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RESUMO

A cianobactéria Spirulina tem sido utilizada hé& séculos, tendo em vista suas propriedades nutricionais e medicinais. Neste
trabalho, objetivou-se analisar os teores de gcaroteno tanto em suplementos alimentares a base de Spirulina comercializados em
estabel ecimentos de produtos naturais no mercado varegjista, quanto em S platensis cultivada em laboratério. Alguns pigmentos
carotenoides possuem atividade de vitamina A e, dentre eles, o S-caroteno € o que apresentamaior atividade biol6gica. A extracéo de
B-caroteno foi feita com metanol:agua (90:10 v/v), seguida de saponificaggo e particéio em n-hexano. As analises cromatogréficas
foram realizadas em coluna Waters Spherisorb S5 ODS 2 (4,6 x 250 mm), usando metanol :tetrahidrofurano (90:10, v/v) bombeado
a2 mL min?, com registro dos cromatogramas em 450 nm. Os suplementos alimentares a base de Spirulina apresentaram baixos teores
deg3-caroteno. A maior concentraggo foi encontradaem S. platensis cultivada a 24° C com fotoperiodo de 16 h claro e 8 h escuro.
Considerando sua atividade provitaminica, os teores de retinol equivalente (RE) nas microalgas analisadas no presente trabalho foram
calculados a partir do #-caroteno para classificé-las como fonte excelente ou fonte Util de vitamina A.

Termos paraindexacdo: Microalga, suplemento alimentar, CLAE.

ABSTRACT

Spirulina is a cyanobacterium that has been used for several centuries due to its nutritional and medicinal properties. This
work has evaluated the contents of S-carotene both in Spirulina commercialized as food supplement, purchased from natural product
shops, and in S. platensis reared under laboratory conditions. Some carotenoids exhibit pro-vitamin A activity, and g-carotene
presents the greatest biological activity. 3-Carotene of microalgae was extracted in 90% agueous methanol. These extracts were
saponified and partitioned in n-hexane. Chromatographic analyses were carried out in a Spherisorb column S5 ODS 2 (4.6 x 250 mm),
with a mobile phase of methanol:tetrahydrofuran (90:10, v/v) delivered at 2 mL min? and chromatograms registered at 450 nm
absorbance. Food supplement made with Spirulina presented low content of 3 -carotene. The highest content of 3-carotene was
detected in S. platensis cultivated under 24° C with photoperiod of 16 h light and 8 h dark. Considering its pro-vitamin activity, retinol
equivalent (RE) was cal culated from -carotene to determine whether algamaterial could be claimed as an useful or an excellent source
of the vitamins A.

Index terms: Microalga, food supplement, HPLC.

(Recebido em 16 de setembr o de 2010 e aprovado em 11 de novembr o de 2010)

INTRODUCAO

Os povos ocidentais tém usado cianobactérias
como parte de sua dieta por séculos. As microalgas
comercializadas como suplemento alimentar podem ser
coletadas diretamente do ambiente onde elas se

As cianobactérias sdo capazes de produzir uma
vasta diversidade de diferentes compostos biol ogicamente
ativos como mostram as revisdes de Abed et a. (2009),
Plaza et al. (2009) e Harun et al. (2010). Os efeitos
farmacol 6gicos das cianobactérias sdo utilizados para
promové-las comercialmente (Gantar & Svircev, 2008), com

desenvolvem naturalmente ou podem ser cultivadas sob
condi¢des controladas. Nos Ultimos anos, houve avangos
significativos no cultivo de microalgas cujos reflexos
podem ser percebidos em sua aplicagdo na aquicultura,
alimentacdo humana, producgdo e extracdo de pigmentos,
fertilizantes, biocombustiveis e metabdlitos primarios e
secundérios como toxinas, enzimas e vitaminas (Brennam
& Owende, 2010).

destaque para a estimulagdo do sistema imunol 6gico e da
microbiota intestinal, atividades antibacteriana,
antitumoral, anti-inflamatéria, anti-hiperalgésica e
antioxidante, eficicia no tratamento de dergias, anemiae
ainda sobre os efeitos toxicos de radiacdo (Gantar & Svircev,
2008; Kaushik & Chauhan, 2008; Shih et a., 2009).

Entre todos os vegetais, a cianoficea Spirulina éa
mais ricafonte de ferro e proteina, contendo oito dos dez
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aminoécidos essenciais, usados para combater,
respectivamente, a anemia e a ma nutricdo, prevalentes na
populacdo mundial. A presenca de outros minerais
importantes para 0 metabolismo humano torna a Spirulina
um alimento completo por reunir um grande nimero de
propriedades benéficas, dificilmente encontradas em um
Unico produto natural. Os pigmentos carotendides estdo
presentes em quantidades superiores a outras fontes
conhecidas na natureza e as ficobilinas podem fortalecer o
sistema imunoldgico, aumentando a resisténcia do
organismo humano contra doencas (Srivastava, 2008). A
Spirulina possui uma quantidade minima de lipidios,
constituidos principalmente de acidos graxos poli-
insaturados, como os acidos «a-linolénico, y-linolénico,
linoléico, esteariddnico, eicosapentaentico, docosahexaentico
e araquidonico (Babadzhanov et al., 2004; Ronda &
Lele, 2008; Plaza et al., 2009; Harun et al., 2010).

Com propriedades nutricionais e farmacéuticas, a
Spirulina é tratada como um produto nutracéutico
(Srivastava, 2008). Entretanto, de acordo com Gantar &
Svircev (2008), a comercializagdo de biomassa de Spirulina
sob a forma desidratada deve ser avaliada quanto a
toxicidade e aos efeitos do uso prolongado. Além disso,
como as condicdes de cultivo determinam guais compostos
serdo produzidos e em que quantidades, € preciso que
haja uma regulamentacdo sobre os produtos
comercializados com relacdo a sua composicdo para
assegurar a satisfagéo do consumidor.

Conduziu-se este trabalho, com o objetivo de andisar
avariagdo nos teores de -caroteno, por sua capacidade de
ser convertido em vitamina A, em diferentes marcas de
Soirulina comercializadas em cdpsulas como suplemento
alimentar e determinar as concentragdes de 3-caroteno na
biomassa de Spirulina platensis cultivada em laborat6rio
em diferentes condi¢des de luminosidade e temperatura.

MATERIAL E METODOS
Suplemento alimentar a base deSpirulina

Seis diferentes marcas de suplemento alimentar a
base de Spirulina maxima de fabricacdo naciona e uma
de S. platensis, cuja matéria-prima foi importada dos
Estados Unidos, foram adquiridas em lojas de produtos
naturais no mercado varejista de Fortaleza, Ceard, Brasil e
analisadas quanto ao teor de pB-caroteno. Os produtos
foram denominados A a G, para evitar aidentificacdo dos
fabricantes. O processo de fabricacdo desses produtos
envolve a desidratacdo da biomassa de Spirulina,
acondicionamento em capsulas com peso individual
variando de 250 mg a 400 mg e apresentacéo em embalagens
de 45 ou 90 unidades, dependendo do fabricante.

Spirulina platensis cultivada em laboratério

A biomassadamicroalga S platensis, cultivada no
Laboratdrio de Planctologia do Departamento de Engenharia
de Pesca da Universidade Federa do Ceard, foi obtida de
cultivos realizados a partir de um mesmo indculo sob duas
condic¢Bes diferentes de fotoperiodo e temperatura,
mantendo-se constante os demais parémetros. O cultivo
denominado SP,, foi realizado com fotoperiodo de 16 horas de
claro e 8 horas de escuro e temperatura ambiente de 24 + 2° C.
O outro cultivo, denominado SP,, foi realizado com
iluminac@o constante fornecida por uma |lampada
fluorescente de 40 W e temperaturaambientede 28 £ 2° C. A
biomassa Uimida, coletada dos dois cultivos, foi lavada com
agua destilada para eliminar o sal, congeladaa-21° C por 24
horas e, em seguida, liofilizada para obtencdo da matéria
seca, que foi analisada quanto ao teor de -caroteno.

Extracdo, saponificacdo e particdo dos car otendides

Trés porgdes de 1 g de cada um dos suplementos
dimentares comerciais a base de Spirulina e trés porcoes
de 0,1 g de Spirulina cultivada em laboratdrio (SP,, e SP,,)
foram pesadas separadamente. A extracdo foi realizada
em 10 mL de metanol:agua (90:10, v/v). Para a saponificacéo
dos lipidios, o materia foi homogeneizado com 5% de
hidréxido de potassio e levado ao banho-maria
(Thermomix ®18 BU) a70° C por 30 min. Depois de resfriados
atemperatura ambiente, os extratos foram centrifugados a
2.000 x g por 5 min. Apos a centrifugagdo, 1,5 mL de &gua
Milli-Q e 2,5 mL den-hexano foram adicionados a5 mL dos
extratos saponificados e deixados por 10 min em uma plataforma
misturadora. Os tubos foram deixados em repouso para
permitir a separagdo das fases. Volumes correspondentes a 1
mL da fase hexanica foram transferidos para tubos de ensaio,
e 0 solvente evaporado. O residuo de cada tubo foi entéo
suspenso em 2 mL de metanol e filtrado em membrana de
Chromafil® CA —45/25 S de 0,45, m, no momento da anélise
por cromatografialiquida de ata eficiéncia (CLAE).

Sistema cromatogr &fico

O sistema cromatogréafico consistiu em uma coluna
Waters Spherisorb S5 ODS 2 (4,6 x 250 mm) e uma fase movel
constituida de metanol:tetrahidrofurano (90:10, v/v),
bombeada a2 mL min? usando uma bomba (AKTAbasic 10,
modelo P-900, Amersham). Aliquotas de 100uL do residuo
suspenso em metanol foram injetadas manual mente, usando
um injetor de amostras Rheodyne 7210 (Hamilton Co.). O
monitor (AKTAbasic UV-900) foi gjustado em 450 nm, e 0s
cromatogramas foram registrados por meio do sistemade
controle Unicorn™, versdo 5.0.

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 35, n. 2, p. 386-391, mar./abr., 2011



388

ALENCAR, D.B. deet dl.

Célculo de s -caroteno e conver sdo em retinol equivalente
(RE)

Os teores de g -caroteno nos extratos foram
calculados considerando-se a relagéo entre a quantidade

area pico extrato microalga
area pico g — caroteno padréo

uggt=

Os cdl culos de RE foram procedidos considerando-
se que cada 1ugde B-caroteno corresponde a 0,167 w9 de
RE (Brasil, 2005).

Andlise estatistica

Todos os extratos foram preparados em triplicada e
cada extrato foi injetado trés vezes no cromatografo. Os
teores de S -caroteno nos extratos preparados com as
diferentes marcas de suplemento alimentar a base de
Spirulina foram submetidos a andlise de variancia
unifatorial, seguida do teste de Tukey, para comparacdo
das médias, ambos considerando um nivel de significancia
(o) =5%. Osteoresde 8 -caroteno nos extratos preparados
com as biomassas de Spirulina cultivadas em laboratério
foram comparados por meio do teste t de Student para
amostras independentes, também para o = 5%. A
comparagdo dos tempos de retencéo do padréo e dos
extratos foi feita pelo teste t de Student para dados
independentes. Todas as analises foram feitas com auxilio
do Programa BioEstat 4.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificacdo de S-caroteno nos extratos
preparados com os suplementos alimentares & base de
Sirulina e com a biomassade S. platensis cultivada em
laboratorio foi feita com base na curva padréo dos-caroteno

x ug B —caroteno padrao x fator dediluigdo x

de pB-caroteno injetada na coluna e as &reas dos picos
obtidas para o padrdo comercial de concentracéo
conhecida e para os extratos das microalgas, usando-se
formula abaixo. Os resultados foram expressos em ug g*
peso seco.

_ 19
peso microalga

comercial submetido a saponificagdo e a particdo. A
existéncia de correlacdo (r = 0,9988, p < 0,05) entre a &rea
do pico e a concentragdo (10 a 200 Q) de B-caroteno,
correspondente a aproximadamente 0,1 a2,0 xg nacoluna
(y = 1,88 +90,02x, n = 4), possibilitou sua quantificaco.

No presente trabalho, os tempos de retencdo do
/3-caroteno padrdo (10 .g mL™) e do composto considerado
S-caroteno cromatografado nos extratos das microalgas
foram, respectivamente, iguaisa 11,32 + 0,32 min (n = 14)
e 11,35 £ 0,33 min (n = 47), ndo existindo diferenca
estatisticamente significativa ( o= 5%). A identificagdo de
[ -caroteno nos extratos de Spirulina foi feita com base
no tempo de retencdo do padréo comercial.

Os teores de g -caroteno nos extratos dos
suplementos alimentares a base de Spirulina foram
inferiores aqueles observados nos de S. platensis cultivada
em laboratdrio (Tabelas 1 e 2).

Todas as marcas de suplemento alimentar, a base
de Spirulina, analisadas no presente trabal ho apresentaram
[ -caroteno, exceto a marca G. Os resultados foram
submetidos a andlise de variancia unifatorial (F = 143,24,
p < 0,0001) e ao teste de Tukey. Os teores méximo e minimo
foram encontrados nos extratos damarca D (14,570 pg g*
peso seco) e C (1,449 ug g peso seco), respectivamente,
observando-se uma variacdo da ordem de dez vezes entre
omaior e o menor valor. Tal variag8o pode estar associada

Tabela 1 — Teores de-caroteno (média + desvio padréo), nos extratos de diferentes marcas de suplementos alimentares
abase de Spirulina comercializados no mercado varegjista de Fortaleza, Ceara.

Suplementos alimentares

J3-caroteno
(1g g™ peso seco)

O>»mM™mTO

14,570 + 0,7782
7,614 + 0,399
7,494+ 0,784"
7,387 + 1,690
3,572 + 0,670°
1,449 + 0,326"

Letras minUsculas iguais indicam inexisténcia de diferenca estati sticamente significativa (p > 0,05) e letras mintscul as diferentes

indicam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Tabela 2 — Teores deg-caroteno (média + desvio padréo), nos extratos de Spirulina platensis cultivada sob condi¢des

controladas em laboratorio.

Extratos p-caroteno
(ng g™ peso seco)
SP,, 202,681 + 24,626°
SPsg 148,748 + 34,746°

Letras mindsculas diferentes indicam diferenca estati sticamente significativa (p = 0,0056).

ao fato de que a colheita, manipulacéo e/ou estocagem da
matéria-prima, bem como o processo de preparagao,
também podem interferir na quantidade de
carotendides presentes no material analisado
(Rodriguez-Amaya, 2000). Além disso, a composi¢éo e
a distribuicdo dos carotendides nos vegetais sao
irregulares e af etadas por fatores como estagio do ciclo
de vida, clima e/ou condic¢fes de producéo (Campos &
Rosado, 2005). Por exemplo, a concentracdo de nitrato no
meio de cultura da microalga verde Muriellopsis sp.
favorece a acumulacao de luteina (Del Campo et al., 2000).
O incremento na producéo de g-caroteno e luteina a partir
da microalga verde Dunaliella salina é determinado pelas
condigdes fisico-quimicas como pH, oxigénio, irradiagdo
e temperatura do cultivo (Lamers et al., 2008).

Neste trabalho, os teores de g -caroteno
encontrados nos extratos preparados com a biomassa de
Spirulina cultivada em condi¢Bes de temperatura e
luminosidade diferentes apresentaram diferenca
estatisticamente significativa: SP,, (202,681 + 24,626 19 g*
peso seco) e SP,, (148,748 + 34,746 40 g™ peso seco). Como
esses fatores fisicos influenciam na producéo de
S -caroteno, era de se esperar que as microalgas cultivadas
em temperaturas mais el evadas e sob iluminagdo constante
a28° C (SP,,) apresentassem maior teor de3-caroteno
tendo em vista que sua fungdo nas algas € proteger o
aparelho fotossintético contra a fotoxidagdo e os raios
ultravioleta desencadeados por qualquer excesso de luz
(Britton et al., 1995; Havaux, 1998). Interessantemente,
nessas condig¢des o teor de g -caroteno correspondeu
a 73,4% daquele registrado no cultivo a 24° C com
fotoperiodo (SP,,).

Mais do que um suplemento dimentar saudave, o
consumo de Spirulina promete beneficios a saide do
consumidor. Esta microalgatem sido considerada umavaliosa
fonte de vitamina A, tendo em vista que, de acordo com Wang
et a. (2008), a biodisponibilidade dos carotenos encontrados
naSpirulina é muito semelhante aguela de carotenos obtidos
de outras fontes como, por exemplo, cenoura e vegetais
folhosos, sugerindo que esta microalga apresenta grande
potencial como fonte dietéria de pré-vitamina A.

De acordo com a quantidade de um determinado
nutriente presente em um alimento, ele pode ser classificado
como fonte excelente ou fonte Util. Essa classificacéo
considera a participacdo do referido nutriente naingestdo
didria recomendada (IDR). No caso da vitamina A, cuja
IDR (Brasil, 2005) é igual a 600 «q retinol equivalente (RE),
para ser fonte excelente, um alimento deve fornecer 3009
RE ou 50% da | DR; enquanto para ser fonte (til, ele deve
ser responsavel por 90 29 RE ou 15% da IDR.

Com base na quantidade de RE (g g*) estimadaa
partir do teor de 3 -caroteno (Tabela 3), o consumo diario
de porgOes desidratadas de 9,0 g de SP,, ou 12,6 g de SP,,
forneceriam aproximadamente 50% da IDR, o que permitiria
classifica-las como fontes excelentes de vitamina A.
Entretanto, para classifica-las como fontes Uteis, as
porgGes seriam reduzidas para2,7 g (SP,,) € 3,9 g (SP,,).
Para que os suplementos alimentares a base de Spirulina
fossem considerados fontes excelentes ou fontes Uteis,
seria necessario 0 consumo diario de 123,6 g ou 37,6 g
(marca D) e de 1.283,4 g ou 385,0 g (marca C),
respectivamente, 0 que ndo seriarazoavel propor a nenhum
consumidor. SO para se ter uma ideia, os suplementos
alimentares a base de Spirulina sdo tao pobres com relagdo
a0 teor de S-caroteno, que namelhor das hipdteses seria
necessaria aingestéo diéria de 94 cpsulas de 400 mg para
que o produto da marca D fosse considerado uma fonte
util de vitamina A, quantidade muitas vezes superior a
recomendacdo de consumo dos fabricantes.

O teor de g-caroteno em Spirulina fusiformis
possihilitou classifica-la como fonte Util ou excelente
de vitamina A quando consumidas porcdes didrias da
microalga desidratada de 29 mg ou 96 mg,
respectivamente (Kandlakunta et al., 2008). A microalga
verde Dunaliella salina apresentou 1,4 mg S-caroteno g*
alga liofilizada (Denery et al., 2004); nesse caso, O
consumo diario de cercade 2 g daalgaliofilizada seria
suficiente parafornecer 50% da IDR, o que a classificaria
como fonte excelente de vitamina A.

Embora existam muitos trabal hos sobre os possiveis
efeitos benéficos da Spirulina, outros ainda séo
necessarios para que algumas questdes sejam esclarecidas.
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Tabela 3 — Retinol equivalente e quantidade de consumo diério para classificar Spirulina em fonte excelente ou Util de

vitamina A.
Spirulina Retinol equivalente Porcéo (g) Porgéo,(g)
(1g g™ peso seco) Fonte excelente Fonte util
D 2,433+ 0,130 123,6 37,6
F 1,272 + 0,067 236,4 70,9
B 1,252 + 0,131 2419 72,6
E 1,234+ 0,167 254,5 76,4
A 0,597 + 0,112 520,4 156,1
C 0,242 + 0,055 1.2834 385,0
G NQ - -
SPy, 33,848+ 4,113 9,0 2,7
SPag 24,841 + 5,803 12,6 3,9

NQ: N&o Quantificado.

Talvez ainsuficiéncia de informacfes consistentes se deva
em grande parte a caréncia de padrdes de qualidade da
Spirulina como matéria-prima. Mesmo na China, que é o
maior produtor mundial de Spirulina, existe uma
preocupacdo generalizada, sobre a falta de defini¢do de
critérios de padronizagéo e garantia da qualidade na
produco dessamicroalga (Lee, 1997; Li & Qi, 1997).

CONCLUSOES

As variagdes nos teores de Scaroteno encontradas
nos extratos dos suplementos alimentares a base de
Spirulina e naqueles de S. platensis cultivada em laboratério
confirmam a necessidade de padronizacdo desde o cultivo
da microalga até a fabricacao desses produtos.
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