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RESUMO

Ficocianina é um complexo proteina-pigmento com potencial acdo anti-oxidante. A concentracdo
de ficocianina, presente na microalga Spirulina, pode ser aumentada por LEDs de diferentes
cores. Diante disso, objetivou-se avaliar o potencial antioxidante de ficocianina obtida do cultivo
de Spirulina sp. LEB 18 utilizando LEDs de comprimento de onda na regido do vermelho (620-
645 nm) em diferentes fotoperiodos. Foram realizados 3 ensaios: (1) 12 h fluorescente: 12 h
escuro, (2) 12 h fluorescente: 6 h LED: 6 h escuro e (3) 12 h fluorescente: 12 h LED. A maior
concentracéo de biomassa (1,82 g L™ £0,10) e atividade antioxidante (420,09+19,08 uM TE g*)
obteve-se com iluminacdo integral (ensaio 3). No entanto, a maior producdo de ficocianina
(153,98+3,5 mg g*) obteve-se com iluminagcdo parcial (ensaio 2). Entdo, evidencia-se que
cultivos envolvendo LEDs de comprimento de onda especifico podem promover a maximizagcao
na producdo de biocompostos com atividade biologica in vitro de interesse.
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INTRODUGAO

As ficocianinas sao um complexo proteina-pigmento de coloragdo azul intensa, com potencial
antioxidante, que se encontram em grandes propor¢des nas cianobactérias (GANTAR et al.,
2012), especialmente nas do género Spirulina (SILVEIRA et al.,, 2007). Essas proteinas
concentram-se nos ficobilissomas, alojadas nas membranas externas dos tilacoides e participam
como pigmentos acessorios nas coletas de luzes, nas reagdes de fotossintese (KUDDUS et al.,
2013).

A quantidade dos pigmentos acessorios € uma caracteristica inerente a cada espécie
microalgal, no entanto pode ser foto-estimulada em cultivos fotoautotréficos. Segundo Markou
(2014) a producao de ficocianina por microalgas pode ser conseguida com o uso de luzes de
comprimento de onda especifico. Os LEDs que sao diodos emissores de luz com baixo consumo
de energia e apresentam faixa estreita de comprimento de onda (NHUT; NAM, 2010), mostram-
se como fontes luminosas promissoras para estudos em cultivos microalgais.

O acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou perda da capacidade para desintoxicar
os sistemas bioldgicos resulta em estresse oxidativo. Posteriormente, essas espécies reativas
podem causar danos aos componentes das células, incluindo DNA, fracdes membranosas,
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lipidios, proteinas, podendo implicar em doengas, tipo Parkinson, aterosclerose, cancro e
Alzheimer (PLEONSIL; SOOGARUN; SUWANWONG, 2013).

O aumento na producdao de compostos naturais, que possuem atividade antioxidante e que
possam minimizar os possiveis maleficios causados por espécies reativas despertam o interesse
da comunidade cientifica. Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial
antioxidante de ficocianina obtida do cultivo de Spirulina sp. LEB 18 utilizando LEDs de
comprimento de onda na regiao do vermelho (620-645 nm) em diferentes fotoperiodos.

MATERIAL E METODOS

A microalga utilizada neste estudo foi Spirulina sp. LEB 18, pertence ao banco de cepas do
Laboratdrio de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

Os cultivos foram conduzidos em fotobiorreatores verticais tubulares de 2 L, com volume Uutil
de 1,8 L, com agitagdo continua através da injecao de ar estéril. A concentracdo inicial de
indculo foi 0,2 g L'e o meio de cultivo foi Zarrouk (ZARROUK, 2006). Os cultivos foram
realizados em camara termostatizada a 30 °C.

Foram realizados 3 ensaios com diferentes condicdes de fotoperiodo, ensaio 1: Spirulina sp.
LEB 18 (12 h fluorescente: 12 h escuro), ensaio 2: iluminacao parcial de 18 h (12 h
fluorescente: 6 h LED vermelho: 6 h escuro) e ensaio 3: iluminagao integral de 24 h (12 h
fluorescente: 12 h LED vermelho). Sabendo que o dia tem 24 h, as primeiras 12 h nos 3 ensaios
foram fornecidas por lampadas fluorescentes a 3200 lux. Os ensaios 2 e 3 tiveram seus
fotoperiodos incrementados com a iluminacao de LEDs, com comprimento de onda especifico na
cor vermelha, na faixa de 620-645 nm.

A concentracdo de biomassa (X, g L™) foi determinada a cada 24 h durante os 10 d de
cultivo. Essa determinacdo foi realizada, a partir das leituras de absorbancia a 670 nm em
espectrofotdOmetro, das aliquotas retiradas assepticamente dos cultivos, relacionando-as com
prévia curva padrdo (SCHIMIDEL et al., 2001). A concentracdo de biomassa maxima (Xmax)
definiu-se a partir do maior valor atingido de X (g L") em cada cultivo (SCHIMIDEL et al., 2001).

Ao término dos cultivos, os mesmos foram centrifugados e a biomassa foi liofilizada para
posterior realizagdo das extracoes de ficocianina.

A extracao de ficocianina foi realizada segundo metodologia adaptada de Silveira et al.,
(2007). As amostras de biomassa microalgal liofilizadas (0,08 g) foram imersas em 1 mL de
tampao fosfato de sodio 0,1 M (pH 6,9) e mantidas em banho ultrassonico durante 15 min. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 6000 rpm por 10 min, e 0 sobrenadante recolhido.
A biomassa foi submetida a mais 2 extragOes sucessivas, da mesma forma que a primeira. As
aliquotas dos 3 sobrenadantes foram misturadas, e imediatamente analisadas. O conteldo de
ficocianina foi calculado utilizando a Equacao 1 (BENNET; BOGORAD, 1973), e expressos em
mg.g* de amostra.

Ficocianina= (As2-0,474 Assz) / 5,32 (D)

Para determinacao da atividade antioxidante, foi utilizado o método de Davalos, Gémez-
Cordovés, Batolomé (2004). Para a reacao, foi utilizado 20 yL do extrato obtido da andlise de
ficocianina, o qual foi diluido 20 vezes em tampao fosfato. Na microplaca, foi adicionado o
extrato e 120 pL de fluoresceina (0,387mg L), mantida por 15 min a 37 °C, apds adicionado 60
uL de AAPH (0,108 g L). A microplaca foi incubada em microleitora BMG Labtech (37 °C) por
80 min. A leitura de fluorescéncia foi realizada a cada 1 min, utilizando detector de fluorescéncia
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com comprimento de onda de excitagdo em 485 nm e emissao 520 nm. Na determinagao foi
utilizada curva padrao de Trolox e os resultados expressos em uM equivalente Trolox por g de
amostra seca.

As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram tratados por analise de
variancia seguida pelo teste de Tukey, adotando nivel de confianga de 95% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados de concentracao maxima de biomassa e teor de
ficocianina quando Spirulina sp. LEB 18 foi cultivada em diferentes condicdes de fotoperiodo. A
partir dos dados apresentados percebe-se que a producao de ficocianina foi aumentada em
ambos os ensaios que utilizaram LEDs vermelhos em comparagao com 0 ensaio que somente
teve iluminagdo por lampadas fluorescentes e o fotoperiodo de 12 h com fluorescente: 12 h
escuro.

Tabela 1 - Concentracdo de biomassa méxima (Xmax), teor de ficocianina (mg g™) e atividade
antioxidante de Spirulina sp. LEB 18 em diferentes condicOes de iluminacao

Ficocianina Atividade
Ensaios Condicdes de iluminacdo  Xmax (g L™?) 1 antioxidante
(mgg™) )
MM TE g
1 12 h fluoresc: 12 h escuro 1,25+0,07° 35,87+0,49°  301,49+4,78®
o 12hfiuoresc: 6 h LED: 6 h 1,37£0,07°  153,98+3,5  252,06+7,92°
escuro
3 12 h fluoresc: 12 h LED 1,82+0,10° 60,74+1,11°  420,09+19,08°

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndao ha diferenca estatistica significativa
(p>0,05). uM TE g*:uM equivalente Trolox por g de amostra seca.

A maior concentracao de biomassa foi obtida no ensaio 3, quando a Spirulina sp. LEB 18 foi
cultivada com iluminacao integral (12 h fluorescente: 12 h LED vermelho). No entanto, o maior
contetdo de ficocianina foi alcancado no cultivo com iluminacao parcial de LED vermelho (12 h
fluorescente: 6 h LED vermelho: 6 h escuro).

No estudo de Samuelson et al. (1985), A. nidulans teve o seu teor de biocorante (célula™)
alterados para maior, quando houve mudanga na cor branca para vermelha e para uma
intensidade luminosa menor. Em baixa intensidade de luz vermelha, as ficobiliproteinas
transferem a energia para clorofila @ que permanece transferindo energia para o complexo
fotossintético I, que mantém a producdo de NADPH, podendo promover o crescimento.

A atividade antioxidante mais elevada entre os ensaios 2 e 3 que utilizaram LEDs vermelhos,
foi obtida da ficocianina extraida do ensaio 3 com iluminacgdo integral (12 h fluorescente: 12 h
LED vermelho). A ficocianina do ensaio 3 exibiu atividade de 420,09+19,08 uM TE g de
amostra seca, comparada a atividade de 252,06+7,92 uM TE g™ do ensaio 2, que teve
iluminagao parcial de LED vermelho (12 h fluorescente: 6 h LED vermelho: 6 h escuro).
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Patel et al. (2006) indica que existem diferencas na agregacao entre subunidades da
ficocianina, provenientes de cultivos diferentes de cianobactérias e tem sido sugerido que este
pode alterar as propriedades bioquimicas da ficocianina.

A ficocianina obtida no ensaio 1, apresentou atividade antioxidante de 301,49+4,78 uM TE g~
! e n3o diferiu estatisticamente (p>0,05) dos demais ensaios.

Com base nos resultados apresentados, percebe-se que a variacao no fotoperiodo e a
utilizacdo de LEDs de comprimento especifico na regidao do vermelho alteraram a concentracdao
de biomassa, producdo de ficocianina e atividade antioxidante. Esses resultados sdo
importantes, em vista de se ter conseguido aumentar a concentragdo de um composto natural
com atividade antioxidante.
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CONCLUSOES

O uso de LEDs de comprimento de onda na regido do vermelho em diferentes fotoperiodos foto-
estimularam os cultivos da microalga Spirulina sp. LEB 18. O cultivo com iluminagao integral (12
h fluorescente: 12 h LED vermelho) promoveram um incremento na concentracao de biomassa
de Spirulina sp. LEB 18 e na atividade antioxidante da ficocianina. Todavia, o cultivo com
iluminagdo parcial de LED vermelho (12 h fluorescente: 6 h LED vermelho: 6 h escuro) foto-
estimulou a microalga a concentrar sua producao de ficocianina.
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