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RESUMO 

 

Recentes evidencias sugerem que o uso de compostos antioxidantes, apresentam capacidades 
funcionais que podem proporcionar o prolongamento da vida (life span) pela atenuação do estresse 
oxidativo. O presente trabalho visou verificar o potencial antioxidante da microalga Spirulina 
platensis e da ficocianina em células da levedura Saccharomyces cerevisiae submetidas a estresse 
químico induzido pelo herbicida Paraquat. A cada 24 h realizaram-se as contagens de células viáveis e 
dosagem do dano oxidativo através do teste do Ácido 2-Tiobarbitúrico (TBA). Os cultivos Spirulina e 
ficocianina mostraram-se favoráveis para a viabilidade celular da levedura Saccharomyces cerevisiae. 
Os valores de TBARs para os tratamentos Spirulina e com ficocianina no tempo de 72 h foram 
menores que os do tratamento controle.   
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1 INTRODUÇÃO 

 

Na atualidade a busca por substâncias naturais com potencial funcional aparecem com 

grande interesse, visto desde a perda de alimentos decorrentes de processos oxidativos até a 

incidência ou a causa de patologias e morte por câncer, Alzheimer, Parkinson, Diabetes, 

sarcopenia, doenças cardiovasculares, processos inflamatórios. Entre os antioxidantes naturais 

destaca-se a cianobactéria Spirulina platensis com diferentes propriedades funcionais, com 

ênfase, a antioxidante. Esta propriedade é caracterizada principalmente pelo seu pigmento 

ficocianina (HALLIWELL, 2000; ESTRADA , 2001).  
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Vários estudos têm sido realizados evidenciando os efeitos terapêuticos da Spirulina, 

que incluem sua utilização na redução da hipercolesterolemia (BERTOLIN et al., 2009; 

DENG e CHOW, 2010), na prevenção de certos tipos de cânceres, como antiinflamatório 

(SHIH et al., 2009; DENG e CHOW, 2010), e melhora do sistema imunológico (ESTRADA, 

BESCO, 2001; BERTOLIN et al., 2009), no life span de modelos experimentais como 

roedores (HARRISON et al.; 2009), leveduras (MORCELLI et al., 2010), moscas de frutas 

(KAPAHI et al., 2004), vermes (LEE et al., 2006) primatas (COLMANN, 2009). Estas 

investigações vêm sendo estudas no sentido de transpô-las para o homem. 

Os processos oxidativos são decorrentes de agentes oxidantes endógenos e exógenos. 

O herbicida Paraquat é um agente oxidante atua bloqueando o fluxo de elétrons e impedindo a 

redução do NADPH causando a formação de radicais instáveis, reativos com a molécula de 

oxigênio (ERO). Por estes motivos caracteriza-se como um importante agente oxidante em 

experimentos para a avaliação de substâncias com atividade antioxidante (HENRIQUES, et 

al., 2001). 

O mecanismo biológico responsável pela longevidade carece de informações, algumas 

hipóteses têm sido propostas, tais como: hipótese da redução da gordura corporal e 

sinalização da insulina, hipótese da redução da produção de espécie reativas de oxigênio e 

atenuação dos danos oxidativos (FONTANA et al., 2010; EVANS et al., 2010).  

A avaliação da capacidade antioxidante empregando ensaios químicos é, em geral, de 

difícil execução, além de não considerado representativos das condições celulares do homem. 

Os ensaios microbianos, utilizando-se células eucarióticas, mostram-se muito adequados na 

determinação da capacidade antioxidante, constituindo-se em testes rápidos, sensíveis, 

econômicos e reprodutíveis (MORCELLI et al., 2010; RISTOW, ZARSE, 2010) 

Desta forma, objetivou-se verificar o potencial antioxidante da microalga Spirulina 

platensis e da ficocianina em células da levedura Saccharomyces cerevisiae submetidas a 

estresse químico induzido pelo herbicida Paraquat. 
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2 DESENVOLVIMENTO 

 

2.1 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1.1 Microrganismos e sua manutenção  

  

A levedura Saccharomyces cerevisiae foi isolada de fonte comercial (fermento 

biológico comercial), através de repicagens sucessivas e, mantida em meio GYMP (20 g/L de 

glicose, 10 g/L de extrato de malte, 5 g/L de extrato de levedura, fosfato de sódio monobásico 

2 g/L e 20 g/L de ágar) sob refrigeração à 4 °C. A manutenção do microrganismo foi realizada 

através de repiques periódicos em meio GYMP. As culturas foram mantidas a 4 °C em ágar 

inclinado (cultura estoque).  

 

2.1.2 Delineamento experimental 

 

Os tratamentos experimentais para a verificação do efeito da Spirulina platensis e da 

ficocianina no cultivo da levedura Saccharomyces cerevisiae foram: Tratamento Controle, 

Tratamento Spirulina, Tratamento Ficocianina, Tratamento Paraquat, Tratamento Spirulina 

acrescido de Paraquat e Tratamento Ficocianina acrescido de Paraquat. 

 

2.1.3 Preparo do inóculo e meio de cultivo 

 

           Os pré-inóculos foram obtidos pela transferência das colônias, mantidas em meio 

GYMP, para tubo de ensaio com 10 ml de caldo (meio GYMP com supressão do ágar com pH 

inicial 5,5), os quais foram incubados em estufa a 30 °C por 24 h. Os inóculos foram obtidos 

pela adição de 10 ml do pré-inóculo em erlenmeyer de 250 ml contendo 80 mL de caldo 

GYMP, os quais foram incubados em agitador orbital termostatizado a 150 rpm e 30 °C 

durante um período de 24 h. Os cultivos foram realizados em erlenmeyers de 250 mL, com 

160 mL de meio de cultivo conforme cada tratamento. A cada erlenmeyer foram adicionados 

16 mL do inóculo (10% do volume inicial). Os cultivos foram conduzidos para um agitador 

orbital termostatizado (150 rpm, 30 °C), para o crescimento da levedura em aerobiose. 
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2.1.4 Determinações analíticas 

 

2.1.4.1 Determinação de células viáveis 

 Para a contagem de células viáveis foi realizada pela técnica de plaqueamento. As 

placas foram incubadas por 48 h a 30°C e as colônias foram contadas em contador de 

colônias. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de colônias por mL 

(UFC.mL-1). Para a construção da curva de viabilidade celular da levedura (Células viáveis 

(log UFC.mL-1) versus tempo (h)) e da análise estatística os valores de UFC.mL-1 foram 

normalizados aplicando-se log da contagem de UFC.mL-1. 

 

2.1.4.2 Determinação das Substâncias Reativas ao Ácido 2-Tiobarbitúrico – TBARS 

 A dosagem do dano oxidativo foi realizada através da técnica TBARS de acordo com 

Esterbauer e Cheeseman (1990). As análises de TBARS foram realizadas somente nos 

experimentos Controle (C), Controle adicionado de Ficocianina (C + F), Restrição 30 % (R 30 

%) e Restrição 30 % mais Ficocianina (R 30 % + F). Os resultados foram obtidos utilizando-

se da dosagem de proteína e das absorbâncias do teste de TBARS. A concentração de 

proteínas foi realizada pelo método de Lowry (1951), a solução padrão utilizada foi albumina 

bovina. 

      

2.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.2.1 Determinação de células viáveis 

 

            A Tabela 1 apresenta os resultados de contagem de células viáveis (UFC/ml) ao longo 

do tempo de cultivo. Os resultados estão apresentados como média e desvio padrão e foram 

analisados por ANOVA e Teste de Turkey, para comparação das médias. 

 A Tabela 1 mostra que o cultivo com Paraquat apresentou diferença estatística 

significativa em relação aos demais tratamentos nos tempos de 0 h e 24 h. No tempo de 72 h 

observou-se que os cultivos Spirulina e ficocianina não apresentaram diferença significativa, 

bem como os tratamentos Spirulina acrescido de Paraquat e ficocianina acrescido de Paraquat. 

O cultivo com Paraquat, apresentou o maior declinio de células viáveis a partir do tempo de 
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48 h. Para os demais tempos, houve um comportamento semelhante nas respostas frente aos 

tratamentos. Os cultivos com Spirulina e ficocianina de forma isolada ou acrescido de 

Paraquat mostraram-se favoráveis a viabilidade celular em relação ao tratamento com 

Paraquat, demonstrando a possível ação antioxidante da Spirulina e da ficocianina, resultados 

semelhantes do aumento da viabilidade celular foram encontrados por BERTOLIN et al., 

2010; utilizando o estressor Paraquat e a Spirulina como antioxidante.  

 

 

Tabela 1 Resultados da Análise Estátistica da contagem de células viáveis 

Tempo (h) Controle 
 

Spirulina 
 

 
Ficocianina 

 

 
Paraquat 

 

 
Spirulina + 
Paraquat 

 

 
Ficocianina + 

Paraquat 
 

0 
 

5,44±0,10b 
 

 
5,53±0,01b 

 

 
5,56±0,00b 

 
4,87±0,00ª 

 
5,50±0,00b 

 

 
5,52±0,13b 

 

24 
6,63±0,00d 

 
6,55±0,00d 

 
6,59±0,00d 

 
6,04±0,08c 

 
6,57±0,00d 

 
6,48±0,08d 

 

48 
7,55±0,00n 

 
7,53±0,00m,n 

 
7,53±0,00m,n 

 
7,29±0,05i,j,l 

 
7,39±0,02j,l,m,n 

 
7,38±0,04i,j,l,m,n 

 

72 
7,25±0,02i,j 

 
7,44±0,00l,m,n 

 
7,45±0,00l,m,n 

 
6,80±0,01e 

 
7,01±0,03g,h 

 
7,01±0,04g,h 

 

96 
7,04±0,02h 

 
7,29±0,00i,j,l 

 
7,28±0,02i,j 

 
6,49±0,03d 

 
6,86±0,06e,f,g 

 
6,93±0,00e,f,g,h 

 

120 
6,97±0,01f,g,h 

 
7,25±0,00i,j 

 
7,22±0,00i 

 
6,18±0,02c 

 
6,80±0,02e 

 
6,81±0,00e,f 

 
* Letras diferentes em uma mesma linha correspondem à diferença significativa pelo Teste de Tukey com o p 

< 0,05. Os valores das médias são relativas aos resultados experimentais das análises realizadas em triplicata. 

 

 

De acordo com MORCELLI et al., 2010; o uso de substâncias naturais como o 

resveratrol contribuem com o life span de leveduras mimetizando inclusive o efeito protetor 

da dieta sob restrição calórica. Os autores explicam estes eventos pela atenuação do estresse 

oxidativo mitocondrial e também e de forma mais enfática pela ativação da proteína SIR1, 

com aumento da relação NAD+/NADH.  

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos pela análise de TBARS. 
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   Tabela 2 Valores de TBARS (nmol MDA/mg de proteína) para os diferentes tratamentos em função do tempo de cultivo 

da Saccharomyces cerevisiae 

Tempo 

(h) 
Controle Spirulina Ficocianina  Paraquat  

Spirulina + 

Paraquat  

Ficocianina+ 

Paraquat 

0 11,17± 0,04m,n,o,p,q 11,08±0,17n,o,p,q 12,09±0,18p,q,r,s 14,90±0,04t 13,05±0,01s 14,43±0,03t 

24 11,73± 0,01o,p,q,r,s 7,74±0,00f,g 9,35±0,04h,I,j,l 12,83±0,04r,s 12,33±0,07q,r,s 
11,14±0,01m,

n,o,p,q 

48 6,89± 0,02d,e,f 5,09±0,01a,b,c 5,69±0,04b,c,d 10,10±0,07j,l,m,n 10,15±0,03j,l,m,n 8,63±0,01g,h,i 

72 6,36± 0,0c,d,e 5,17±0,00a,b,c 4,69±0,01a,b 9,71±0,01i,j,l,m 8,13±0,02f,g,h 7,46±0,01e,f,g 

96 8,51± 0,03g,h,i 5,42±0,05b,c 4,08±0,01a 
11,23±0,00m,n,o,p,

q 
10,50±0,03l,m,n,o 9,09±0,00h,I,j 

120 11,62± 1,86o,p,q,r 5,35±0,02a,b,c 4,74±0,01a,b 12,10±0,24p,q,r,s 10,99±0,05m,n,o,p 9,52±0,30i,j,l 

     * Resultados de média ± desvio padrão; letras diferentes em uma mesma linha correspondem à diferença significativa (p 

< 0,05) pelo Teste de Tukey. 

 

 Atráves da Tabela 2 observa-se que o cultivo com Paraquat, agente estressor 

apresentou a maior formação de malonaldeideo, sendo diferente de todos os demais com 

exceção do tratamento com ficocianina acrescido de Paraquat. No caso do tratamento com 

Spirulina acrescido de Paraquat houve uma redução na formação de malonaldeído, 

demostrando que a Spirulina atenuou o efeito estressor do Paraquat. Para os demais tempos, 

houve um comportamento semelhante nas respostas frente aos tratamentos. O comportameto 

dos tratamentos controle, Paraquat e Spirulina acrescido de Paraquat foram semelhantes e não 

houve diferença estatística sigificativa. Os tratamentos com Spirulina e ficocianina 

apresentaram a menor formação de malonaldeído. O tratamento com ficocianina acrescido de 

Paraquat reduziu a formação de malonaldeideo comparado com o cultivo Paraquat, 

demostrando seu efeito protetor sobre o agente extressor. A atuação da Spirulina e ficocianina 

na manutenção dos parâmetros avaliados mostra uma atenuação dos radicais livres e dos 

danos gerados. Essa proteção reforça a teoria de que a longevidade (life span) de vários 

modelos experimentais, com ênfase a leveduras, pode ser entendido pelo uso de substâncias 

suplementares com característica antioxidante. (MORSELLI et al., 2010); (COLMAN et al., 

2009);( RISTOW e ZARSE, 2010). 
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3 CONCLUSÃO 

 

 A Spirulina platensis e o seu pigmento ficocianina contribuem com o prolongamento 

da vida e diminuição da lipoperoxidação lipídica do modelo experimental Sacharomyces 

cerevisiae. 
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