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RESUMO

Spirulina é uma cianobactéria de cor verde azulada, da classe das
cianoficeas que cresce espontaneamente em Aguas fortemente
alcalinas. Possui propriedades nutracéuticas, podendo ser utilizada
na formulagdo de alimentos, visando assim o enriquecimento
protéico, vitaminico e mineral. Dentro de sua célula possui um
pigmento protéico denominado ficocianina, um biocorante natural
azul, gue pode apresentar uma variedade de propriedades
farmacol6gicas, sendo de grande importancia industrial. O presente
trabalho teve por findidade comparar os exftratos de ficocianina
obtidos a partir de biomassas de Spirulina platensis cultivadas em
meio mixotréfico e autotréfico com os das biomassas obtidas
comercialmente, avaliando a concentragcao, a pureza do extrato
e o rendmento de extragdo de ficocianina. Para tal
procedimento a ficocianina foi extraida sob agitagdo e temperatura
constantes. A biomassa proveniente do cultivo autotréfico forneceu
melhores resultados de concentragdo de ficocianina, pureza e
rendimento de extragdo quando comparada com a biomassa do

cultivo mixotréfico e biomassas comerciais.
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ABSTRACT

Spirulinais ablue-green cyanobacterium of the class Cyanophyceae,
which grows spontaneously in highly alkaline waters. It shows
nutraceutical properties and can be used in food formulations, aimed
at protein, vitamin and mineral enrichment. Withinits cell itcontains a
protein pigment called phycocyanin, a natural blue bio-dye that can
present a variety of pharmacological properties of great industrial
importance. The objective of the present study was to compare
phycocyanin extracts obtained from Spirulina platensis biomasses
produced by cultivation in mixotrophic and autotrophic media, with
commercially obtained biomasses, evaluating the concentration,
extract purity and extraction yield of the phycocyanin. The
phycocyanin was extracted under constant agitation and
temperature. The biomass obtained from the autotrophic culture
provided the best results with respect to the concentration, purity and
extraction yield of phycocyanin, as compared to the biomasses
obtained from the mixotrophic culture and the commercial

biomasses.
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TEXTO

Uma grande parte da energia luminosa usada por um
organismo fotossintético é captada por uma diversidade de
pigmentos acessorios, uma vez que a clorofila a absorve
energia luminosa somente em uma regido luminosa do
espectro solar. A energia de excitacdo é posteriormente
transferida para os centros de reacdo localizados nas
membranas fotossintéticas, provocando 0 processo
fotossintético. Em cianaobactérias, 0s pigmentos
fotossintéticos séo a clorofila a, os carotendides e as
ficobiliproteinas, estas Ultimas atuando como pigmentos
acessorios na fotossintese (REIS et al., 1998), sendo a
atividade fotossintética essencial para a producido destes
pigmentos (MARQUEZ et al, 1995). As principais
ficobiliproteinas s&o a ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina
(HENRIKSON, 1994).

Quando extraidas, as ficocianinas tém sido usadas
principalmente como biocorante de alimentos, ou em
pequenas quantidades s&o usadas como tracadores de
imunoensaios devido as suas propriedades fluorescentes
(VONSHAK, 1997). Também podem ser usadas como
agentes anti-tumorais (REDDY et al, 2003), anti-
inflamatérios e anti-oxidantes (BHAT & MAD YASTHA, 2001;
ESTRADAetal., 2001).

Dentre os organismos produtores deste biocorante,
destaca-se a Spirulina platensis, uma cianobactéria capaz de

produzir quantidades elevadas deste pigmento (CHEN &

ZHANG, 1996). Este organismo foi recentemente

reconhecido por utilizar substratos de carbono orgéanico,
como glicose, para cultivos heterotroficos e mixotroficos
(ZHANG et al., 1998). Entretanto, algumas espécies podem
crescer autotroficamente na luz usando diéxido de carbono e
heterotroficamente no escuro usando compostos organicos
como fonte de energia e carbono (MARQUEZ et al., 1995).
Os resultados mostraram que biomassa algal e
fotopigmentos produzidos mixotroficamente com 2 g dm de
glicose foram aproximadamente 1,5 a 2 vezes maior que
durante cultivos autotréficos.

Estudos em cianobactérias tém sido restritos e ha
pouca informagéo sobre a utilizagdo de fontes organicas de
carbono. Tendo em \vista as propriedades do biocorante
ficocianina e a pouca literatura existente sobre seu contetdo
em células de Spirulina platensis cultivadas autotréfica e
mixotroficamente, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar o conteddo de ficocianina nas biomassas de Spirulina
platensis cultivadas autotroficamente e mixotroficamente,
comparando-as com duas biomassas comerciais de
Spirulina.

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas
duas cepas de Spirulina sp. adquiridas no comércio
(denominadas Com A e Com B) e a cepa LEB-52 de
Spirulina platensis (COSTA et al., 2004), mantida em meio
Zarrouk (ZARROUK,1966) 20% (v/v). Para a Spirulina
platensis LEB 52 realizaram-se quatro ensaios, onde variou-
se a concentragdo de meio Zarrouk e de glicose (ANDRADE

etal., 2004), conforme a Tabela 1.
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Tabela 1. Meios de cultivo utilizados para os ensaios realizados com Spirulina platensis LEB 52

Ensaio Meio de cultivo

I Cultivo mixotrofico com 0,5g L™ de glicose e 20% de meio Zarrouk

Il Cultivo mixotrofico com 0,25 g L™ de glicose e 10% de meio Zarrouk

I Cultivo mixotrofico com 0,25 g L™ de glicose e 20% de meio Zarrouk

v Cultivo autotréfico com 20% de meio Zarrouk

Os cultivos com Spirulina platensis LEB 52 foram
iniciados com cerca de 0,15 g L™ de indculo e foram
conduzidos na cidade de Rio Grande (32,05 °S; 52,11 °W),
em fotobiorreatores abertos, com wolume Ut de 450 L,
cobertos por estufa de hidroponia sob agitacdo. Os cultivos
duraram aproximadamente 40 dias, até a fase estacionara, e
foram realizados em condicbes ambientais. O e o
acompanhamento do crescimento de biomassa foi feito
através da medida da densidade otica a 670 nm diariamente.

A biomassa seca e congelada proveniente dos cultivos

autotréfico e mixotréfico e as biomassas comerciais A e B,

_ (Agy —0.474(A,))
5,34

CF

Onde:

CF é a concentraco de ficocianina em mg mL™
Pe20 € a absorbancia a 620 nm

Aes2 € a absorbancia a 652 nm

A pureza do extrato de ficocianina foi monitorada pela

A
taxa 6% (ABALDE et al., 1998). Absorbancia a 620
280

nm é o comprimento de onda onde a absorg&o de ficocianina

também secas e congeladas, foram maceradas até a
obtencé@o de um didmetro de particula inferior a 0,149 mm. A
extracdo foi realizada conforme condigBes previamente
otimizadas por SILVEIRA et al. (2007), que utillizaram
solvente aquoso adicionado a biomassa sob agitagdo e
temperatura controladas. Apds a extracdo, as amostras em
triplicata foram centrifugadas e a absorbancia do
sobrenadante foi medida a 280, 620 e 652 nm.

A concentracdo de ficocianina foi calculada através do
método espectrofotométrico usando a Equagdo 1, descrita

por BENNET & BOGORAD (1978):

@

atinge o valor maximo, enquanto que a 280 nm indica a
concentragdo de proteinas totais na solucdo (LIU et al.,
2005)

O rendimento de extracdo foi calculado conforme a

Equacdo 2.

)
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Onde:

R — Rendimento de extracdo (mg g™)
V— wvolume do extrato (mL)

BS — biomassaseca (g)

A avaliagdo das respostas foi feita através de uma
Andlise de Variancia (ANOVA) a p<0,05, onde verificou-se
gue as respostas de concentracdo, pureza e rendimento de
extracdo de ficocianina das diferentes biomassas diferiam
estatisticamente entre si. Desta forma, optouse pela

realizacdo de um teste de diferenca de médias (teste de

Tukey) para cada resposta.

A Figura 1 apresenta a concentracdo e pureza médias
obtidas em cada ensaio, onde letras iguais representam
respostas estatisticamente iguais a p<0,05. Os valores mais
altos de concentracdo e pureza sdo encontrados para a
ficocianina extraida de biomassa proveniente do cultivo
autotréfico (ensaio IV), no qual se atingiu uma concentracao

igual a 3,55mgmL™"e uma pureza de 0,67.
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Figura 1. Médias e desvio padréo para concentragdo de ficocianina e pureza de extrato.

Quanto a comparacao entre os cultivos desenvolvidos
no laboratério e as biomassas obtidas no comércio, é
possivel explicar o baixo conteldo de ficocianina na
biomassa chamada de COM B de duas formas. A primeira
sugere que a ficocianina pode ter sido extraida previamente,
j& que a embalagem informava a presenca de células de
Spirulina, sem mencionar se houve ou ndo extracdo do
biocorante de altissimo valor agregado (aproximadamente
US$ 6 o miligrama). Além disso, outro fato que explica o

baixo teor de ficocianina sdo as provaveis condices

inadequadas de secagem, uma vez que estudos sobre sua

estabilidade témica verificaram que a ficocianina é estavel
até temperaturas inferiores a 45°C (SARADA et al., 1999).
Portanto, se as células de Spirulina foram secas a
temperaturas superiores a estas, pode ter havido uma
degradacéo do biocorante.

A Figura 2 apresenta as respostas obtidas para o
rendimento de extracdo de ficocianina de cada biomassa
estudada, sendo que letras iguais significam respostas iguais

a p<0,05. Observa-se que a resposta mais satisfatéria foi

atingida quando se utilizou cultivo autotréfico (ensaio 1V), no
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gual obteve-se um rendimento de 44,4 mg g'l, ou seja, no

minimo 40% maior que para 0s demais experimentos.
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Figura 2. Médias e desvio padrao para rendimento de extracéo.

ND — N&o detectavel

Embora MARQUEZ et al. (1995) tenham obtido
melhores resultados quando utilizaram cultivos mixotroficos,
CHEN & ZANG (1997) num estudo que compara o cultivo
autotrofico e o mixotrofico, observaram que o cultivo
autotréfico € melhor que o mixotrofico, em relagdo ao

rendimento de extracdo. Na cultura fotoautotrofica,o

conteddo de ficocianina foi constante em aproximadamente
140 mg g* de células secas ao longo do tempo de cultivo. J&
nos cultivos mixotréficos o conteddo de ficocianina atingiu
um maximo de 108 mg g*.

Diante dos resultados apresentados & possivel afirmar
gue a melhor condicdo para a obtencdo de um extrato de
ficocianina foi utilizando-se biomassa proveniente do cultivo
autotrofico com 20% de meio Zarrouk. Obteve-se uma
concentracdo de ficocianina de 3,55 mg mL™?, pureza de
extrato 0,67 e um rendimento de extragdo de 44,4 mg g'l,
valores superiores aqueles com o extrato de ficocianina
proveniente da biomassa dos cultivos mixotréficos e das
Estes resultados

biomassas de marcas comerciais.

concordam com os de CHEN & ZANG (1997).
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