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“As dificuldades devem ser usadas para crescer,
nao para desencorajar.
O espirito humano cresce forte no conflito.”

William Channing
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RESUMO

A microalga Spirulina platensis tem sido comercializada e estudada pelo
seu potencial nutricional devido ao seu elevado conteudo de proteinas, pro-
vitaminas, acidos graxos insaturados e também, por apresentar potencial
terapéutico no tratamento de algumas doencas. A demanda do consumidor por
alguns alimentos naturais, que trazem beneficios a salde, aumentou nos
ultimos anos. Em consequéncia desta tendéncia, o uso de pigmentos naturais
em produtos alimenticios esta sendo preferido. O objetivo do presente trabalho
foi cultivar a microalga S. platensis em diferentes condi¢cdes de temperatura e
iluminacédo e avaliar o teor de ficocianina na biomassa liofilizada, através da
extracdo com diferentes tampdes. O cultivo da microalga S. platensis foi
realizado em duas condi¢des diferentes. Na primeira, dois garrafées de 14 L
foram mantidos sob iluminag&o constante e temperatura ambiente de 28 + 2°C.
Na segunda forma de cultivo, outros dois garrafdes de 14 L foram mantidos
submetidos a um fotoperiodo de 16 h de claro e 8 h de escuro e temperatura
de 24 + 2°C. Para a extracdo de ficocianina da microalga S. platensis, a
biomassa umida foi dialisada e liofilizada. A partir de 3 g, obtidas em ambas as
condigOes de cultivo, foram realizadas duas extracdes, sendo uma com tampao
acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0 e a outra com tampao fosfato de sédio 0,1 M,
pH 7,0. Os extratos obtidos foram submetidos a uma cromatografia em coluna
DEAE-celulose equilibrada com os respectivos tampdes de extracdo. Com
relacdo ao cultivo, quando as microalgas foram cultivadas na temperatura de
28°C, elas atingiram mais rapidamente a fase de diminuigédo do crescimento
relativo. A extracdo realizada com tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0
resultou em um maior rendimento do extrato bruto, principalmente a 28°C. Por
outro lado, as quantidades de ficocianina e de aloficocianina, purificadas, foram
maiores na extragdo realizada com tampao acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0
quando o cultivo foi realizado a 24°C. Assim, & possivel concluir que tanto o
tampéao de extracdo quanto as condi¢cdes de cultivo foram importantes para a
purificacao dos pigmentos de S. platensis.



EXTRAGAO DE FICOCIANINAS DA MICROALGA Spirulina platensis COM
DIFERENTES TAMPOES, A PARTIR DE CULTIVOS REALIZADOS EM
DIFERENTES CONDICOES DE TEMPERATURA E ILUMINAGAO

JEFFERSON PABLO DE SOUSA SABOYA

1. INTRODUCAO

As microalgas apresentam varios pigmentos que absorvem luz incluindo a
clorofila, os carotenoides e as ficobiliproteinas, estes Ultimos sdo encontrados nas
algas azuis e funcionam como pigmentos acessorios. Além disso, possuem
grande versatilidade metabdlica e ecofisiolégica, podendo ser cultivadas em
diversos sistemas de produgdo, por serem capazes de se adaptar a condicoes
ambientais extremas como variagdes de salinidade, temperatura, radiagéo solar e
nutrientes (REIS et al., 1998; ROSALES et al., 2005).

Segundo RADMER; PARKER (1994), nas microalgas existem trés atributos
que sado de fundamental importancia e podem ser transformados em vantagens
técnicas e comerciais: (1) representam um grupo de organismos geneticamente
muito diverso com varias caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas, portanto
naturalmente capazes de produzir gorduras, acucares, compostos bioativos
diferentes e incomuns; (2) podem incorporar os isétopos estaveis (C'®, N e H?)
em sua biomassa e em varios compostos que produzem; e (3) compreendem um
grupo grande e inexplorado de organismos que fornecem uma vasta fonte de
produtos.

A relacéo entre as algas e o homem vem de origem remota desde quando
elas eram usadas em sopas, temperos e molhos, constituindo-se de importante
fonte de nutrientes (COZZA, 1999).



A Spirulina platensis € uma cianobactéria filamentosa fotossintética
planctonica que constitui populagées macigas nos corpos de agua tropicais e
subtropicais com elevados niveis de carbonato e bicarbonato e valores de pH
alcalinos de até 11. Esta cianobactéria é reconhecida pela principal caracteristica
morfolégica do género, isto é, o arranjo de tricomas (sequéncia linear de células)
cilindricos multicelulares ao longo do comprimento dos filamentos com até 1,0 mm
de comprimento, formando uma hélice no sentido anti-horario (VONSHAK, 1997).
As cianobactérias ou algas azuis apareceram na Terra ha cerca de 3.500 bilhdes
de anos (DESMORIEUX; DECAEN, 2006). Por séculos, os povos nativos
coletavam S. platensis dos lagos Chad na Africa e Texcoco no México para ser
utilizada como a principal fonte de alimentacdo (VONSHAK, 1997).

A composicdo quimica da Spirulina & responsavel por seu alto valor
nutricional devido aos elevados niveis de nutrientes essenciais, tais como pro-
vitaminas, minerais, proteinas e acidos graxos poliinsaturados, como por exemplo,
o acido graxo gama-linolénico (GLA) (MIRANDA et al., 1998). Esta cianobactéria
se destaca das demais devido ao seu alto conteudo protéico que pode alcangar
até 70% de seu peso seco (VONSHAK, 1997), possuindo também um elevado
teor de aminoacidos (62%) e sendo a maior fonte mundial de vitamina Biz
(PINERO-ESTRADA et al., 2001).

O fato de a Spirulina crescer em lagos alcalinos, onde outros
microrganismos tém pouca ou nenhuma chance de sobrevivéncia, torna seu uso
seguro pelas escassas possibilidades de contaminagdao (COZZA, 1999). Sua
seguranga para o consumo humano foi estabelecida também através de
numerosos estudos toxicologicos (QURESHI; ALI, 1996).

O género Spirulina tem sido objeto de estudos devido suas propriedades
terapéuticas (BELAY et al., 1993) e a presenca de ficobiliproteinas e compostos
fendlicos que possuem propriedades antioxidantes (MIRANDA et al., 1998;
PINERO-ESTRADA et al., 2001). A ocorréncia de compostos fendélicos nas plantas
& bem documentada, mas as caracteristicas antioxidantes em microalgas e
cianobactérias ainda sao pouco estudadas. Além de suas propriedades

antioxidandes, a microalga S. platensis também possui atividade imunoestimulante



e hipocolesterolémica. Niveis decrescentes de colesterol sanguineo tem sido
relatados em pacientes com hipercolesterolemia, alimentados com Spirulina
(QURESHI; ALI, 1996; RAMAMOORTHY; PREMAKUMARI, 1996;).

O cultivo da microalga S. platensis pode ser uma boa alternativa para os
seres humanos como fonte de proteina suplementar na alimentagdo e ainda com a
possibilidade de se obter outros produtos como os pigmentos (carotendides,
ficocianina e clorofila), além de vitaminas e lipidios. A biomassa obtida pode ser
introduzida diretamente na dieta e ser usada nos casos de subnutricdo diante de
seu potencial nutricional (PELIZER et al., 2003).

Atualmente, cerca de vinte e duas companhias no mundo produzem
biomassa de Spirulina, e o principal destino de seus produtos sdo lojas de
alimentos naturais e farmacias, onde a biomassa seca €& vendida como
suplemento alimentar (BELAY, 1997). Em 1996, a producado de Spirulina em pd
chegou a atingir 1.000 t e a China &, atualmente, o maior produtor dessa microalga
no mundo (LIANG et al., 2004).

A influéncia das condigbes de cultivo no crescimento e na composigéo
quimica desta cianobactéria foi estudada por muitos pesquisadores com a
finalidade de otimizar o interesse na producao de compostos de alto valor
econémico, especialmente GLA e a ficocianina (COHEN et al., 1993;
TANTLCHAROEN et al., 1994). Embora o uso da Spirulina para a extragdo de
ficocianina, como pigmento natural, paregca ser comercialmente viavel, a produgéo
de GLA a partir desta cianobactéria apresenta um custo mais elevado quando
comparado com outras fontes de producdo (COHEN et al., 1993).

A S. platensis também é uma fonte atrativa de clorofila, um pigmento verde
da célula usado na alimentacéo, na industria farmacéutica e de cosméticos, sendo
também rica em outros componentes importantes para a célula. Além disso, ao
contrario de outras microalgas cultivadas, pode ser facilmente recuperada do meio
de cultivo através de filtragem (SOLETTO et al., 2005).

Os carotendides correspondem a uma importante fonte de corantes
naturais, distribuida extensamente na natureza, dos quais mais de 600 pigmentos
com estruturas variadas ja foram identificados (OLSON; KRINSKY, 1995). Esses



compostos sdo sintetizados pelas bactérias, fungos, algas e plantas superiores
(ARMSTRONG, HEARST, 1996). Ja os animais s6 podem obter esses compostos
através da ingestdo de alimentos (ASTORG, 1997). Os carotendides sdo usados
pela industria alimenticia para conferir cor aos alimentos e bebidas (como por
exemplo, suco de laranja) e ainda sao precursores de muitos produtos quimicos
importantes responsaveis pelo sabor dos alimentos e da fragrancia das flores
(GOUVEIA; EMPIS, 2003). Embora os carotendides possuam diferentes
propriedades bioldgicas, eles exibem propriedades fisico-quimicas similares e
tendem a se acumular no tecido adiposo, particularmente no figado, mas também
em quantidades menores, nos rins, érgaos genitais e pele (ARMSTRONG, 1997).

Uma outra fonte de corantes naturais sdao as ficobiliproteinas, que sao
proteinas fluorescentes solUveis em agua, derivadas das cianobactérias e algas
eucaridticas. Nestes organismos, elas funcionam como pigmentos fotossintéticos
acessorios captando luz e absorvendo energia em faixas do espectro visivel (450-
650nm) que sao pouco utilizadas pela clorofila e, através da transferéncia de
energia fluorescente, transportam a energia para a clorofila (ARAD; YARON,
1992).

As ficobiliproteinas séo divididas em trés classes principais de acordo com
sua estrutura: ficoeritrinas, ficocianinas e aloficocianinas (BERMEJO et al., 2003).
A c-ficocianina e a aloficocianina sao as duas principais ficobiliprotéinas presentes
na microalga verde-azul S. platensis. Essas moléculas apresentam baixos pesos
moleculares, sendo de 44 kDa para a c-ficocianina e 38 kDa para a aloficocianina
e coeficientes especificos da extingdo molar de 73 e 58 para a c-ficocianina e
aloficocianina, respectivamente (BOUSSIBA; RICHMOND, 1979).

A obtencao de ficocianina com alto grau de pureza € interessante, pois
atualmente a demanda por corantes naturais tem aumentado consideravelmente
(BHAT; MADYASTHA, 2000; REDDY et al., 2003; BENEDETTI et al., 2004). Esta
ficobiliproteina é utilizada, principalmente, como corante em alimentos, além disso,
pequenas quantidades sado utilizadas em imunoensaios bioquimicos devido as
suas propriedades fluorescentes (VONSHAK, 1997), ganhando importéncia no
desenvolvimento de sondas de ficoflior para imunodiagnésticos (KRONIK;



GROSSMAN, 1983). Outros trabalhos mostraram que a ficocianina apresenta
propriedades antioxidantes, anticancérigenas, imunomoduladora e
antiinflamatéria. Entretanto, os mecanismos de agéo envolvidos nestas atividades
ainda ndo sao compreendidos claramente (IIJIMA, SHIMATZO, 1982; REDDY et
al., 2003).

As ficobiliprotéinas sao organizadas dentro das células das cianobactérias
em particulas chamadas de ficobilissomos, os quais sdo dispostos regularmente
na superficie externa das membranas dos tilacéides. Os ficobilissomos consistem
em nucleos de aloficocianina cercados por unidades de ficocianina localizados na
periferia das células. A ficocianina é o pigmento principal enquanto a aloficocianina
funciona como um pigmento secundario, construindo uma ponte entre os
ficobilissomos e a lamela fotossintética (GANTT, 1981).

Além de ser utilizada como um corante em varios produtos alimenticios, tais
como goma de mascar e produtos derivados do leite como iogurtes, a ficocianina
também é utilizada em cosméticos como no batom e em maquiagem para os olhos
no Japéo, na Tailandia e na China (DAINIPPON INK AND CHEMICALS, 1985).

Diversos fatores podem influenciar na extracdo da ficocianina a partir de
cianobactérias como a Spirulina, sendo os mais importantes, o método do
rompimento celular, o tipo de solvente utilizado, a relacdo entre a biomassa e o
solvente e o tempo de extragdo (ABALDE et al., 1998; REIS et al., 1998), mas de
uma maneira geral, a cianobactéria S. platensis € uma excelente fonte de
ficocianina, a qual pode alcangar até 20% do total de proteina nesse organismo
(VONSHAK, 1997).

O objetivo deste trabalho foi extrair e avaliar o rendimento da ficocianina
presente na cianobactéria S. platensis, cultivada em diferentes condicdes fisico-

quimicas, utilizando dois tipos de tampdes com valores de pH diferentes.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao da microalga Spirulina platensis

As cepas da microalga S. platensis, utilizadas no experimento, foram
obtidas no laboratério de Planctologia do Departamento de Engenharia de Pesca

da Universidade Federal de Ceara, onde também foram realizados os cultivos.
2.2. Preparo do meio de cultivo

Para o preparo do meio de cultivo, foram utilizados os reagentes, cloreto de
sodio (30 g/L), bicarbonato de sédio (10 g/L) e os fertilizantes agricolas NPK (1
g/L) e superfosfatb triplo (0,1 g/L). Apos serem pesados e macerados, eles foram,
gradativamente, adicionados e dissolvidos dentro de um recipiente plastico
contendo 10 L de agua da torneira. Em seguida, a agua foi submetida a uma
aeragcao constante por 24 horas para homogeneizar bem a mistura, onde

posteriormente, ocorreu a decantacao.
2.3. Preparo do inéculo

A partir de um cultivo de S. platensis mantido no laboratério de Planctologia,
foi obtido um indculo inicial, transferindo-se 300 mL do cultivo pré-estabelecido
para um erlenmeyer de 1 L. Em seguida, foi adicionado, a cada dois dias, meio de
cultivo até completar o volume do recipiente. O indculo foi mantido sob iluminagao
constante de 1.000 Lux e temperatura de 28 + 2°C. Sendo diariamente agitado
manualmente até que a densidade celular alcangasse valores semelhantes a do
cultivo preé-estabelecido. Apos este periodo, o inéculo foi transferido para um
garrafao de 14 L, sendo novamente adicionado meio de cultivo, iniciando o cultivo
em larga escala. Durante todo o trabalho, foram sempre utilizados dois inéculos de

1 L e, quatro garrafées de 14 L para a producao da microalga.



2.4, Cultivo da microalga Spirulina platensis

O cultivo da microalga S. platensis foi realizado em duas condigbes
diferentes. Na primeira, dois garrafées de 14 L foram mantidos em uma sala do
laboratdrio sob iluminagéo constante fornecida por uma lampada fluorescente de
40W e temperatura ambiente de 28 + 2°C. Na segunda forma de cultivo, outros
dois garrafdes de 14 L foram mantidos em uma outra sala do laboratério e
submetidos a um fotoperiodo de 16 horas de claro e 8 horas de escuro, e
temperatura de 24 + 2°C. Em ambas as formas de cultivo, os garrafées receberam
aeragao constante. O monitoramento do cultivo foi feito por espectrofotometria,
sendo coletada uma amostra de 1 mL para a leitura da absorbancia a 680nm, o

comprimento de onda onde ocorre a maior absorgao da luz pela clorofila.

2.5. Coleta das microalgas

A separacgao das microalgas do meio de cultivo foi realizada por filtracdo em
malha de 60 um através de sifonamento, deixando a cultura fluir do garrafao,
através da malha para um tubo de PVC.

Imediatamente apds o esvaziamento dos garrafées foi realizada uma
limpeza, a qual consistia na escovagao das paredes com detergente neutro,

seguida de um enxagle com bastante agua da torneira.

2.6. Extracao de ficocianina da microalga Spirulina platensis

Esse procedimento foi realizado no laboratério de Bioquimica Marinha do
Departamento de Engenharia de Pesca.

Para a extracao de ficocianina da microalga S. platensis, a biomassa umida,
coletada em ambas as condi¢des de cultivo, foi lavada com agua destilada, para
eliminar o sal e congelada a -21°C por 24 horas. Apds esse periodo, a biomassa
foi descongelada em temperatura de geladeira (4°C) e transferida para um bal&o

de liofilizacao, sendo congelada e liofilizada para obtengcao da matéria seca. Em



seguida, 3 g do material seco foram pesados e hidratados com 125 mL de solugao
tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0. Para a extragéo, a mistura foi deixada sob
agitacdo constante por 48 horas em temperatura ambiente. Apds a extragéo, a
mistura foi entdo centrifugada (13.000 rpm; 30 min; 4°C). Apds a centrifugacao, o
sobrenadante foi dialisado exaustivamente contra agua destilada e liofilizado.
Todo esse procedimento também foi realizado para a extragcdo da ficocianina em

tampéao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0.

2.7. Determinagao do grau de pureza do extrato (PE), da concentragao de

ficocianina (CF) e do rendimento da extragao (R)

A concentragdo de ficocianina nos extratos foi determinada de acordo com
BENNETT; BOGORAD (1973) utilizando a equagao:

CF = (Absg,; - 0,474.(Abs,,))
5,34

onde: CF = concentracédo de ficocianina (mg.mL™); Absgs = leitura da amostra a

615,m € Absgso = leitura da amostra a 652,,,.

O grau de pureza do extrato de ficocianina foi determinado de acordo com
(ABALDE et al., 1998), através da relacéo:

PE = Abs,

Abs

onde: PE = grau de pureza do extrato; Absg1s = leitura da amostra a 615,m €

280
Absogg = leitura da amostra a 280,.

O rendimento da extracao foi calculado utilizando a seguinte equacgao:

R(%) = CF x V
BS



onde: R = rendimento da extragdo em %; CF = concentragao de ficocianina (mg.mL™);

V = volume do tampé&o (mL) e BS = biomassa seca.

2.8. Cromatografia do extrato protéico total em coluna de DEAE-celulose

A purificacdo da ficocianina extraida da microalga S. platensis foi realizada
em uma coluna de troca i6nica de DEAE-celulose acoplada a um coletor de fragdes.
Inicialmente, a coluna foi equilibrada com o respectivo tampé&o de extragcdo (acetato
0,1 M, pH 5,0 ou fosfato 0,1 M, pH 7,0) e, em seguida, foi aplicada uma solugao de 1
mg/mL de cada extrato no topo do gel. A eluicdo da coluna foi realizada, passo a
passo, com tampdes contendo diferentes concentragdes de NaCl (0,5; 1,50 e 2,0 M)
com fluxo ajustado de 60 mL/min, sendo coletadas fragoes de 1 mL. As fragdes foram
monitoradas a 280 nm para proteina total, a 615 nm para a c-ficocianina e a 652 nm
para a aloficocianina, como descrito por SILVEIRA et al (in press). A comparacao das
quantidades de pigmentos eluidos nas diferentes condi¢cdes de extragédo e cultivo foi
realizada utilizando a integral (programa Origin) das fragbes obtidas nas

cromatografias.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Cultivo de Spirulina platensis em diferentes condigdes fisico-quimicas

A Figura 1 mostra as curvas de crescimento de S. platensis, expressas em
valores de absorbancia a 680 nm, obtidas quando as microalgas foram cultivadas
em diferentes condicdes de temperatura e iluminagéo. De acordo com a figura, as
microalgas cultivadas a 28°C, sob iluminagdo constante, apresentaram um
desenvolvimento mais rapido, atingindo a fase de diminuicdo do crescimento
relativo apds 20 dias de cultivo, enquanto que, apos este mesmo periodo, as
microalgas cultivadas a 24°C, com fotoperiodo, ainda se encontravam na fase de

crescimento exponencial.

0,6 __A
Bl o
8 0,5 / ./l
© i /A ./
~ 04 |- A .
e T N T
<% 0’3 B -/
£ Sl A/ —=— Spirulina (24°C)
§ , Aft/ A— Spirulina (28°C)
0,1 | 1 ] 1 1 1 ] 1 ] 1 ] ]

0 5 10 15 20 25
Dias de cultivo

Figura 1. Curvas de crescimento de Spirulina platensis cultivadas em diferentes
condi¢des de temperatura e luminosidade.

Segundo PELCZAR et al. (1996), a primeira fase de um cultivo do tipo
estacionario é a fase lag ou de indugao, na qual néo existe grande aumento da
cultura, devido a adaptacao das células ao novo ambiente de cultivo. A segunda

fase do cultivo é fase exponencial ou log, na qual as células estao se dividindo
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sucessivamente em intervalos regulares de tempo, sendo esse o momento ideal
para a transferéncia das culturas e extragdo de substancias biologicamente ativas.
A terceira fase é de diminuicdo do crescimento relativo, conseqliéncia da
diminuic&o de nutrientes no meio, do acumulo de metabdlitos téxicos e da redugéo
da fotossintese. Portanto, a repicagem e filtragem das microalgas devem ser feitas
neste momento para garantir o sucesso da producgéo, ja que a partir desse ponto,
a cultura entra na fase estacionaria onde as taxas de crescimento e mortalidade
se equilibram, passando rapidamente para fase de morte da cultura, que é o
resultado da deplegdo de nutrientes e ocorréncia de niveis tdxicos elevados de
metabdlitos.

O cultivo de cianobactérias € realizado para diversas finalidades, como a
aplicagao em alimentos humanos ou ragdes animais, devido ao seu alto teor de
proteinas, vitaminas, sais minerais, lipidios e pigmentos. A Spirulina esta
legalmente autorizada como alimento ou complemento alimentar na Europa,
Japéo e costa asiatica do Pacifico. Nos Estados Unidos, o FDA (Food and Drug
Administration) determinou, em 1981, que a Spirulina constitui-se fonte de proteina
e contém varias vitaminas e minerais, podendo ser comercializada legalmente
como suplemento alimenticio sendo capaz de suprir as necessidades nutritivas,
energéticas e até curativas do ser humano, com baixo custo (HENRIKSON, 1994).

As principais exigéncias para que microrganismos possam ser usados em
alimentacdo humana sao a composi¢cdo adequada em relagdo a concentragao e
qualidade dos nutrientes, auséncia de substancias toxicas e/ou alérgicas e a
palatabilidade (SGARBIERI, 1996).

No Brasil, a Spirulina tem sido empregada basicamente, na produgao de
capsulas destinadas a dieta de emagrecimento. De acordo com os fabricantes, o
efeito de controlar o apetite ocorre se ingerida uma ou duas horas antes da
refeicdo, devido a presenga dos aminoacidos essenciais em quantidades
balanceadas, bem como sua composicao rica em proteina (HENRIKSON, 1994).

A liofilizagdo pode ser considerada como um método de secagem de
referéncia para as cianobactérias, devido o produto sofrer minimas alteragdes em

suas propriedades nutricionais, sensoriais e fisico-quimicas, sendo o produto
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liofilizado o que mais se assemelha a biomassa fresca (MORIST et al., 2001).
Nesse trabalho tanto a biomassa da microalga como a ficocianina foram
liofilizados, garantindo assim toda a sua integridade.

NAYLOR et al. (1993) descreveram que a secagem por liofilizacdo da
microalga Chlorella vulgares afetar a composicao celular da biomassa. SARADA
et al. (1999) relataram que diversas técnicas sado utilizadas na secagem de
Spirulina, incluindo “spray dryer” e secadores convectivos, os quais resultam na
perda de aproximadamente 50% da ficocianina presente na biomassa.

DESMORIEUX; DECAEN (2005) estudaram a secagem de S. platensis em
secadores convectivos apoés a filtragem da biomassa como uma alternativa frente

a secagem por “spray dryer”, devido ao baixo custo e facilidade operacional.

3.2. Extragao de ficocianinas de Spirulina platensis cultivadas em diferentes

condigoes fisico-quimicas

O rendimento dos extratos brutos, utilizando diferentes tampdes e
diferentes condi¢des de cultivo, apresentou uma certa variagao (Figura 2). Como é
possivel observar, a extragdo com tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0, a partir
do cultivo a 24°C, foi a que apresentou um maior rendimento total, seguida da
extragao com tampao acetato de sddio 0,1 M, pH 5,0, a 28°C e da extragdo, com o
mesmo tampéo, quando o cultivo foi realizado a 24°C, as quais, praticamente ndo
apresentaram diferencas nos rendimentos totais. O menor rendimento observado
foi o obtido através da extracdo com tampédo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0,
quando S. platensis foi cultivada a 28°C. Com relagéo ao teor de ficocianinas, as
extragbes com tampao acetato sédio 0,1 M, pH 5,0 foram mais eficientes,
principalmente quando o cultivo foi realizado a 28°C (Tabela 1). Ja com relagao as
extracoes com tampao fosfato, a partir de microalgas cultivadas em ambas as
temperaturas, estas praticamente nao apresentaram diferencas no rendimento de

ficocianinas.
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Figura 2. Rendimentos totais dos extratos brutos obtidos de Spirulina platensis,
utilizando deferentes condigdes de cultivo e extragao.

Tabela 1. Resultados das concentragoes de ficocianina (CF) do grau de pureza do
extrato (PE) e dos rendimentos obtidos durante a extracdo com
diferentes tampdes e condi¢des de cultivos da microalga.

Tampdes/ Temperatura de Ficocianina Grau de pureza do Rendimento
cultivo da S. platensis (mg/mL) extrato (%)
Acetato pH 5,0 (28°C) 7,001 4,53 29,17
Acetato pH 5,0 (24°C) 3,720 2,65 15,50
Fosfato pH 7,0 (24°C) 2,032 1,96 8,46
Fosfato pH 7,0 (28°C) 1,776 1,5 7,40

Estudos realizados por HANNA; EL-BAKY (2003) demonstraram que a
melhor forma de se produzir ficocianina & cultivar a microalga S. platensis a 25°C,
em meio alcalino e com iluminagao constante. Por outro lado, varios fatores
podem influenciar na extragao da ficocianina, sendo o tipo de solvente utilizado,
um dos mais importantes (ABALDE et al., 1998; REIS et al., 1998).

A variagdo da temperatura de cultivo de Spirulina, de 30 para 40°C,

promoveu um decréscimo de 58,6% para 45,0% do conteudo de proteinas. Por
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outro lado, o conteludo de carboidratos aumentou de 29,9% para 38,3% e o de
lipidios totais de 7,4% para 11,5% (TOMASELLI et al., 1993).

No presente trabalho, ficou evidente que tanto o tampao de extragdo quanto
a temperatura de cultivo sdo importantes para a otimizagdo do rendimento em
extratos de ficocianinas.

Estes resultados foram superiores aos relatados por ABALDE et al. (1998)
que obtiveram uma concentracdo de 27 pg.mL™' de ficocianina a partir da
microalga Synechococcus sp e aos obtidos por MINKOVA et al. (2003) que, ao
extrairem ficocianina da biomassa fresca de Spirulina fusiformis, obtiveram uma
concentracdo de 1,28 mg.mL™'. Por outro lado, os resultados obtidos neste
trabalho com tampao fosfato foram inferiores aos relatados por SILVEIRA et al (in
press), que obtiveram uma concentragdo de 4,20 mg.mL™" apds a extracdo de
ficocianina de S. platensis, utilizando tampao fosfato 0,01 M, pH 7,0. No entanto,
quando os autores utilizaram tampao acetato de sédio 0,01 M, pH 5,0, obtiveram
apenas uma concentragéo de 1,84 mg.mL™, resultado inferior ao obtido neste
trabalho (Tabela 1).

3.3. Cromatografia em DEAE-celulose dos extratos brutos de ficocianinas

obtidos com diferentes tampoes e em diferentes condigoes de cultivo

A cromatografia feita em coluna DEAE-celulose preparada com o extrato
bruto obtido de S. platensis cultivada na temperatura de 28°C apresentou
diferencas na quantidade de pigmentos quando extraidos com diferentes tampdes.

A maior quantidade de pigmentos (c-ficocianina + aloficocianina) foi
encontrada na fragdo eluida com 0,5 M de NaCl (F1) a partir da extragao realizada
com tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0 (Figura 3). No caso da extragao
realizada com tampéao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0, a maior quantidade desses
pigmentos também foi eluida com 0,5 M de NaCl (F1), no entanto foi 43,8% menor
(Figura 4).
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Figura 3. Cromatografia de troca iénica em coluna de DEAE-celulose do extrato
bruto obtido de Spirulina platensis com solugéo tampéao acetato de sédio
0,1 M, pH 5,0, quando a microalga foi cultivada na temperatura de 28°C
+ 2°C, sob iluminacéo constante.
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Figura 4.

Cromatografia de troca ibnica em coluna de DEAE-celulose do extrato
bruto obtido de Spirulina platensis com solug¢ao tampao fosfato de sédio
0,1 M, pH 7,0, quando a microalga foi cultivada na temperatura de 28°C
+ 2°C, sob iluminag¢ao constante.
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A cromatografia em coluna DEAE-celulose preparada com o extrato bruto
obtido S. platensis cultivada na temperatura de 24°C também apresentou
diferengas na quantidade de pigmentos, quando extraidos com diferentes
tampdes. Mais uma vez a maior quantidade de pigmentos (c-ficocianina +
aloficocianina) foi encontrada na fragéo eluida com 0,5 M de NaCl (F1) a partir da

extracao realizada com tampéao acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0 (Figura 5).
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Figura 5.
Cromatografia de troca idnica em coluna DEAE-celulose do extrato bruto
obtido de Spirulina platensis com solucdo tampao acetato de sédio
0,1M, pH 5,0, quando a microalga foi cultivada na temperatura de 24°C
+ 2°C, sob um fotoperiodo de 16 h de claro e 8 h de escuro.

No caso da extracao realizada com tampao fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0, a
maior quantidade desses pigmentos também foi eluida com 0,5 M de NaCl (F1),

no entanto foi 21,2% menor (Figura 6).
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Figura 6. Cromatografia de troca idnica em coluna DEAE-celulose do extrato bruto
obtido de Spirulina platensis com solugdo tampao fosfato de sédio 0,1M,
pH 7,0, quando a microalga foi cultivada na temperatura de 24°C + 2°C,
sob um fotoperiodo de 16 h de claro e 8 h de escuro.

Dessa forma, o tipo de tampédo utilizado também foi importante na
quantidade de pigmentos eluidos no fracionamento do extrato bruto de
ficocianinas, com o tampao acetato de sédio demonstrando ser o melhor para a
extracao de ficocianina, independente das condigdes de cultivo da microalga S.

platensis.
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4. CONCLUSAO

Com a realizagao deste trabalho foi possivel concluir que o cultivo de S.
platensis na temperatura de 24°C com fotoperiodo de 16 h de claro e 8 h de
escuro apresentou crescimento mais lento, mas uma maior quantidade de
pigmentos purificados foi obtida pela extragcdo com tampao acetato de sodio 0,1 M,
pH 5,0. Dessa forma, tanto as condi¢des de cultivo quanto o tampao utilizado na

extracao sao importantes para a produgao das ficocianinas.
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