e acetonitrilo com 1% TFA (solvente B) Ambos 0s
reagentes eram HPLC gradient, Merck.

A eluicdo foi realizada a um fluxo de solvente de 1 mL/minuto, com gradiente a comegar com

100 % de A, sendo o volume de injegdo de 10 pl.
O sistema HPLC-MS (LCQ Advantage Max, ThermoFinnigan) era constituido por:

o Camara de mistura (Gilson-mod. 811A)

o Bomba de alta pressédo (Gilson-mod. 305)

o Bomba de alta presséo (Gilson-mod. 306);

o Injetor automatico (Gilson-mod. 231XL)

o Detetor UV fixado a 229 nm (Gilson-mod. 117)
o Seringa de injecédo (Gilson-mod. 402);

o Forno regulado a 30°C (Jones Chromatografy)
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Os cromatogramas foram registados a 280, 320, 370 e 520 nm. A identificagcdo dos compostos
fendlicos individuais foi feita por comparacdo com padrfes comerciais externos (Extrasynthese,
Franca), através dos respetivos tempos de retencdo e espectros UV. A quantificacdo foi feita
utilizando parametros como o volume de extracao, volume de injecdo, area do padréo interno, area

do composto em questdo. O LC-MS/MS foi utilizado para confirmar os resultados.

3.5. Anélise 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 pardmetros e para testar a homogeneidade das variancias foi utilizado o teste de
Levene. Foram comparados os valores da clorofila, feopigmentos e proteina, usando Anova e 0

teste de Tukey para comparagdes multiplas (Post-Hoc).

O teste de Mann-Whitney foi usado para identificar diferencas nos valores médios da taxa
especifica de crescimento, do incremento celular e da concentracdo celular final, entre culturas
incubadas com diferentes percentagens de extrato aquoso de alecrim, para cada ensaio. Utilizaram-
se correlagdes de Spearman’s para identificar relagdes entre a taxa especifica de crescimento e as
concentragdes de extrato testadas e as relacdes entre clorofila a e feofitina a. Os resultados foram

expressos como valores médios + DP (Desvio Padrdo da média).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Ensaios com extratos aquosos

Estes ensaios avaliaram o crescimento das culturas de C. vulgaris, em
meio liquido, na presenca de diferentes tipos de extrato aquoso de
alecrim e de diferentes concentracOes para cada tipo de extrato, conforme
descrito no Material e Métodos. Os resultados obtidos correspondem a
triplicados (EA, EB, EC) e foram avaliados comparativamente aos
brancos (BA, BB, BC).

4.1.1. Extrato aquoso a frio

i) Contagem celular

Os ensaios com o0s extratos a frio foram realizados com extratos
aquosos de alecrim, com 2 tempos distintos de extracdo, 5 dias e 21 dias,
nas concentracbes de 10%, 25% e 30%. Nos graficos da figura 4.1,
apresentam-se as curvas de crescimento da C. vulgaris, das culturas
controlo (brancos) e das culturas incubadas com extratos aquosos de 5

dias, nas 3 concentraces testadas.
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Figura 4.1 - Curvas de crescimento para C. vulgaris incubada com diferentes concentracfes de extrato
aquoso de alecrim a frio, com 5 dias de extracdo (1° Ensaio). A- Brancos; B- Ensaio com 10% de extrato
aquoso; C- Ensaio com 25% de extrato aquoso; D- Ensaio com 30% de extrato aquoso.

A densidade celular foi avaliada nas culturas durante um periodo total de 264 horas (11 dias) por
contagens diarias. Os resultados mostram que a fase exponencial de crescimento, a grosso modo, foi
atingida em dias diferentes e teve também distinta duracdo. Assim, nas culturas controlo (brancos)
verificou-se que o crescimento em média foi exponencial a partir das 72 horas (3° dia) estendendo-
se até as 192 horas (8° dia). Neste caso o triplicado BB nao foi tido em conta, por ndo apresentar
fase exponencial marcada. 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). Também aqui
o triplicado EB néo foi tido em conta. A C. vulgaris suplementada com 25% de extrato de alecrim
iniciou a sua fase exponencial sensivelmente as 96 horas (4° dia) e quando suplementada com 30%
de extrato as 72 horas (3° dia), estendendo-se em ambas até as 216 horas (9° dia), conforme figura
4.1 (grafico C e D) e tabela 4.1

Os valores medios da taxa especifica de crescimento (u) e do incremento celular ocorrido na fase

exponencial, encontrados para estas culturas (1° Ensaio) sdo apresentados na tabela 4.1.
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Tabela 4.1 - Valores médios de taxa especifica de crescimento (u), duracdo da fase exponencial (Duracédo) e
incremento celular ocorrido na fase exponencial (Incremento) para C. vulgaris incubada com diferentes

concentracdes de extrato aquoso de alecrim a frio, com 5 dias de extracdo (1° Ensaio). N=3

Branco* E10* E25 E30
(hHl) 0,012+0,001 0,013£0,005 0,007%0,004 0,018%0,012
D u ra(}éo 30_80 20_80 40_90 30_90
(dias)
Incremento
145+21 240+ 219412 24+
(n°células x 10E5/ mL) > 0£30 9120 302+93

*N=2

Os efeitos dos extratos aquosos de alecrim a frio, com 5 dias de extragdo, ndo influenciaram a
taxa de crescimento, ja que ndo se observaram diferencas significativas nos valores médios da .
Também o incremento celular médio ocorrido na fase exponencial ndo apresentou diferencas para a
C. vulgaris quando incubada nas diferentes concentragdes de extrato, comparativamente as culturas
controlo (branco). Do mesmo modo n&o se verificam diferengas significativas na densidade celular
final da C. vulgaris, quando incubada com extratos, comparativamente ao controlo. Na figura 4.2.

exemplifica-se o especto dessas culturas.

Figura 4.2 — Culturas batch de C. vulgaris incubada com diferentes concentraces de extrato aquoso de

alecrim a frio de alecrim, com 5 dias de extracéo.

Com o objetivo de apurar o efeito do tempo de extracdo a frio do alecrim, foi realizado um
segundo ensaio com as mesmas condi¢Oes e concentragdes de extrato anteriores, mas utilizando
extrato aquoso com 21 de extracdo. Tal como anteriormente, estes ensaios tiveram a duracéo de 264
horas (11 dias), tendo sido realizadas contagens celulares diariamente. Nos graficos da figura 4.3,
apresentam-se as curvas de crescimento da C. vulgaris, das culturas controlo (brancos) e das

culturas incubadas com extratos aquosos de 21 dias, nas 3 concentracoes testadas.
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Figura 4.3 - Curvas de crescimento para C. vulgaris incubada com diferentes concentracfes de extrato
aquoso de alecrim a frio, com 21 dias de extracdo (2° Ensaio). A- Brancos; B- Ensaio com 10% de extrato
aquoso; C- Ensaio com 25% de extrato aquoso; D- Ensaio com 30% de extrato aquoso.

Tal como no ensaio anterior (1° Ensaio) a fase exponencial de crescimento ocorreu em dias
diferentes. Nas culturas controlo (brancos) o crescimento em média foi exponencial a partir das 48
horas (2° dia) estendendo-se até ao final do ensaio. Comparativamente, as culturas suplementadas
com 10% e 25% de extrato de alecrim apresentaram crescimento exponencial a partir das 48 horas e

72 horas (3° dia), respetivamente, prolongando-se também até ao tltimo dia.

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 até as 216 horas (9° dia), exceto para o replicado EA. Aparentemente estes
resultados poderdo ser devidos a necessidade de adaptacdo metabolica das células. Segundo,
Megharaj et. al. (1992) na C. vulgaris, em condigdes fotoheterotroficas ocorre diminuigdo da
toxicidade por fendlicos, e esta tem capacidade de utilizar compostos enddgenos resultantes da

fotossintese e também compostos exdgenos como fonte de carbono.

Os valores medios da taxa especifica de crescimento (p) e do incremento celular ocorrido na fase

exponencial, encontrados para estas culturas (2° Ensaio) sdo apresentados na tabela 4.2.
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Tabela 4.2: - Valores médios de taxa especifica de crescimento (u), duragéo da fase exponencial (Duragéao) e
incremento celular ocorrido na fase exponencial (Incremento) para C. vulgaris incubada com diferentes

concentracdes de extrato aquoso de alecrim a frio, com 21 dias de extragéo (2° Ensaio). N=3

Branco E10* E25 E30
(hlfl) 0,00420,0006% 0,019+0,004° | 0,022+0,002° | 0,040+0,008°
buracao 20110 20110 30-110 50-99
(dias)
Incremento
10422 158+12° 215+20° 132+14°
(n° células x 10E5/mL) 0 58 520 3

* N=2; Letras diferentes correspondem a diferencas estatisticamente diferentes.

Os efeitos dos extratos aquosos de alecrim a frio, com 21 dias de extracdo, influenciaram a taxa
de crescimento, jA que se observaram aumentos significativas nos valores médios da |, no
incremento celular médio ocorrido na fase exponencial e na densidade celular final da C. vulgaris,
quando incubada com extratos, comparativamente ao controlo (branco). Na figura 4.4. exemplifica-

se 0 especto dessas culturas.

Figura 4.4 — Culturas batch de C. vulgaris incubada com diferentes concentracfes de extrato aquoso de

alecrim a frio, com 21 dias de extracao.

ii)_Quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos

O crescimento da C. vulgaris foi também avaliado pela quantificagdo dos pigmentos,
nomeadamente pela Clorofila a (Chl a), de acordo com Material e Métodos. Foram tiradas amostras
sensivelmente em dias alternados, sempre a mesma hora, de 2 das culturas escolhidas
aleatoriamente, quer dos brancos, quer das 3 concentragOes testadas e para os 2 tipos de ensaios

realizados com extratos a frio, com 5 e 21 dias de extragédo (Ensaio 1 e Ensaio 2, respetivamente).

Os valores obtidos da concentracdo da Chl a para o 1° ensaio, realizados com 5 dias de extragédo

de infus&o de alecrim a frio, encontram-se no gréafico da figura 4.5.
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Figura 4.5: Variacdo da concentracdo da Chl a (pg/mL), para C. vulgaris incubada com diferentes

concentracdes de extrato aquoso de alecrim a frio com 5 dias de extragdo (1° Ensaio).

7

A biomassa do fitoplancton em termos de concentracdo de Chl a é um dos métodos mais

amplamente aceite no estudo da producdo bioldgica, como indicativo do material vegetal total

disponivel (Luo et al., 2009). Assim, verifica-se que o aumento em Chl a (ug/mL), para todas as

culturas, incluindo os brancos, acompanhou a fase exponencial de crescimento, como seria de

esperar. Mesmo as culturas com 30% de extrato obedeceram a este padrao, ja que foram as culturas

que apresentaram a fase exponencial até mais tarde.

Os valores obtidos da concentracdo da Chl a para 0 2° ensaio, realizados com 21 dias de extracao

de infusdo de alecrim a frio, encontram-se no gréafico da figura 4.6
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Figura 4.6: Variacdo da concentracdo da Chl a (ug/mL), para C. vulgaris incubada com diferentes

concentracdes aquosas de alecrim a frio com 21 dias de extracéo.
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Tal como esperado, os valores da Chl a (ug/mL) aumentaram significativamente ao longo do

tempo de cultura, comparativamente as culturas controlo (branco).

Assim, os resultados mostram que o extrato aquoso de alecrim a frio, com 5 dias de extracéo,
ndo afeta o crescimento da C. vulgaris, por outro lado quando o tempo de extracdo se prolonga para
21 dias, ocorre estimulo do crescimento, nas condi¢des de incubagdo testadas. Neste caso, os efeitos
dos extratos aquosos a frio de alecrim, com 21 dias de extracdo, aumentaram quer a taxa de
crescimento, quer o incremento celular médio ocorrido na fase exponencial e por isso também a
densidade celular final e o teor em Chl a. Comparativamente as culturas controlo (branco), a
incubacédo da C. vulgaris na presenca de extrato com 21 dias, mostrou aumento significativo destes
parametros, em funcdo da concentracdo testada. De facto foi encontrada uma correlacdo positiva
entre a concentracdo dos extratos aquosos a frio de alecrim, com 21 dias de extracdo, e a taxa

especifica média de crescimento da C. vulgaris (n =11, r = 0,923, p <0,01).
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Figura 4.7: Relagdo entre a taxa especifica de crescimento (h™) da C. vulgaris e a concentrago de extrato
aquoso de alecrim a frio com 21 dias.

Estes resultados apontam para um estimulo do crescimento na presenca do extrato a frio de
alecrim, com 21 dias de extracdo e mostram uma relacdo de aumento da densidade celular com o
aumento da concentracdo de extrato, nas gamas testadas (Figura 4.7). Os resultados obtidos
sugerem a presenca de maior concentracdo e/ou para a existéncia de outros compostos, nos extratos
de alecrim com 21 dias, comparativamente aos extratos com 5 dias, que de alguma forma podem
funcionar como suplemento nutricional. De facto, Megharaj et. al. (1992) observaram diminuicao
da toxicidade associada a compostos fenolicos e até estimulo do crescimento de C. vulgaris, em
culturas sob condic6es fotoheterotroficas. Também EI-Sheekh et.al. (2012) observaram degradacao
de alguns compostos fendlicos pela C. vulgaris, confirmando a capacidade que algumas algas

apresentam de oxidar compostos fenolicos.
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Foram avaliados os feopigmentos, nas culturas dos 2 tipos de ensaios realizados com extratos a
frio, com 5 e 21 dias de extracdo (Ensaio 1 e Ensaio 2, respetivamente), conforme tabela 4.3. De um
modo geral, a quantidade de produtos de degradacéo de clorofila aumentou ao longo da curva de

crescimento, como seria de esperar, ja que se tratam de culturas em sistema fechado.

Tabela 4.3: Variacdo da concentracdo de feopigmentos (nug/mL), para C. vulgaris incubada com diferentes
concentracdes de extrato de alecrim a frio com 5 e 21 dias de extracao, respetivamente 1° ensaio e 2° ensaio.

(N=2)

Horas 48 72 120 168 216 264
Branco | 0,538+0,09 | 0,624+0,04 | 2,103+£1,22 | 1,527+0,23 | 1,490+0,48 | 0,794+0,01
10 E 10 |1,042+0,01 | 1,402+0,11 | 2,083+0,02 | 1,947+0,44 | 2,438+0,20 | 1,514+0,13
Ensaio | E25 |1,500+0,04 | 1,406+0,74 | 2,686+0,43 | 3,070+0,19 | 5,038+0,54 | 3,560+0,37
E 30 |1,385+0,08 | 0,792+0,17 | 2,405+0,15 | 2,902+0,24 | 3,105+0,40 | 3,546+0,38
Branco | 0,107+0,02 | 0,146+0,03 | 0,129+0,13 | 0,096+0,08 | 0,049+0,01 | 0,055+0,01
20 E 10 |0,250+0,06 | 0,197+0,14 | 0,408+0,25 | 0,634+0,21 | 0,681+0,23 | 0,935+0,32
Ensaio | E25 |0,240+0,21 | 0,131+0,05 | 0,423+0,09 | 0,850+0,13 | 1,026 * | 1,565+0,21
E30 |0,154+0,13 | 0,168 * | 2,335+3,22 | 0,281+0,08 | 1,094+0,06 | 1,895+0,01

*N=1

Escolheu-se a Chl a, uma vez que este é o pigmento mais abundante e importante nas clorofitas,
por outro lado os feopigmentos correspondem a formas degradadas da Chl a inativa (\Vollenweider,
1974, Golterman et al., 1978). Nesse sentido, foram encontradas correlacdes positivas entre a
variacao da concentracdo (pg/cel) da Chl a e da feofitina a (n=12): r=0,825, p <0,01 para as culturas
controlo (branco); r=0,952, p <0,01; r=0,956, p <0,01 e r=0,622, p <0,05 para as culturas com 10%,
25% e 30% de extrato aquoso com 5 dias, respetivamente. Também foram encontradas correlaces
positivas entre a variacdo da concentracdo (pg/cel) da Chl a e da feofitina a (n=14): r=0,532, p
<0,05 para as culturas controlo (branco); r=0,849, p <0,01; r=0,591, p <0,05 e r=0,684, p <0,01 para

as culturas com 10%, 25% e 30% de extrato aquoso com 21 dias, respetivamente.

A razdo da Chl a e da feofitina a serve como um bom indicador da condicao fisioldgica da
cultura. Valores de % de degradacdo elevados sdo indicadores de elevadas concentragdes de
feopigmentos e por isso de degradacdo do fitoplancton. Analisando os resultados obtidos da % de
degradacéo, para 0s 2 ensaios com extrato de alecrim a frio, com 5 dias e 21 dias de extracao,
verifica-se que os valores de um modo geral sdo <20%, portanto considerados satisfatorios (Tabela

4.4).
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Tabela 4.4: Percentagem de degradacdo para C. vulgaris incubada com diferentes concentragdes de extrato

de alecrim a frio com 5 e 21 dias de extracéo, respetivamente 1° ensaio e 2° ensaio. (N=2)

Horas 48 72 120 168 216 264
Branco | 17+0,93 | 15+0,68 | 18+1,52 | 18+9,23 | 19+1,91 | 180,85
10 E10 | 17+0,12 | 1540,17 | 17#0,55 | 16+0,61 | 18+2,60 | 15+1,25
Ensaio | £o5 | 264375 | 124081 | 15£1,06 | 15£0,92 | 18+1,26 | 170,47
E30 | 26+0,58 | 13+1,96 | 15+0,78 | 15+0,75 | 140,07 | 1620,90
Branco | 16+2,23 | 18+1,67 | 7,57* | 174848 | 13+1,12 | 154,19
90 E10 | 20+1,83 | 9+4,31 |11,2+1,31 | 12+1,59 | 120,61 | 12+5,10
Ensaio | o5 | 28+11,84 | 17+2,85 | 13,50,53 | 12+0,43 | 130,61 | 15+9,28
E30 | 1448,70 | 16+0,18 | 11,36* |10+2,45 | 17+7,08 | 16+12,59
*N=1
iii) Proteinas

O doseamento das proteinas foi também feito em dias alternados, utilizando 2 culturas escolhidas
aleatoriamente, quer dos brancos, quer das 3 concentracOes testadas e para os 2 tipos de ensaios

realizados com extratos a frio, com 5 e 21 dias de extragdo (Ensaio 1 e Ensaio 2, respetivamente).

Nos graficos da figura 4.8 e 4.9 apresenta-se a variacdo do teor de proteinas ao longo do tempo,
para as culturas incubadas com extrato de 5 dias e 21 dias, respetivamente (1° e 2° Ensaio).
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Figura 4.8: Valores da proteina em pg/célula para C. vulgaris incubada com diferentes concentracdes de
extrato aquoso de alecrim a frio, com 5 dias de extragdo (1° Ensaio). A- Brancos; B- Ensaio com 10% de
infusdo; C- Ensaio com 25% de infusdo; D- Ensaio com 30% de extrato aquoso.

O doseamento das proteinas totais € geralmente usado como um parametro de avaliacdo da
biomassa. Neste estudo, 0s resultados expressos por célula servem como um indicador da condicao
fisiolégica da cultura, nomeadamente de atividade metabdlica. Verificou-se um pico acentuado ao
3° dia para as culturas expostas a 30% de extrato com 5 dias (Figura 4.8 D). Este pico coincide com
0 inicio da fase exponencial destas culturas (tabela 4.1), podendo ser o resultado do aumento da
sintese de proteinas necessarias para a degradacdo de substratos provenientes do extrato de alecrim,

ja gque corresponde a maior percentagem testada.

Mais uma vez 0s picos observados nas culturas expostas a 25% e 30% de extrato com 21 dias
(Figura 4.9 C e D) poderdo ser o resultado de uma resposta metabolica necessaria para a degradagéo
dos compostos presentes nestes extratos, ja que se verificam durante a fase exponencial do

crescimento (Tabela 4.2).
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Figura 4.9: Valores da proteina em pg/célula para C. vulgaris incubada com diferentes concentracdes de

extrato aquoso de alecrim a frio, com 21 dias de extracdo (2° Ensaio). A- Brancos; B- Ensaio com 10% de

infusdo; C- Ensaio com 25% de infusdo; D- Ensaio com 30% de extrato aquoso.

4.1.2. Extrato aquoso a quente

i) Contagem celular

De forma a averiguar a resposta da microalga ao tipo de extracédo, realizou-se um 3° ensaio com

C. vulgaris em meio Walne suplementado com 10%, 25% e 30% de extrato a quente de alecrim.

Tal como anteriormente os critérios de avaliacdo foram 0s mesmos, nomeadamente densidade

celular, taxa especifica de crescimento (u), duracdo da fase exponencial e incremento celular

ocorrido na fase exponencial.

Nos graficos da figura 4.10, apresentam-se as curvas de crescimento da C. vulgaris, das culturas

controlo (brancos) e das culturas incubadas com extratos aquosos de alecrim a quente, nas 3

concentracgdes testadas.
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Figura 4.10: Curvas de crescimento para C. vulgaris incubada com diferentes concentragdes de extrato
aquoso de alecrim a quente (3° Ensaio). A- Brancos; B- Ensaio com 10% de extrato aquoso; C- Ensaio com

25% de extrato aquoso; D- Ensaio com 30% de extrato aquoso.

O numero células das culturas foi avaliado a durante um periodo total de 336 horas (14 dias) de
incubacdo, por contagens diarias. Foi atingida a fase exponencial de crescimento em dias iguais
para as concentracdes 10%, 25% e 30%, as 48 horas, verificando-se duracédo diferente, até ao 5° dia,
6° dia e 8° dia, respetivamente, como se pode verificar na figura 4.10 (gréaficos B, C e D) e na tabela
4.5. Nos brancos verificou-se que o crescimento em média foi exponencial a partir das 120 horas (5°

dia) estendendo-se até as 192 horas (8° dia).

Os valores médios da taxa especifica de crescimento (u), duracdo da fase exponencial e
incremento celular ocorrido na fase exponencial, encontrados para estes ensaios (3° ensaio) séo

apresentados na tabela 4.5.
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Tabela 4.5: Valores médios de taxa especifica de crescimento (u), duracdo da fase exponencial (Duragéo) e
incremento celular ocorrido na fase exponencial (Incremento) para C. vulgaris incubada com diferentes

concentracdes de extrato aquoso de alecrim a quente (3° Ensaio). N=3

Branco E10 E25* E30
(hlfl) 0,005+0,0009% | 0,017+0,0007 " | 0,016+0,0002" | 0,011+0,0019°"
Duracéo 50.80 2050 20_go 20_go
(dias)
- Cél'lj'l‘;ge;nlegé% Iy | 62+6" 1424+13° 150+22°

N= 2; Letras diferentes correspondem a diferencas estatisticamente diferentes.

Os efeitos dos extratos aquosos de alecrim a quente influenciaram a taxa de crescimento da C.
vulgaris, j& que na sua presenca os valores médios da p foram superiores, comparativamente ao
branco. Também o incremento celular médio ocorrido na fase exponencial para as culturas
incubadas com extrato de alecrim a quente foi superior comparativamente as culturas controlo
(branco). Assim, ndo é de estranhar que a densidade celular final da C. vulgaris, quando incubada
com extratos, fosse superior comparativamente as culturas controlo (graficos da figura 4.10).
Apesar disso ndo foi encontrada nenhuma relacdo entre a concentracdo dos extratos aquosos a
quente de alecrim e a taxa especifica média de crescimento da C. vulgaris. Na figura 4.11.

exemplifica-se o especto dessas culturas.

Figura 4.11: Culturas batch de C. vulgaris incubada com diferentes concentracGes de extrato aquoso de

alecrim a quente (3%nsaio).

Para confirmar estes resultados, efetuou-se um quarto ensaio com 0 mesmo extrato a quente, nas
mesmas condi¢Oes, tendo sido testadas 2 concentragGes do extrato: 10% e 30%. Estes ensaios
tiveram a duracdo de 264 horas (11 dias), tendo sido realizadas contagens diarias
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Nos graficos da figura 4.12, apresentam-se as curvas de crescimento da C. vulgaris, das culturas
controlo (brancos) e das culturas incubadas com 2 concentracfes de extratos aquosos de alecrim a

quente (4° Ensaio).
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Figura 4.12: Curvas de crescimento para C. vulgaris incubada com 2 concentraces de extrato aquoso de
alecrim a quente (4° Ensaio). A- Brancos; B- Ensaio com 10% de extrato aquoso; C-Ensaio com 30% de

extrato aquoso.

Tal como no ensaio anterior (3° ensaio) foi atingida a fase exponencial de crescimento em dias
iguais para as concentracdes 10% e 30%, iniciando a fase exponencial, as 48 horas, com duracdo até
11° dia e 8° dia, respetivamente (Figura 4.12 e Tabela 4.6). Nas culturas controlo (Brancos)
verificou-se um crescimento exponencial a partir das 72 horas (3° dia) estendendo-se até ao final do

ensaio.

Os valores médios da taxa especifica de crescimento (i) e do incremento celular ocorrido na fase

exponencial, encontrados para estas culturas (4° Ensaio) sdo apresentados na tabela 4.6.
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Tabela 4.6: Valores médios de taxa especifica de crescimento (u), duracdo da fase exponencial (Duragdo) e
incremento celular ocorrido na fase exponencial (Incremento) para C. vulgaris incubada com 2

concentracgdes de extrato aquoso de alecrim a quente (4° Ensaio). N=3

Branco E10 E30
(hl_ll) 0,002+0,0006° | 0,007+0,0001° | 0,010+0,002°
DEJdrizz?O 3110 20-11° 20.80
Incremento a b )
+ 6614 121+10
(n°células x 10E5/ mL) 103

Letras diferentes correspondem a diferencas estatisticamente diferentes.

Os resultados obtidos neste 4° ensaio, confirmaram os resultados anteriores. Tanto os valores
médios da p e do incremento celular ocorrido na fase exponencial (Tabela 4.6), como a densidade
celular final da C. vulgaris, para as culturas incubadas com extrato de alecrim a quente, foram
superiores comparativamente as culturas controlo (graficos da figura 4.12). Na figura 4.13.

exemplifica-se o especto dessas culturas.

Figura 4.13: Culturas batch de C. vulgaris incubada com diferentes concentracGes de extrato aquoso de

alecrim a quente (4%nsaio).

ii) Quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos

Foram tiradas amostras sensivelmente em dias alternados e sempre a mesma hora, somente para
0 3° ensaio. Os valores obtidos da concentracdo da Chl a para o 3° ensaio, realizados com extrato a

quente de alecrim, encontram-se nos graficos da figura 4.14.
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Figura 4.14: Variacdo da concentragdo da Chl a (pg/mL), para C. vulgaris incubada com diferentes

concentracdes aquosas de alecrim a quente (3° ensaio). N=2

Para os brancos, o aumento da Chl a (ug/mL) acompanhou a fase exponencial de crescimento,
no entanto as culturas com 25% e 30% de extrato a quente tém um decréscimo da Chl a, a partir do
3° dia e para as culturas com 10% de extrato, a partir do 5° dia. Estes resultados parecem
inesperados ja que se esperava que a evolugdo pigmentar acompanhasse o crescimento da biomassa.
De facto, verifica-se uma diminuicdo acentuada da Chl a por célula, comparativamente as culturas
controlo (Tabela 4.7). Esta situacdo pode advir de alteracbes metabdlicas resultantes, quer da
presenca de novos compostos, quer do aumento da concentracdo de compostos, comparativamente
ao extrato a frio de alecrim que deprimem a concentracdo da clorofila, mas que apesar disso
estimulam o crescimento da biomassa. O facto de os compostos fendlicos serem inibidores da
atividade fotossintética, levando a diminuicdo da clorofila a (Megharaj et. al., 1992; Herrera-

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

Tabela 4.7: Variacdo da concentracdo da Chl a (pg/cel), para C. vulgaris incubada com diferentes

concentracdes extrato de alecrim a quente, 3° ensaio. (N=2)

Branco E10 E25 E30
2° Dia | 0,172+0,009 | 0,252+0,143 | 0,244+0,058 | 0,272+0,035
3° Dia | 0,665+0,207 | 0,343+0,045 | 0,273+0,023 | 0,380+0,030
5° Dia | 0,653+0,113 | 0,174+0,002 | 0,203+0,011 | 0,160+0,000
7° Dia | 0,438+0,051 | 0,123+0,076 | 0,102+0,080 | 0,094+0,001

Foram avaliados os feopigmentos, nas culturas do 3° ensaio, conforme tabela 4.8. De um modo

geral, a quantidade de produtos de degradacéo de clorofila aumentou ao longo do crescimento.
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Tabela 4.8: Variagdo da concentracdo de feopigmentos (ug/mL), para C. vulgaris incubada com diferentes

concentracdes de extrato de alecrim a quente, 3° ensaio. (N=2)

Horas 48 72 120 168
BB 0,045 | 0,174 | 0,209 | 0,244
E 10 0,090 | 0,363 | 0,328 | 0,070
E 25 0,100 | 0,527 | 0,425 | 0,117
E 30 0,145 | 0,817 | 0,784 | 0,425

Foram encontradas correlagfes positivas entre a variacdo da concentracdo (pg/cel) da Chl a e da

feofitina a (n=8) somente para as culturas incubadas com 25% e 30% de extrato aquoso a quente de

alecrim: r=0,790, p<0,05 e r=0,857, p<0,01, respetivamente.

Os resultados obtidos da % de degradacédo, para o 3° ensaio, realizado com extrato de alecrim a

quente, mostram que os valores de um modo geral sdo <10%, portanto considerados satisfatorios

(Tabela 4.9). Estes resultados confirmam que o extrato a quente afeta o teor de clorofila, ndo por

aumento da sua degradacao, mas sim inibindo provavelmente a sua sintese.

Tabela 4.9: Percentagem de degradagdo para C. vulgaris incubada com diferentes concentragGes de extrato

de alecrim a quente, 3° ensaio. (N=2)
Horas 48 72 120 168
Branco | 10+2,74 | 6+0,66 | 6+0,13 | 7,37 *
39 Ensaio E 10 7,57* 7+1,23 | 11+0,16 | 10+£3,92
E 25 4+2.39 | 10+£2,09 | 11+0,33 | 7%0,22
E 30 7+0,33 | 10+0,63 | 13+0,47 | 10+0,22
*N =1
iii) Proteinas

No gréfico da figura 4.15, apresenta-se a variacdo do teor de proteinas ao longo do tempo, para

as culturas incubadas com extrato a quente (3° ensaio).
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Figura 4.15: Valores da proteina em pg/célula para C. vulgaris incubada com diferentes concentracfes de
extrato de alecrim a quente (3° Ensaio). A- Brancos; B- Ensaio com 10% de infusdo; C- Ensaio com 25% de
infusdo; D- Ensaio com 30% de extrato aquoso.

Verifica-se de um modo geral, que os valores de proteina por célula, nas culturas com extrato a
quente, sdo inferiores aos valores do controlo (branco). Para confirmar estes resultados fez-se o
doseamento das proteinas nas culturas incubadas com 2 concentracdes de extrato a quente (4°
Ensaio), conforme gréaficos da figura 4.16. De facto, o teor de proteina na C. vulgaris incubada com
10 e 30% de extrato de alecrim a quente, continua a ser inferior comparativamente ao controlo,
sendo esse efeito aparentemente dependente da concentracdo do extrato. A eventual inibicdo da
sintese de clorofila observada podera estar relacionada com esta diminuicdo do teor de proteina.
Segundo Megharaj et. al.,(1992), os compostos fendlicos exercem efeitos toxicos que se
manifestam, para além da diminuicdo do teor de clorofila, também na diminui¢cdo do teor de

proteinas.
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Figura 4.16: Valores da proteina em pg/célula para C. vulgaris incubada com 2 concentraces de extrato
aquoso de alecrim a quente (4° Ensaio). A- Brancos; B- Ensaio com 10% de infusdo; C- Ensaio com 30% de

extrato aquoso.

4.2.Compostos Fenolicos nos Extratos Aquosos

A figura 4.17, apresenta o perfil cromatografico do extrato de alecrim obtido a frio, onde se
podem visualizar os espectros dos picos com maior intensidade e seus respetivos tempos de
retencdo. Neste extrato foi detetado e quantificado o &cido rosmarinico e a quercetina (Tabela 4.10).
Comparativamente aos outros dois extratos analisados (extrato a frio e decoccdo obtida da
hidrodestilacdo) o acido rosmarinico aparece neste extrato em muito maior concentra¢do, o que
sugere que a temperatura tera efeito negativo na estabilidade deste composto. Embora a temperatura
tenha um efeito positivo na producdo da extracédo, esta ndo deve ultrapassar os 50°C, para evitar a

destruicdo do acido rosmarinico (Angelov, 2007).
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Tabela 4.10: Quantificacdo dos compostos fenolicos identificados nos trés tipos de extrato de alecrim

analisados.

Decoccdo obtida da
hidrodestilacédo

Acido rosmarinico

Total Relagéo
Am fenoli
ostra Composto fenolico (Mg/g peso decoccao/quente
seco) *
Extrato a frio
E o - 14,67
xtrato ~a quer_1te Acido galico 6
Decoccéo obtida da
hidrodestilagéo
Extrato a frio
Extrato a quente .- . 1,43 14,63
< - Acido clorogénico
Decoccéo obtida da
. - 20,85
hidrodestilagéo
Extrato a frio ;
E < . .
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Decoccéo obtida da glucoside
hidrodestilagéo
Extrato a frio
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Figura 4.17: Perfil dos fendlicos individuais detetados por HPLC em extratos de alecrim a frio, com 21 dias.
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Os resultados obtidos com C. vulgaris apontam para um estimulo do crescimento na presenca do
extrato a frio de alecrim, com 21 dias de extragdo e mostram uma relacédo direta com o aumento da
concentracdo de extrato, nas gamas testadas. O &cido rosmarinico tem atividade antiviral,
antibacteriana, anti-inflamatério e antioxidante (Peterse & Simmonds, 2003; Pietsch et al, 2011). A
quercetina sdo também atribuidas propriedades antiviral, anti-inflamatéria 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 acdo antibacteriana podem
estar, nas concentracfes testadas, abaixo da concentracdo inibitéria. Por outro lado, as vias
metabdlicas na manifestacdo dos efeitos toxicos sdo seguramente diferentes, ja que a C. vulgaris é
eucariota. Os efeitos tdxicos de compostos fendlicos nas microalgas serdo dependentes da
concentracdo e do tipo de compostos, e também das condices de iluminacdo das culturas. E de
notar que os efeitos toxicos de compostos fendlicos sdo revertidos e/ou atenuados na C. vulgaris,
em situacdo fotoheterotrofica (Megharaj et. al., 1992). Por outro lado, Luna et al.(1996)
demonstraram que a quercetina induz um aumento do crescimento celular, diminuindo a

peroxidacao de lipidos ao nivel da membrana.

Na figura 4.18 é apresentado o perfil cromatografico do extrato de alecrim obtido a quente, onde
se podem visualizar os espectros dos picos com maior intensidade e seus respetivos tempos de
retencdo. Comparando estes cromatogramas com 0s obtidos para o extrato aquoso a frio, verificou-

se que existem diferencas nas composic¢es quimicas entre ambos os extratos.

No extrato a quente foi detetado maioritariamente o acido rosmarinico e o acido galico (Tabela
4.10). Comparativamente ao extrato a frio, o extrato a quente apresenta mais variedade de
compostos fendlicos ja que foram identificados e quantificados 7 compostos distintos. A diferenca
entre 0s extratos a quente e extratos a frio deve estar ligada a maior capacidade do solvente (agua) a
temperatura elevada. O acido galico apresenta atividade antibacteriana, antiviral, bem como
atividade analgésica e anti-apoptética (Belur, 2011). Apesar disso, o facto dos extratos aquosos de
alecrim a quente aumentarem a taxa de crescimento da C. vulgaris, aparentemente dependente da
concentragdo testada, poderd ser devido as baixas concentracdes dos compostos fendlicos nos
extratos, que ndo sdo suficientes para manifestar o potencial efeito algistatico e/ou algicida. Por
outro lado, a presenga de mais variedade de compostos parece ter funcionado como substratos

suplementares.

41



Mestrado em Tecnologia Ambiental

A figura 4.19 apresenta o perfil cromatografico da decoccdo resultante do processo de
hidrodestilagdo do alecrim, testada anteriormente pela equipa de investigacdo e onde se podem
visualizar os espectros dos picos com maior intensidade e seus respetivos tempos de retencdo. Neste
extrato foram detetados e quantificados 7 compostos fendlicos, sendo maioritariamente o acido
rosmarinico, luteolina e &cido galico (Tabela 4.10). Comparativamente ao extrato a quente, a
decoccdo apresenta maior concentracdo de compostos fenolicos (Tabela 4.10)

Os resultados obtidos neste trabalho, nomeadamente o estimulo do crescimento de C. vulgaris na
presenca do extrato aquoso a quente e tendo em consideracdo o perfil de compostos fendlicos
encontrado, levam a colocar a hipotese de que os efeitos algistaticos, anteriormente obtidos com a
decoccdo, dependem da concentracdo dos diferentes compostos fendlicos. De facto,
comparativamente ao extrato de alecrim a quente, a decoccdo do alecrim apresenta sempre maior

concentracdo dos 7 compostos fendlicos, com um fator que varia de 7 a 58 (Tabela 4.10).

No extrato a frio sé foram identificados 2 dos 7 compostos fendlicos. Estes resultados sdo
confirmados pelo facto do grau de inibicdo/estimulo do crescimento de microalgas mostrar relagdo
com a concentracao de compostos fenolicos, ja que na presenca de baixas concentracdes se verifica
um efeito positivo no crescimento (Megharaj et. al., 1992; Herrera-Silveira and Ramfrez-Ramfrez,
1996; EI-Sheekh, et al., 2012)

Embora a concentragdo do acido rosmarinico seja a mais elevada no extrato a frio, os resultados
globais obtidos com os 3 tipos de extratos, indiciam que o efeito algistatico e/ou algicida podera

depender, para além da concentracdo, de efeitos sinérgicos da presenca de todos os compostos.

A diferenca entre o extrato a quente e a decoc¢do, encontrada na quantificacdo dos compostos
fendlicos, poderd maioritariamente dever-se ao efeito da sazonalidade da apanha do alecrim, em
detrimento da diferente composi¢do dos extratos (m/v). De facto, para o extrato a quente usado
neste trabalho usou-se alecrim colhido em Abril e para a decocg¢do alecrim colhido em Setembro.
Serdo necessarios mais trabalhos para saber de que modo a sazonalidade do alecrim influencia o

perfil quantitativo e qualitativo dos compostos fenolicos.
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5. CONCLUSAO E RECOMENDACOES

Os estudos para avaliar a utilizacdo de extratos aquosos de alecrim no
controlo do crescimento de microalgas, como alternativa relativamente
aos algicidas convencionais, mostraram que 0s extratos a frio com 5 dias
de extracdo, ndo afetam o crescimento da Chlorella vulgaris, por outro
lado quando o tempo de extracdo se prolonga para 21 dias, ocorre
estimulo do crescimento, nas condi¢cdes de incubacdo testadas. Neste
caso, levaram a um aumento quer da taxa de crescimento, quer do
incremento celular médio ocorrido na fase exponencial e por isso
tambem da densidade celular final e do teor em Chl a. Comparativamente
as culturas controlo a incubacédo da C. vulgaris na presenca de extrato
com 21 dias, mostrou aumento significativo destes parametros, em
funcdo da concentracdo testada. Os picos no teor de proteina, observados
nestas culturas quando expostas & maior concentracdo de extrato (21
dias), poderdo ser o resultado do aumento da sintese de proteinas

necessarias para a degradacao de substratos suplementares.
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Para o extrato aquoso de alecrim a quente, os resultados obtidos permitem concluir que a sua
presenca levou ao aumento da taxa de crescimento da C. vulgaris, ao aumento do incremento
celular médio ocorrido na fase exponencial e da densidade celular final da C. vulgaris, uma vez que
os valores destes parametros foram superiores comparativamente as culturas controlo. Apesar disso,
nestas culturas observou-se uma diminuicdo acentuada da Chl a por célula e do teor de proteina na
C. vulgaris, sugerindo alguns efeitos toxicos de compostos fenolicos presentes nos extratos de

alecrim a quente.

Tendo em consideracdo o perfil quantitativo de compostos fendlicos encontrado nos extratos a
quente e nas decocgBes anteriormente testadas, coloca-se a hip6tese de que os efeitos algistaticos
anteriormente observados com a decoccdo, se deveram a elevada concentracdo dos compostos
fenodlicos, confirmando a ideia de que o grau de inibicdo/estimulo do crescimento de microalgas
mostra relacdo com a concentracdo de compostos fenolicos. Efetivamente, comparando o extrato de
alecrim a quente com a decoccao do alecrim, este ultimo apresentou sempre maior concentracdo de

compostos fenolicos, com um fator que variou de 7 a 58.

Os resultados dos compostos fenolicos presentes nos diferentes extratos aquosos mostram
diferencas nas composicdes qualitativas e quantitativas. No extrato de alecrim obtido a frio, foi
quantificado o &cido rosmarinico e a quercetina, enquanto que no extrato a quente foi quantificado
maioritariamente o &cido rosmarinico e o &cido galico. A diferenca entre estes extratos deve estar

ligada a maior capacidade do solvente (4gua) a temperatura elevada.

Comparativamente ao extrato de alecrim a quente, a decoc¢do do alecrim apresenta sempre
maior concentracdo de compostos fendlicos Esta diferenca podera maioritariamente dever-se ao
efeito da sazonalidade do alecrim. De facto, para o extrato a quente usado neste trabalho usou-se

alecrim colhido em Abril e para a decocc¢éo alecrim colhido em Setembro.

Serdo necessarios mais trabalhos para saber de que modo a sazonalidade do alecrim influencia o
perfil quantitativo e qualitativo dos compostos fendlicos e consequentemente o potencial efeito

algicida/algistatico.
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