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CAPITULO I -2

RESUMO

C-ficocianina (C-FC) é uma ficobiliproteina, de cor natural azul, com diversas aplica¢cGes na
indistria alimenticia, farmacéutica e biomédica, dependendo do seu grau especifico de
pureza, que pode variar de 0,7 a 4,0, com respectivo aumento de seu valor comercial. Essa
pureza é alcancada atraves de diversas técnicas de purificacdo, que podem ser aplicadas em
diferentes sequéncias. Um destes processos de purificacdo de proteinas baseia-se na
cromatografia de troca idnica, que utiliza trocadores que adsorvem as proteinas como
resultado de interacdes idnicas entre a superficie da proteina e o trocador. Resinas e colunas
de leito expandido podem ser utilizadas para aumentar a produtividade dessa técnica. E
fundamental conhecer o perfil do processo de adsorcdo, para melhor aplica-lo como
ferramenta para o design e otimizacdo de parametros operacionais. Outra tecnologia para o
tratamento de biomoléculas é a ultrafiltracdo. Esta técnica é aplicAvel em larga escala,
apresenta baixa complexidade de aplicacdo e pode ser realizada em condigdes brandas,
minimizando o dano para o produto. Para aumentar a estabilidade da C-FC, e facilitar a sua
aplicacdo, podem ser avaliadas técnicas recentes, ndo exploradas para este fim, como as
nanofibras obtidas através do processo de electrospinning. Estas fibras possuem uma area
superficial especifica extremamente elevada devido a seu pequeno didmetro. O objetivo deste
trabalho foi avaliar pardmetros de adsorcdo e diferentes técnicas para purificacdo de C-
ficocianina de Spirulina platensis e obter nanofibras poliméricas incorporadas de C-
ficocianina. O trabalho foi dividido em quatro artigos. No primeiro artigo, foram avaliados os
parametros e as isotermas de adsorcdo de C-ficocianina em resina de troca idnica para leito
expandido Streamline® DEAE. Verificou-se que o maior coeficiente de particdo foi obtido em
pH 7,5, nas temperaturas de 15 e 25 °C. As isotermas de adsor¢do da C-ficocianina foram
bem representadas pelos modelos de Langmuir, de Freundlich e de Langmuir-Freundlich,
sendo os valores estimados para Qm e Ky obtidos pela isoterma de Langmuir foram,
respectivamente, 33,92 mg.mL™ e 0,123 mg.mL™ respectivamente. No segundo artigo foi
avaliada a purificacdo de C-FC até grau alimentar, utilizando ultrafiltracdo (UF). Com a
membrana de 50 kDa, identificou-se que somente a temperatura e a aplicacdo de diferentes
ciclos de diafiltracdo (DF) causaram influéncia significativa sobre a purificacdo e recuperacao
da C-ficocianina. Foram entdo aplicados 0 aumento gradativo da quantidade de ciclos, e a
diafiltracdo previamente a ultrafiltracdo (DF/UF), onde obteve-se um extrato de C-ficocianina
com pureza de 0,95. No terceiro artigo foram propostos processos de purificagéo, envolvendo
a utilizacdo das diferentes técnicas para obtencdo de C-FC com diferentes purezas.
Determinou-se que a partir de cromatografia de troca ibnica em leito fixo seguido de DF/UF,
obtém-se C-FC para uso em cosmeéticos e a partir de precipitacdo com sulfato de aménio, e
DF/UF obtéem-se C-FC para uso em biomarcadores. Com uma sequéncia de precipitacdo com
sulfato de aménio, DF/UF e cromatografia de troca i6nica em leito fixo chega-se a C-FC de
grau analitico. No ultimo artigo, C-FC foi incorporada a nanofibras de 6xido de polietileno
(PEO) através de processo de electrospinning. Foram determinadas a condutividade da
solucdo de C-FC/PEO, a estrutura e comportamento termogravimeétrico das nanofibras
formadas. Solucdes de polimeros com concentracao de 6 e 8% proporcionaram a formacao de
nanofibras com didmetro médio inferior a 800 nm, homogéneas, sem a presencga de gotas. A
analise termogravimétrica identificou aumento na resisténcia térmica da C-FC incorporada
nas fibras.
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ABSTRACT

C-phycocyanin is a phycobiliprotein, of a natural blue color, which has several applications in
food, pharmaceutical and biomedical industries. Depending on its specific purity level, which
can vary from 0.7 to 4.0, its commercial value can be increased. This purity is achieved
through various purification techniques, that can be applied in different sequences. One of
these processes, protein purification based on ion exchange chromatography, uses exchangers
to adsorb proteins as a result of ionic interactions between the protein surface and the
exchanger. Expanded bed resins and columns can be utilized to increase the productivity of
this technique. It is essential to determine the profile of the adsorption process, to improve it
as a tool for design and optimization operating parameters. Another technology for
biomolecule treatment is ultrafiltration. This technique is applicable in a large scale, has easy
implementation and can be performed under mild conditions, minimizing damage to product.
Among all the forms that would enable better implementation and greater stability of the C-
PC, electrospun nanofibers have not yet been evaluated. These fibers have an extremely high
specific surface area due to their small diameter. This study aims to evaluate adsorption
parameters and different techniques for purification of C-phycocyanin from Spirulina
platensis and produce polymeric nanofibers containing C-phycocyanin. In the first article,
were evaluated the process parameters and C-phycocyanin adsorption isotherms in ion
exchange expanded bed resin Streamline DEAE. It has been found that the higher partition
coefficient occurred at pH 7.5, in 15 and 25 °C. The adsorption isotherms of C-phycocyanin
were found to follow the predictions made by the Langmuir, Freundlich and Langmuir-
Freundlich models, where the estimated values for Qn and Ky obtained from Langmuir
isotherm were, respectively, 33.92 mg.mL™ and 0.123 mg.mL™. In the second article, it has
been evaluated the C-PC purification to food grade, using ultrafiltration (UF) technique. With
the selected membrane of 50 kDa, it was found that only temperature and diafiltration cycles
(DF) caused significant influence on the purification and recovery of C-phycocyanin. Thus,
the gradual increase of applied cycles, and the diafiltration step were conducted prior to
ultrafiltration (DF/UF), which yielded an extract of C- phycocyanin with purity around 0.95.
In the third article, it has been evaluated different purification processes, with diverse
techniques, to obtain C-PC with different purity levels. It was determined that from fixed bed
ion exchange chromatography, followed by DF/UF, was obtained C-PC for cosmetics and
from precipitation with ammonium sulfate and DF/UF was obtained C-PC for use in
biomarkers. Through sequence precipitation with ammonium sulfate, DF/UF and fixed bed
ion exchange chromatography, was achieved analytical grade C-PC. In the last article, was
produced polyethylene oxide (PEO) nanofibers containing C-PC, through electrospinning
process. It has been determined the conductivity of C-PC/PEO solution, the structure by using
digital optical microscope and thermogravimetric analysis of formed nanofibers. Polymer
solutions with a concentration of 6 to 8% provided the formation of homogeneous nanofibers
with average diameter lower than 800 nm, without beads. Thermogravimetric analysis
identified an increase in the thermal resistance of C-PC incorporated in the fibers.

Keywords: C-phycocyanin, purification, isotherms, design, nanofibers, electrospinning.
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1 INTRODUCAO

C-ficocianina (C-FC) é um pigmento fotossintético do grupo das ficobiliproteinas,
presentes em cianobactérias, algas vermelhas e criptomonas. As ficobiliproteinas s&o
divididas em trés classes: ficoeritrinas, ficocianinas e aloficocianinas. A C-FC, além de ser
utilizada como corante em alimentos e cosméticos, estimula o sistema imunolégico, possui
diversas propriedades terapéuticas e auxilia no tratamento de diversas doengas (ERIKSEN,
2008; KAMBLE et al., 2013; MARTELLI et al., 2014; NAGARAJ et al., 2012; OU et al.,
2013; PUMAS et al., 2011). Também pode ser utilizada como tragador bioquimico em
imunoensaios, microscopia e citometria em funcéo de suas propriedades fluorescentes. Dentre
as fontes existentes de C-FC, a cianobactéria Spirulina platensis recebe destaque, uma vez
que a C-FC pode constituir até 20% em peso seco do conteudo total de proteina deste micro-
organismo (VONSHAK, 2002), sendo a ficobiliproteina mais abundante na S. platensis.

O custo da C-ficocianina de grau alimentar (pureza maior do que 0,7) é de cerca
de US$ 0,35 por grama, enquanto que o custo de grau analitico (pureza superior a 4,0) chega a
US$ 4.500,00 por grama (DELHI NUTRACEUTICALS, 2014). A chave para a purificacdo
bem sucedida de proteinas é selecionar as técnicas mais apropriadas, otimizar o seu
desempenho para atender as necessidades, e combina-los de maneira l6gica para maximizar o
rendimento e minimizar o numero de etapas necessarias. Dependendo do grau de pureza
requerido para o produto, a complexidade do processo de purificagédo pode chegar a um custo
de até 80% do total do produto (PESSOA; KILIKIAN, 2005).

A pureza para C-ficocianina é dada pela relacdo entre a absor¢cdo maxima visivel a
620 nm e a absorcdo a 280 nm. Quando esta razdo é superior a 4,0, este bioproduto
apresenta grau analitico, no entanto, quando este valor é superior a 0,7, 0 mesmo pode ser
utilizado como um biocorante na industria de alimentos e cosméticos (ABALDE et al., 1998;
PATIL et al., 2006). Romay et al. (2003) constataram que a C-FC purificada apresenta
potencial efeito cito e tecido-protetor, anti-inflamatorio e efeitos terapéuticos.

Com o tempo, foi desenvolvido grande diversidade de técnicas que exploram as
diferencas nas propriedades fisicas e quimicas de compostos de interesse, com o objetivo de
possibilitar a sua separa¢do de outros compostos, ou seja, sua purificagdo (WILSON et al.,
2000). A purificagdo de um produto biotecnolégico envolve em geral as etapas de
precipitacdo, centrifugagdo, ultrafiltracdo, sistema aquoso bifasico, ou a combinagdo destes
(LING et al., 2004), seguidos de uma ou mais etapas cromatograficas, como principalmente

cromatografia de troca idnica, de afinidade, de interacdo hidrofébica ou de adsor¢do. A
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finalizacdo geralmente é realizada com etapa de filtracdo em gel, secagem, cristalizacdo ou
liofilizag&o do produto de interesse (PESSOA; KILIKIAN, 2005).

Diferentes métodos ja foram propostos para a purificagdo de C-FC, como:
precipitacdo (SILVA et al., 2009), sistema aquoso bifasico (ANTELO et al., 2010), separacéo
por membranas (CHAIKLAHAN et al., 2011), e os mais utilizados que sdo os métodos
cromatogréaficos em coluna de leito fixo (MORAES; KALIL, 2009; SILVEIRA et al., 2008) e
de leito expandido (BERMEJO; RAMOQOS, 2012; MORAES et al., 2011). Muitos estudos
aplicam diferentes combinacfes de vérias técnicas de purificagdo (MORAES; BURKERT;
KALIL, 2010; RAMOS et al., 2010; SONG; ZHAO; WANG, 2013).

Apesar dos varios estudos apresentados sobre purificagdo de C-FC, ainda é
necessario um aprofundamento no estudo do comportamento da adsorcéo de C-FC por resina
de troca ionica Streamline DEAE para leito expandido, assim como a aplicacdo de extrato
bruto contendo células, utilizando esta resina. Nao foi encontrado na literatura também,
estudos detalhados sobre a aplicacdo de ultrafiltragdo no modo convencional, avaliando-se
diferentes condigOes de processo. Tendo em vista estas observagdes, torna-se interessante
também avaliar um esquema de processo para purificagdo da C-FC envolvendo estas técnicas
em diferentes sequéncias, possibilitando a obtencdo de extratos com diferentes graus de
pureza.

A liberacdo controlada é um processo eficiente de aplicagdo de biocompostos na
terapia médica. Ela pode equilibrar a cinética de liberacdo, minimizar os efeitos de toxicidade
e colaterais (YIH; AL-FANDI, 2006). Como um portador potencial de transporte de
biocompostos, nanofibras obtidas por electrospinning tém demonstrado muitas vantagens.
Apresenta facilidade de incorporaragéo do produto, e a alta tensdo aplicada no processo nao
causa danos e tem pouca influéncia sobre a atividade do biocomposto. A elevada area
superficial especifica e curta extensdo do trecho de difusdo proporcionam ao sistema de
nanofibras uma taxa de liberagdo maior do que a de material a granel (filme, por exemplo)
(FANG et al., 2008).

Estudos demonstram que a C-ficocianina pode ser facilmente degradada sob
condigdes adversas, incluindo o trato gastreintestinal (ANTELO; COSTA; KALIL, 2008;
MARTELLI et al., 2014; ROMAY et al., 2003), necessitando assim de um sistema protetor
para garantir a sua total utilizagdo. N&o foram encontrados até o- desenvolvimento deste
trabalho estudos sobre a producdo de nanofibras com a presenca de ficobiliproteinas

originarias de cianobactérias.
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Considerando o que foi exposto anteriormente e tendo em vista a infraestrutura
que a FURG disponibiliza para a producdo da cianobactéria Spirulina platensis, a experiéncia
e reconhecimento do grupo de pesquisa de recuperagdo e purificagdo de Bioprodutos do
Programa de Pés-graduacdo em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, este trabalho de tese visa
ampliar os estudos sobre processos de purificagdo de um produto de alto valor agregado,
assim como inovar na forma de apresentacdo deste bioproduto para ser utilizado nas inddstrias
de alimentos e biotecnoldgicas, valendo-se da implementacdo de nanotecnologia, que estd em

ampla ascensdo no mercado de pesquisa e desenvolvimento.

1.1  Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar parametros de adsorcdo e diferentes técnicas para purificagdo de C-
ficocianina de Spirulina platensis LEB 52 e obter nanofibras poliméricas incorporadas de C-

ficocianina.

1.1.2 Objetivos especificos

e Estudar o processo de adsorcéo de extrato de C-ficocianina em resina de troca idnica
Streamline DEAE em reator de mistura;

e Determinar as melhores condi¢cdes (membrana, pH, temperatura, presséo e aplicagéo
de ciclos de diafiltracdo) para concentracdo e purificagdo de C-ficocianina utilizando a
técnica de ultrafiltrag&o;

e Estabelecer a melhor sequéncia a ser utilizada na purificagdo e recuperacdo de C-
ficocianina de diferentes graus de pureza para diversas aplicagdes;

e Obter nanofibras de 6xido de polietileno, incorporadas de C-ficocianina e avaliar suas

caracteristicas microscépicas e termogravimétricas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Ficobiliproteinas

Ficobiliproteinas (FBP’s) sdo proteinas de cadeia aberta com grupos prostéticos
tetrapirrolicos chamado bilinas, ligados aos residuos especificos de cisteina nas apoproteinas
(MACCOLL, 1998). Elas formam complexos antena coletores de luz (ficobilissomas) e agem
como pigmentos fotossintéticos acessorios em cianobactérias e algas vermelhas (GANTT,
1981). Séo encontradas em cianobactérias e algas vermelhas e podem ser subdivididas em
quatro grupos principais com base em seu espectro de absorgéo: ficocianina (C-FC - Amax =
620 nm), aloficocianina (AFC - Amax = 650 nm), ficoeritrina (FE - Amax = 565 nm) e
aloficocianina B (Amax = 670 nm) (YAMANAKA; GLAZER; WILLIAMS, 1978).

As principais aplicac6es das ficobiliproteinas séo como marcadores fluorescentes
das células e macromoléculas na pesquisa biomédica, diagndstica, terapéutica e técnicas
altamente sensiveis de fluorescéncia (GLAZER, 1994). Apresentam também potencial como
corantes naturais para uso em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos,
particularmente como substitutos para os corantes sintéticos, que sdo geralmente tdxicos ou
inseguros (SINGH; KATE; BANERJEE, 2005). Além disso, as ficobiliproteinas tém sido
descritas como fortes antioxidantes (BHAT; MADYASTHA, 2000; ESTRADA; BESCOS;
DEL FRESNO, 2001; GE et al., 2006; HIRATA et al., 2000; PUMAS et al., 2011). Portanto,
as FBP’s apresentam elevado potencial de utilizagdo como substancias bioativas. FBP’s
comerciais sdo produzidas a partir de algas, incluindo ficocianina da cianobactéria
Arthrospira (Spirulina) e ficoeritrina de Porphyridium rhodophyta (SPOLAORE et al., 2006).
Dentre as fontes existentes deste biocorante, a cianobactéria Spirulina platensis recebe
destaque, uma vez que a C-ficocianina pode constituir até 20% em peso seco das proteinas
totais deste microrganismo (VONSHAK, 2002).

2.2 C-ficocianina

C-ficocianina é a ficobiliproteina mais abundante na Spirulina platensis. Esta
biliproteina fluorescente de cor azulada proveniente de algas foi relatada pela primeira vez em
1928 por Lemberg (OHEOCHA, 1963). Tem maximo de absorcéo visivel entre 615 e 620 nm
e maximo de emissdo de fluorescéncia em ~ 650 nm. Seu peso molecular varia entre 60.000 e
240.000 Daltons (BENNETT; BOGORAD, 1971). C-FC é composta por uma apoproteina



CAPITULO Il - 13

ligada a uma ficocianobilina (croméforo) por uma ligagdo tioéter, e a por¢do de proteina €
constituida por subunidades a e [ de pesos moleculares na faixa de 18 e 20 kDa,
respectivamente e apresenta ponto isoelétrico entre 4,6 e 52 (ABALDE et al., 1998;
SANTIAGO-SANTOS et al., 2004).

As duas subunidades formam monémeros af, agregados em trimeros (af)s e
posteriormente em hexameros (af)s em forma de disco, a unidade funcional da C-FC. A
quantidade relativa de cada espécie tem sido relatada como funcdo do pH, forca idnica,
temperatura e concentragdo de proteinas (BERNS, 1970). As estruturas cristalinas da C-FC a
partir de diversas cianobactérias e rodoficeas ja foram elucidadas. Todas elas mostram essa
organizacdo global dos complexos C-FC com apenas pequenas variagdes espécie-dependentes
(ADIR; DOBROVETSKY; LERNER, 2001; CONTRERAS-MARTEL et al., 2007; NIELD et
al., 2003; PADYANA; RAMAKUMAR, 2006; STEC; TROXLER; TEETER, 1999).

A C-FC é solavel em 4agua, fortemente fluorescente e tem propriedades
antioxidantes (ABALDE et al., 1998) e sua coloragdo azul da C-FC, juntamente com a
clorofila, que possui coloragdo verde, sdo as responsaveis pela coloracdo verde-azulada das
cianobactérias (MINKOVA et al., 2003).

Quando purificada, a C-ficocianina apresenta potencial como agente terapéutico
em doencas oxidativas induzidas pelo stress causadoras de dano ao DNA (BHAT,;
MADYASTHA, 2001), e como marcador fluorescente em pesquisa biomédica (ERIKSEN,
2008). Além disso, exibe atividade antioxidante contra radicais hidroxil (ESTRADA,;
BESCOS; DEL FRESNO, 2001), radicais peréxidos (BHAT; MADYASTHA, 2000) e
radicais DPPH (GANTAR et al., 2012), e tem sido utilizada como agente antitumoral e anti-
inflamatério (REDDY et al., 2003; ZHANG et al., 2011), com capacidade hepatoprotetora
(NAGARAJ et al.,, 2012) e potencial contra diabetes (OU et al., 2013) e hipertenséo
(ICHIMURA et al., 2013).

A pureza da C-FC é geralmente avaliada usando a razdo de absorvancia em 620
nm, em que ocorre a absor¢do maxima da C-ficocianina, pela absorvancia a 280 nm, que
corresponde as proteinas totais (LIU; JIANG; JONSSON, 2005). A C-ficocianina de pureza
0,7 é considerada de grau alimentar, 3,9 é de grau reativo e maior do que 4,0 é de grau
analitico (RITO-PALOMARES; NUNEZ; AMADOR, 2001). Comercialmente, a C-
ficocianina é vendida com os graus de pureza 0,75-1,5, 1,5-2,5. 2,5-3,5 e 4. A equag&o para 0
calculo da concentragdo de C-ficocianina foi obtida a partir de uma relagdo, obtida por
Bennett e Bogorad (1973), entre os coeficientes de extingdo das ficobiliproteinas presentes

nas cianobactérias, no comprimento de onda onde apresentam méaxima absorcéo.
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2.3  Recuperagdo e purificacdo de proteinas

A utilizagéo da biotecnologia tende a gerar uma grande variedade de produtos a
partir do mesmo processo. Esta diversidade possibilita um grande espectro de métodos de
separacdo de bioprodutos, que podem ser empregados para que se atinja um produto de
acordo com os graus requeridos de concentragdo e pureza. A escolha e a sequéncia das
técnicas de separacdo a serem utilizadas sdo muito importantes, a fim de minimizar as perdas
e aumentar o rendimento nas multiplas operac6es. VVarios metodos de separacdo de proteinas
baseiam-se nas diferencas das propriedades fisicas, quimicas e funcionais. As principais
propriedades exploradas sdo cargas, tamanho, hidrofobicidade, hidrofilicidade, forma e
funcdo (BELTER; CUSSLER; HU, 1988).

A recuperagéo e purificagdo de bioprodutos (downstream process) engloba todas
as etapas do processo, desde a extracdo celular até o produto final purificado. Na maioria dos
casos, para uma purificacdo eficiente, devem ser utilizadas diferentes operagdes unitérias no
mesmo processo (JUNGBAUER, 2013). O maior objetivo das técnicas de downstream
processing tem sido o desenvolvimento das operacdes unitérias que combinem alta eficiéncia,
mas a0 mesmo tempo reduza o numero de etapas necessarias para concentrar e/ou purificar
até determinado grau a molécula alvo (PESSOA,; KILIKIAN, 2005).

No inicio da purificacdo, a proteina alvo pode ser 0 menor componente entre
milhdes de outras proteinas e contaminantes. Assim, para que uma purificacdo seja bem
sucedida deve-se seguir algumas regras, tais como: ser um processo simples; evitar técnicas
dispendiosas; otimizar cada etapa envolvida no processo; usar técnicas e materiais viaveis;
escrever 0s métodos antes de comecar; manter anotacdes sobre os rendimentos de cada etapa;
ter sempre em mente o objetivo final, seja ele alto rendimento, alta pureza e/ou
reprodutibilidade, e é também de grande importéncia o conhecimento da estrutura, fungéo e
propriedades da proteina alvo para montar uma estratégia correta de purificacdo (ROE, 2001).

O grande desafio do processo de purificacdo de proteinas é encontrar as melhores
estratégias e a adequacdo da metodologia para a escala de produgdo pretendida, garantindo
que o produto final tenha todas as caracteristicas necessarias para o seu uso (MILNE, 2011).
A purificagdo convencional de qualquer produto biotecnoldgico envolve, tradicionalmente, as
etapas de precipitacdo, centrifugacdo, ultrafiltracdo, sistema aquoso bifasico, ou a combinacéo
das mesmas (LING et al.,, 2004), seguidos de uma ou mais etapas cromatograficas,
principalmente cromatografia de troca iénica, de afinidade, de interagdo hidrofébica ou de
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adsorcdo. A finalizagdo geralmente é feita com uma etapa de filtragdo em gel, secagem,
cristalizagéo ou liofilizacdo do produto de interesse (PESSOA,; KILIKIAN, 2005).

2.4  Cromatografia de troca idnica

A cromatografia € o método de separacdo mais amplamente utilizado nos
laboratérios que trabalham com algum tipo de quimica, onde é utilizada na analise, no
isolamento e na purificagdo, e que é comumente utilizada industrialmente como um
componente da producdo em pequena e larga escala. Esta técnica é essencialmente um
método fisico de separacdo em que 0s componentes de uma mistura sdo separados pela sua
distribuicdo entre duas fases, uma das quais permanece estacionaria, enquanto a outra elui
entre o0s intersticios ou sobre a superficie da fase estacionaria (FE). O movimento da fase
madvel (FM) resulta na migragdo diferencial dos componentes da amostra (POOLE, 2000).

A cromatografia pode ser dividida em dois grandes grupos: liquida e gasosa,
sendo a liquida a de interesse para a purificacdo de metabdlitos celulares. Na cromatografia
liquida, a caracteristica molecular mais comumente explorada em separac¢des sdo o tamanho,
as propriedades i6nicas e hidrofobicas bem como certas interacfes bioespecificas (FREITAG;
HORVATH, 1996; PESSOA; KILIKIAN, 2005).

Segundo Jungbauer (2005) ha sete principios cromatograficos empregados em
biomoléculas. Os principios de acdo sdo a cromatografia de adsorcéo, cromatografia de troca
ibnica, cromatografia de exclusdo molecular, também chamada de permeacdo em gel,
cromatografia de interagcdo hidrofobica, cromatografia de fase normal e cromatografia de fase
reversa. Dentre essas, recebe destaque a cromatografia de troca inica, devido a sua ampla
aplicabilidade, seu alto poder de resolugéo, sua alta capacidade e sua simplicidade e facilidade
de controle (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2002).

Na cromatografia por troca idnica, a solugdo contendo o composto desejado passa
através da coluna contendo a resina trocadora. A proteina ficara ligada a resina através de
forcas eletrostaticas. Apds a coluna é lavada com um tampdo de forga idnica maior, causando
a liberacdo de proteinas fracamente ligadas, seguido da liberacdo das moléculas firmemente
ligadas, permitindo sua separacdo. Os eluentes obtidos por lavagem sdo coletados em
pequenas fragdes sob diferentes condigbes. E uma técnica amplamente utilizada em
biosseparacbes de peptideos, proteinas, &cidos nucléicos e biopolimeros que tenham
moléculas quimicas ionizaveis tornando-as suscetiveis a aumento ou reversdo das cargas em
funcédo do pH (BAILEY; OLLIS, 1986).
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Esta técnica envolve a adsorcdo da biomolécula a grupos carregados da resina,
seguida de sua eluigdo com fracionamento. Biomoléculas carregam grupos ionizados em sua
superficie, devido principalmente aos residuos de amino&cidos. O balanco de cargas positivas
e negativas depende das quantidades relativas desses grupos carregados e isso varia com o
pH. Quando estdo em igual nimero, tem-se o Pl (ponto isoelétrico). No pH acima do Pl a
biomolécula possui uma carga negativa e abaixo uma carga positiva. O pH pode ser ajustado
para regular o grau de adsor¢do da biomolécula pela resina. Uma unidade de pH acima ou
abaixo do pl deve ser utilizada para facilitar a adsor¢do. A eluicdo normalmente é mais
eficiente quando feita através de um gradiente linear, em que o pH ou a forca idnica sofre
mudanca continua (PESSOA; KILIKIAN, 2005).

A maioria dos experimentos de troca idnica é feito em cinco etapas principais: a
primeira fase é o equilibrio no qual o trocador i6nico é conduzido a um estado inicial, em
termos de pH e forca ibnica, que permite a ligacdo das moléculas desejadas de soluto. O
segundo estagio € a aplicagdo da amostra e adsorcdo, no qual as moléculas de soluto
conduzem a carga apropriada a substituir os ions contidos e conduzem reversivelmente para o
gel. No terceiro estagio, as moléculas sdo removidas da coluna por troca através de condicbes
de eluicdo desfavoraveis para conducdo ibnica das moléculas do soluto. Isto normalmente
envolve um aumento na forga ibnica do tampé&o de eluigdo ou troca de pH. O quarto e quinto
estagios sdo a remocdo, da coluna, de substancias ndo eluidas sob condigdes experimentais
prévias e o re-equilibrio para as condigdes iniciais para uma proxima purificacdo
(AMERSHAM BIOSCIENCES, 2002).

Existem dois tipos de trocadores idnicos. Um deles é o trocador catibnico, onde o
adsorvente € negativamente carregado. Este é usado para separar proteinas positivamente
carregadas, predominantemente a pH abaixo do seu ponto isoelétrico. O outro modo € o
trocador anibnico, onde o adsorvente é positivamente carregado. Se a carga do trocador
ibnico varia com o pH durante a operacdo, o trocador é dito fraco (ROE, 2001).

A cromatografia de troca idnica é a técnica mais usada para purificacdo de
proteinas e normalmente é a primeira op¢do no desenvolvimento de processo de bioseparacéo
(AHAMED et al., 2007). Tem sido utilizada com sucesso na purificagdo de produtos como as
enzimas [-galactosidase (MEDEIROS; BURKERT; KALIL, 2012), inulinase (KALIL et al.,
2010), amiloglicosidase (MANERA et al., 2008), polifenoloxidase (PALMA-OROZCO et al.,
2011), peroxidase (ZIA et al.,, 2011) e pigmentos como C-ficocianina (SILVEIRA et al.,
2008) e antocianinas (HE; GIUSTI, 2011) entre outros.
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2.5  Cromatografia em leito expandido

A recuperacao de produtos provenientes de bioprocessos liquidos € uma operacéo
de vaérias etapas que se destinam primeiramente a remocgdo de detritos sélidos, tais como
células inteiras ou que se desintegraram (GHOSE; CHASE, 2000). Cromatografia em leito
expandido permite integrar separacdo solido-liquido, reducdo de volume por adsorcdo de
proteinas e purificacdo parcial em uma operacdo, sem comprometer a eficiéncia de separacao,
economizando tempo e reduzindo custos (ANSPACH et al., 1999).

Processos de cromatografia em leito expandido utilizam adsorventes
especialmente concebidos, expandidos na coluna com uma fase ascendente de liquido,
apresentando leito fluidizado perfeitamente classificado (HJORTH, 1997). Comparado com
operagdo em leito empacotado, o leito expandido evita as deficiéncias pela pequena
porosidade do leito, adequado para operagdo em alto fluxo, com queda de presséo
relativamente baixa. Além disso, permite que as células e restos celulares atravessem sem
bloquear o leito, evitando a contaminacdo por essas particulas (PALSSON; AXELSSON;
LARSSON, 2001).

Apos o preenchimento da coluna com o adsorvente, uma distribuicdo aleatéria de
pequenas e grandes particulas é encontrada no leito sedimentado. A fim de alcancar a
distribuicdo de tamanho de particulas e densidades designadas pelo fabricante, a mistura
completa da suspensdo ¢ muito importante antes de coloca-lo na coluna, se o contetudo todo
ndo for utilizado. Caso contrério, a distribuicdo de tamanho das particulas seré diferente em
preenchimentos posteriores da coluna (ANSPACH et al., 1999).

O aumento na porosidade do leito proporcionado pela expanséo, permite que
pequenas particulas na fase mdvel passem através do leito expandido sem necessitar sua
prévia remogdo (XIA; LIN; YAO, 2007). A adsorcdo em leito expandido conceitualmente
apresenta uma série de vantagens sobre operacfes em leito empacotado para operacdo em
larga escala, particularmente por isolar e purificar bioprodutos de grandes volumes de extratos
brutos contendo material particulado (PAI et al., 1999). O uso de adsorventes com densidade
controlada permite obter um leito estavel, com cada particula mantendo uma posigéo discreta
no leito com pequeno movimento circular. Deste modo, este processo, comparado ao leito
fluidizado, apresenta maior capacidade de adsor¢do, com o leito expandido se comportando

como um reator tubular durante a aplicagéo da alimentagdo (SNOW, 1994).
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Diversos autores apresentam aplicacbes bem sucedidas do leito expandido para a
purificacdo de proteinas (BERMEJO et al., 2013; JOSE ARTOLOZAGA et al., 1998;
KALIL; MAUGERI-FILHO; RODRIGUES, 2005; MORAES et al., 2011; PAI et al., 1999).

2.6  Isotermas de adsorc¢ao

A capacidade de caracterizar com precisdo o equilibrio é importante em todos 0s
processos cromatograficos. O equilibrio de adsorcdo pode ser definido como um estado de
equilibrio dindmico, onde as taxas de adsor¢do e dessorcdo se equivalem (LANGMUIR,
1916). As isotermas de adsorcdo de proteinas fornecem as informagdes essenciais para o
design de separagdes cromatograficas de troca ibnica, que sdo processos tipicos para a
purificacdo de proteinas (LAN et al., 2001). Além das reacdes de troca ibnica, outras
interacGes como as hidrofobicas e de van der Waals também desempenham papel importante
no processo (LADIWALA et al., 2005). A adsor¢do de proteinas é influenciada por varios
fatores, tais como forga ibnica, pH, temperatura, massa molecular e cargas da superficie
(VANKOVA; ANTOSOVA; POLAKOVIC, 2007).

A técnica utilizada para gerar os dados de adsorgdo é a principio, bem simples,
pois uma quantidade conhecida do soluto é adicionada ao sistema contendo uma quantidade
conhecida de adsorvente. Considera-se que a diferenca entre a quantidade adicionada e a
remanescente na solucdo encontra-se adsorvida na superficie adsorvente (ALLEONI;
CAMARGO; CASAGRANDE, 1998).

Muitos modelos diferentes de isotermas, como o de Langmuir, Freundlich e de
Freundlich-Langmuir, tém sido propostos para a adsorcao de solutos em uma solugéo liquida
sobre uma superficie sélida. Esses modelos sdo usados para descrever a adsor¢do, sem no
entanto, fornecer informagdes sobre 0 mecanismo das reacgdes envolvidas (LAN et al., 2001).
Para cada isoterma, 0 eixo das abcissas representa a concentracdo de soluto na solucdo,
geralmente em massa de soluto por volume de solucdo, enquanto o eixo das ordenadas da a
concentracdo de soluto por massa de adsorvente.

A isoterma de adsorcdo de Langmuir foi originalmente desenvolvida para
descrever a adsorcéo de fase gasosa em carvéo ativado, tem sido tradicionalmente usada para
quantificar e contrastar o desempenho de diferentes biosorventes (LANGMUIR, 1916). Este
modelo empirico assume adsor¢cdo em monocamada (a camada adsorvida apresenta espessura
de uma molécula), com adsor¢do podendo ocorrer apenas em um ndmero finito (fixo) de
definidos sitios localizados, que sdo idénticos e equivalentes, sem interacdo lateral e com uma

barreira estérica entre as moléculas adsorvidas, mesmo em locais adjacentes
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(VIJAYARAGHAVAN et al.,, 2006). A isoterma de Langmuir indica uma adsorcdo
homogénea, onde cada molécula possui entalpia e energia de ativagdo de sorgdo constantes
(todos os sitios possuem igual afinidade pelo adsorbato) (KUNDU; GUPTA, 2006), sem
transmigracéo de adsorbato na superficie adsorvente (PEREZ-MARIN et al., 2007).

A isoterma de Freundlich (VIJAYARAGHAVAN et al., 2006) é a primeira
relacdo conhecida descrevendo a adsorcdo ndo-ideal e reversivel, ndo restrita a formacéo de
monocamada. Este modelo empirico pode ser aplicado para a adsorgdo em multicamada, com
distribuicdo ndo uniforme de energia de adsorcéo e afinidades sobre a superficie heterogénea
(ADAMSON, 1982). Quando desenvolvido, demonstrou que a concentracdo de adsorbato na
superficie do adsorvente aumenta com a concentracdo de adsorbato (AHMARUZZAMAN,
2008). Com isto, a quantidade adsorvida é a soma da adsor¢do em todos os sitios (cada um
com energia de ligacdo), com os sitios de ligacdo mais fortes sendo ocupados primeiro e a
energia de adsorcdo reduzindo exponencialmente até a conclusdo do processo de adsorcao
(CAPASSO et al., 2007).

A isoterma de Langmuir-Freundlich (SIPS, 1948) é uma forma combinada das
expressdes de Langmuir e Freundlich deduzida para prever os sistemas de adsorcdo
heterogéneos (GUNAY; ARSLANKAYA; TOSUN, 2007) e contornar a limitagcio da
concentracdo de adsorbato crescente associado ao modelo de Freundlich (FOO; HAMEED,
2010). Em baixas concentragdes para adsorcao, se reduz a isoterma de Freundlich, enquanto a
concentracdes elevadas prevé capacidade de adsor¢cdo em monocamada caracteristica da
isoterma de Langmuir. Como regra geral, os parametros da equacdo sdo essencialmente
conduzidos pelas condicbes de operagdo, tais como a alteracdo do pH, temperatura e
concentracdo (PEREZ-MARIN et al., 2007). Por analogia com as interagdes das mdaltiplas
ligagdes proteicas, € assumido que este modelo descreve bem a adsor¢do com cooperatividade
(SHARMA; AGARWAL, 2001). A cooperatividade pode ser atribuida as interacGes laterais
da molécula e depende da natureza da macromolécula e da presenga de multiplos grupos
funcionais, que normalmente produz multiplas interacbes com o adsorvente, além da forca
causada pelas interacOes laterais ou interagdes proteina-proteina que podem exercer influéncia
além da natureza heterogénea da adsor¢éo devido aos multiplos sitios de ligacdo (BRESOLIN
et al., 2013).

2.7  Separagdo por membranas
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Produtos biotecnoldgicos como antibidticos e proteinas, sdo produtos labeis e
sensiveis mesmo para condi¢cbes ndo muito drasticas de pH, temperatura, forca idnica,
solvente e tensdes. Parte desses problemas pode ser enfrentada, com relativo sucesso, com o
emprego dos chamados Processos de Separagcdo por Membrana (PSM) (PESSOA;
KILIKIAN, 2005).

Durante as Ultimas trés décadas, as membranas atrairam a atencdo de quimicos,
engenheiros quimicos e biotecnoldgicos, devido a seu principio de separagdo Unico, ou seja, 0
transporte seletivo e eficiente separacdo comparada com outras operagbes unitérias.
SeparacGes com membranas ndo requerem aditivos, e podem ser realizadas isotermicamente
em temperaturas baixas, com menor consumo de energia em comparagdo com outros
processos de separacdo térmica. Devido as propriedades Gnicas das membranas, 0 aumento e
reducéo de escala de processos de separagcdo por membranas, assim como a sua integracdo em
outros processos de separacao e reacgdo sao relativamente simples (SAXENA et al., 2009).

Entre os PSM, os mais empregados na area de biotecnologia, em particular na
concentracdo e na purificacdo de macromoléculas, sdo os que utilizam a diferenca de pressao
como forga motriz. Em razdo da natureza e do tipo de solutos e da presenca ou ndo de
particulas em suspensdo, membranas com diferentes tamanhos e distribuicdo de poros ou
mesmo densas sdo empregadas, caracterizando os processos conhecidos como Microfiltracao,
Ultrafiltracdo, Nanofiltracdo e Osmose Inversa (WIBISONO et al., 2014). Estes processos
podem ser entendidos como extensdo dos processos de filtragdo classica que empregam nessa
sequéncia, meios filtrantes (membranas) cada vez mais fechadas, ou seja, com poros cada vez
menores (PESSOA,; KILIKIAN, 2005).

As membranas tem importantes aplicacdes industriais, e diversos estudos
demostram a utilidade desta tecnologia, como por exemplo, purificacdo de agua, tratamento
de efluentes industriais, desidratacdo de solventes, recuperagdo de volateis orgéanicos,
concentracdo de proteinas (SAXENA et al., 2009), separacdo de substancias termolabeis,
desidratacdo de etanol, purificacdo de enzimas, fracionamento de proteinas, esterilizagdo de
meios de fermentacdo, biorreatores a membrana, concentracdo de leite, concentracdo de soro
de queijo, concentragdo de suco de fruta, clarificacdo e desalcoolizagdo de vinhos e cervejas
(HABERT, 2006).

A utilizacdo dos processos de separagdo com membranas apresenta como
vantagem suas condigdes de funcionamento brandas (isto é, relativamente baixas
temperaturas, baixas pressoes baixas, nenhuma mudanca de fase ou aditivos quimicos) que

garantem uma reduzida desnaturacdo, desativacdo e/ou degradacdo de produtos bioldgicos



CAPITULO Il - 21

altamente instaveis, tornando-os particularmente adequados para o processamento de
macromoléculas bioldgicas. Além disso, possui custo menor do que outros métodos de
separagdo e purificacdo como a cromatografia, além de ser de facil operacdo e alteracdo de
escala de trabalho (CUI, 2005).

No processo de separagdo com membranas, especialmente nos casos de
ultrafiltracdo e microfiltragdo, observa-se uma queda inicial do fluxo permeado com o tempo,
sendo que este decréscimo € ocasionado por fendmenos que limitam o transporte de solventes
tais como a polarizagdo da concentracdo, camada polarizada e a incrustacdo (fouling). Os
fenbmenos sdo devido a presenca de espécies no fluido de alimentagdo que ndo podem passar
para o permeado. Estes diferem, pois na polarizacdo da concentracdo, as espécies acumuladas
na parede da membrana encontram-se dispersas na solugdo, enquanto que na camada
polarizada as espécies se depositam na superficie da membrana e na incrustacdo estas aderem
dentro da matriz da mesma. A intensidade da incrustacdo depende do tipo de membrana,
concentracdo e solutos presentes na solugdo, temperatura, pH e tempo de operagdo
(CHERYAN, 1998).

Uma resisténcia adicional ao fluxo de permeado ocorre quando hidrocoloides,
proteinas e outras moléculas de alta massa molecular estdo presentes na solucdo. Estes
compostos sdo altamente rejeitados e tendem a formar uma camada viscosa na superficie da
membrana denominada camada polarizada. A camada polarizada é caracterizada quando nao
ha mais variagdo na concentracdo de particulas junto a membrana (SCHAFER; FANE;
WAITE, 2000).

Quando o objetivo da separacdo por membrana é a concentracdo, o retido sera o
produto fina*1. Porém, no caso de purificacdo, tanto o retido quanto o permeado podem conter
o0 produto desejado, dependendo das impurezas que se quer eliminar e o tamanho da molécula
alvo. Os PSM podem ser classificados em microfiltracdo (MF), ultrafiltragdo (UF),
nanofiltracdo (NF) e osmose inversa (Ol), que se diferenciam principalmente pelo tamanho

dos poros da membranas, conforme apresentado na Tabela 1 (HABERT, 2006).

Tabela 1 - Caracteristicas dos processos de separa¢cdo por membranas em termos de
dimensoes de poros e forga motriz.

Processo Dimens&o dos poros Forca motriz (AP)*

Microfiltragédo (MF) 0,1a1,0 um 0,5-2atm
Ultrafiltracdo (UF) 0,001 a0,1 pm 1-7atm




CAPITULO Il - 22

Nanofiltracio (NF) 5a10 A 5 - 25 atm

Osmose inversa (Ol) Membrana densa 15 - 80 atm

Fonte: Habert (2006). * AP: diferenga de pressdo

Com relagdo ao modo de operagéo, os PSM podem ser operados em escoamento
do tipo classico de filtragdo frontal e em escoamento tangencial. Na filtragdo frontal, o
permeado passa através da membrana e o soluto, ou sélidos em suspensdo, sdo retidos,
acumulando-se na superficie da membrana. Na filtragdo com escoamento tangencial a solucéo
ou suspensao escoa paralelamente a superficie da membrana, enquanto o permeado é escoado
transversalmente a mesma (HABERT, 2006). A Figura 1 apresenta o desenho esquematico
dos dois modos de operacgdo. Entre os materiais que podem ser utilizados na fabricacdo das
membranas, a polietersulfona (PES) é um dos materiais poliméricos mais importantes e
amplamente utilizado nos processos de separacdo. Membranas baseadas em PES apresentam
estabilidade térmica e hidrolitica assim como boas propriedades mecéanicas (ZHAO et al.,
2013).

Figura 1- Comparacdo esquematica entre Filtragcdo Convencional (Filtracdo frontal) e a
Filtracdo em Escoamento Tangencial

alimentagiio .
il B alimentagio _ concentrado
concentrado — —

— - @& —

N ——
- ;5-_-"'—'- -—— —‘/‘
{3  permeado {!' ‘5 permeado G

Filtragao Convencional Filtragao Tangencial
“Dead End Filtration ‘Cross Flow Filtration”

Fonte: Habert (2006)

2.8  Ultrafiltracao

O tamanho dos poros da membrana de ultrafiltracdo é na faixa de 1 a 100 nm,
possibilitando assim reter as moléculas na faixa de peso molecular de 10 kD - 1 MD e é
preferencialmente usado para concentrar macromoléculas, como moléculas de proteinas e

polimeros. O processo de ultrafiltracdo pode ser controlado por dois parametros principais, o
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fluxo de permeado e a rejeicdo da membrana (CUI, 2005). Membranas de ultrafiltracdo foram
projetadas para proporcionar alta retencdo de proteinas e outras macromoléculas. Estes
processos com membrana envolvem a filtracdo de solugbes biolégicas contendo proteinas,
peptideos, aminoacidos, sais e outros compostos como 4&cidos organicos, aclcares e
vitaminas. Alguns exemplos incluem a concentracdo de proteinas de soro de leite durante a
producdo de uma variedade de produtos lacteos, filtracdo de vinho e na purificacdo de
biocompostos (DARNON et al., 2003).

Existem diversos fatores envolvidos no processo de separacdo e fracionamento de
proteinas por ultrafiltracdo: interacdo soluto-soluto, interacdo soluto-membrana, polarizacéo,
modo de transporte do soluto, entre outros varios fatores que podem ser responsaveis pelo
fracionamento de proteina (ZUNIGA et al., 2003). Um problema comum durante o processo
de filtragcdo € a perda de desempenho da membrana devido a polarizagcdo por concentracao e
incrustagdes (fouling). O acumulo de uma camada polarizada é causado pelo aumento da
concentracdo de solutos perto da superficie da membrana, devido a sua rejeicdo pela barreira
semipermedvel e ocorre imediatamente apos a filtragdo ser iniciada (PEEVA et al., 2012).

Membranas de ultrafiltracdo sdo feitas de varios polimeros. Elas geralmente tém
duas camadas distintas. No lado em contato com a amostra ou corrente de fluido hd uma
pelicula densa muito fina (0,1- 1,51um) com poros extremamente finos cujos didmetros estéo
na faixa de 10-400A. Abaixo disto, ha uma subestrutura aberta unicelular muito mais grossa
de poros cada vez maiores, largamente aberta para o lado do filtrado no filtro. Qualquer
espécie capaz de atravessar os poros da pelicula podem, assim, passar livremente pela
membrana. Este arranjo permite uma combinacdo Unica de seletividade e excepcional
rendimento em pressdo moderadas (CUTLER, 2004).

As membranas de UF, baseadas em uma variedade de polimeros sintéticos, tém
alta estabilidade térmica, resisténcia quimica, e uso restrito de produtos quimicos de limpeza
pesada (L'HOCINE; BOYE; ARCAND, 2006). As membranas de UF, normalmente, séo
especificadas através da retencdo nominal, que é definida como sendo o valor da massa molar
para a qual a membrana apresenta um coeficiente de rejeicdo de 95%. Assim, uma membrana
com retencdo nominal de 15 kDa é aquela capaz de rejeitar 95% das moléculas presentes em
uma solugdo de um soluto com massa molar maior de 15.000 Dalton (HABERT, 2006).
Diversos fatores podem influenciar na eficiéncia da UF, como pH, temperatura, pressdo e
forca ionica (SUN et al., 2011)

O sucesso do fracionamento de proteinas usando ultrafiltragdo se baseia tanto na

minimizagdo da incrustacdo da membrana e na obtencdo de seletividade suficientemente
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elevada de separacdo. Para aumentar a pureza dos produtos na ultrafiltracdo é comum usar a
diafiltracdo. A diafiltracdo (DF) € um modo alternativo de operar sistemas de MF, UF e NF e
Ol. A operagdo consiste em se adicionar, continuamente, na solucdo a ser processada,
solvente puro ou solucdo tampdo (solucdo DF), em quantidade equivalente a vazdo de
permeado que sai do sistema. A diafiltracdo é utilizada quando se deseja purificar
determinado soluto de uma solucdo, onde os contaminantes sdo compostos de dimensdes
menores do que as do soluto de interesse. A ultrafiltragdo com diafiltracdo pode ser operada
em batelada ou em modo continuo (YEE; WILEY; BAO, 2007).

2.9  Purificagdo de C-ficocianina

Entre os métodos propostos para purificacdo de C-FC, encontram-se a aplicacéo
de diferentes métodos. Utilizando sistema aquoso bifasico, ja se obteve extrato com pureza
variando de 2,4 (RITO-PALOMARES; NUNEZ; AMADOR, 2001) até 3,23 (PATIL et al.,
2008). Antelo et al. (2010) utilizaram sistema aquoso bifasico com polietilenoglicol de
diferentes massas molares, a partir de extrato contendo células, obtendo C-ficocianina de grau
alimentar. Com a aplicacdo da técnica de precipitacdo, a partir de Spirulina platensis, ja foi
obtido extrato com pureza de 2,03 e uma recuperacao de 85% (MINKOVA et al., 2003). Silva
et al. (2009) através de delineamento experimental, otimizaram a técnica de precipitacdo com
sulfato de aménio na purificacdo de C-ficocianina até grau alimentar com pureza de 0,88,
obtendo um fator de purificacdo de 1,7 e recuperagdo de 83,8%. Nao foram encontrados até o
momento estudos avaliando a utilizagdo de diferentes tempos de processo para a aplicagéo de
precipitacdo com sulfato de amonio na purificacdo de C-FC.

Os métodos mais amplamente utilizados sdo os cromatograficos, em coluna de
leito fixo, onde foram obtidos valores de pureza de 4,85 utilizando cromatografia de interacdo
hidrofébica seguida por cromatografia de troca iénica (ABALDE et al., 1998) e pureza de 3,9
utilizando cromatografia de troca i6nica, previamente a aplicacdo de sistema aquoso biféasico,
a parti de extrato de C-FC com concentracdo inferior a 1,0 mg.mL™ (PATIL et al., 2006).
Utilizando cromatografia de troca idnica em leito fixo, a partir de extrato clarificado, Silveira
et al. (2008) obtiveram C-ficocianina com pureza de 1,82 (fator de purificacdo de 3,4) e
recuperacgéo de 77%.

A partir da utilizagdo de cromatografia de troca idnica em coluna de leito
expandido, j& foram obtidos extrato de C-FC com pureza > 2,0 e recuperacdo de 80%
(BERMEJO et al., 2006) e pureza = 2,87 com recuperacdo de35% (NIU et al., 2007), em
ambos 0s casos, a partir de extrato clarificado de C-FC. Moraes et al. (2011), obtiveram
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extrato de C-FC com pureza de 2,9 (fator de purificagédo de 4,6), a partir de caldo bruto,
contendo células, com uma recuperacéo de 60%.

Existem poucos estudos sobre a utilizacdo de processo de purificacdo por
membranas. Jaouen et al. (1999) utilizaram membranas de microfiltracdo, ultrafiltracdo,
nanofiltracdo e osmose reversa para concentragdo e clarificacdo de C-FC de S. platensis.
Chaiklahan et al. (2011) obtiveram C-FC de grau alimentar (pureza de 1,11) com a utilizagéo
de ultrafiltracdo. Até o desenvolvimento deste trabalho, ndo foram encontrados estudos
avaliando a variacdo da temperatura, pH e aplicacdo de diafiltracdo/ultrafiltracdo na
purificacdo de C-FC.

A utilizacdo de combinacGes de diversas técnicas de purificacdo é aplicada
quando se requer uma pureza mais elevada do produto final. Estudos apresentam a
combinacges de varias técnicas de purificacdo (BERMEJO; RAMOS, 2012; KAMBLE et al.,
2013; RAMOS et al., 2010). Moraes e Kalil (2009) avaliaram diferentes sequéncias de
processos de purificagédo, utilizando precipitagdo com sulfato de amonio, cromatografia de
troca ibnica em leito fixo e permeagdo em gel, onde obtiveram um extrato com pureza de grau
analitico (= 4,0) ao utilizarem a sequéncia precipitacdo e didlise e cromatografia de troca
ionica com eluicdo em gradiente linear salino. No entanto, sequéncias de processo utilizando
leito expandido em combinagdo com ultrafiltracdo, e a partir de extrato ndo clarificado de C-
ficocianina e a comparacdo entre diferente sequéncias de processos visando a obtencdo de
extratos de C-FC de diferentes graus de pureza como produto final, ndo foram encontrados na

literatura.

2.10 Nanotecnologia

A nanotecnologia é a capacidade de medir, observar, manipular e construir coisas
em escalas nanométricas. O termo "nano™ vem da palavra grega "nanos"”, que significa ando e
indica que um nano é igual a um bilionésimo de um metro (ou seja, 10° m) (SEKHON,
2010). A nanotecnologia pode ser descrita também como a combinacdo de engenharia e
biologia molecular que estd levando a uma nova classe de dispositivos e sistemas
multifuncionais para analise biolégica e quimica com melhor sensibilidade, especificidade e
maior taxa de reconhecimento (MORAIS et al., 2014).

A nanociéncia e a nanotecnologia ja foram aplicadas em diversas areas, tais como
informatica, comunicacéo, producéo de energia, medicina e industria de alimentos. Devido a

maior area superficial por unidade de massa das nanoparticulas, € esperado que elas sejam
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mais biologicamente ativas do que as particulas maiores com mesma composicdo quimica.
Isto oferece varias perspectivas para aplicagbes em alimentos e farmacos como
aperfeicoamento de compostos bioativos e suas propriedades de distribuicdo, melhora na
solubilidade, no tempo de permanéncia no trato gastrintestinal e na absorcao eficiente através
de células (SOZER; KOKINI, 2009).

Entre as diversas nanoestruturas existentes atualmente, estdo incluidas as
nanomatrizes, nanodiscos, nanocapsulas, nanoparticulas, nanoprismas, nanobastdes, nanofitas,
nanoconchas, nanotransistores, nanotubos, nanofios e nanofibras (FORTINA et al., 2007).
Essas nanoestruturas j& foram avaliadas e aplicadas em uma série de setores da
nanobiotecnologia, incluindo transporte de farmacos, formacdo de emuls6es, imagiologia,
biomateriais, seguranga alimentar, otica e eletrdnicos, patdgenos, biossensores, diagnostico in

vitro, engenharia de tecidos e terapia genética (MORAIS et al., 2014).

2.11 Nanofibras

Nanoestruturas unidimensionais (possuem uma dimensdo de tamanho
nanomeétrico) tém sido alvo de pesquisas devido a suas propriedades unicas (LI; XIA, 2004).
Nanofibras podem ser produzidas a partir de uma ampla variedade de polimeros. Estas fibras
possuem uma area superficial especifica extremamente elevada devido a seu pequeno
didametro, e podem ser altamente porosas com excelente interligacdo dos poros. Essas
caracteristicas, mais as funcionalidades dos proprios polimeros possibilitam que as nanofibras
apresentem diversas propriedades desejaveis para aplicacdes avancadas (FANG et al., 2008).

Nanofibras poliméricas podem ser processadas por diversas técnicas como
(RAMAKRISHNA, 2005):

e Drawing (estiramento), que consiste em mergulhar a ponta de uma micropipeta
em uma gota de solugcdo polimérica e mover a mesma produzindo um nano ou
micro filamento;

e Sintese template, que consiste em forcar por meio de pressdo, a passagem de
uma solucdo polimérica através de uma membrana de um 6xido metalico;

e Separacdo de fases, que envolve principalmente as etapas de preparo da
solugdo em solvente adequado, gelatinizacdo, extragdo do solvente,

congelamento, secagem e recongelamento;
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e Auto-organizacdo, onde os atomos ou moléculas organizam-se de forma
autbnoma por meio de interacBes fisicas ou quimicas construindo assim
nanoestruturas ordenadas. Uma molécula pequena ou uma micela arranja-se de
uma maneira concéntrica, tal que ligacfes podem se formar entre essas células
pequenas auto-organizadas concentricamente. O mecanismo principal para uma
auto-organizacdo genérica € formado pelas forcas intermoleculares as quais
mantém juntas as pequenas unidades;

e Electrospinning (eletrofiacdo), técnica ndo mecéanica, onde uma solugdo
polimérica suficientemente viscosa flui através de um capilar e, sob a
influéncia da tensdo superficial, forma-se na ponta uma gota. Se uma tenséo
elétrica suficientemente elevada é aplicada a solugdo, cargas elétricas séo
acumuladas na gota. Se a forga exercida pelo campo elétrico, formado entre a
gota e um anteparo aterrado, superar a tensdo superficial e a viscosidade da
gota, um fino jato é formado. O jato da solucdo carregada é acelerado em
direcdo ao coletor sob a agdo do campo, provocando um violento estiramento
do polimero e a réapida evaporacdo do solvente. No coletor € formada uma
manta constituida por uma rede de fibras ultrafinas, aleatoriamente orientadas.

Este processo utiliza campos eléctricos de alta tensdo (5-60kV) e baixa corrente
(0,2-1pA) para producdo de fibras de diametro reduzido. Quando o campo eléctrico é
suficientemente intenso para superar a tensdo superficial da gota que se encontra suspensa na
sua extremidade do capilar, esta torna-se fortemente eletrificada, deformando-se numa forma
coénica (Cone de Taylor). Sempre que a tensdo ultrapassa um valor critico, as forgas
eletrostaticas superiorizam-se a tensdo superficial do fluido e forcam a injecdo deste a partir
do cone. Este é o resultado das repulsdes eletrostaticas entre as cargas do mesmo sinal na
superficie do fluido, assim como das atra¢fes perante as cargas de sinal oposto, localizadas no
coletor. Como o solvente evapora rapidamente durante o processo, o diametro do jato €
constantemente reduzido, conduzindo a formacdo de fibras ultra finas. Dependendo das
propriedades reoldgicas da solucdo e dos outros pardmetros de processamento, o didmetro das
fibras resultantes pode ser ajustado (RENEKER et al., 2000).

Electrospinning € uma técnica muito utilizada por ser simples e versétil, e,
atualmente, ¢ um método bem estabelecido e eficaz para produzir nanofibras de modo
continuo. Electrospinning € considerada a técnica mais apropriada para a producdo de
nanofibras por ser de facil manuseio e permitir controlar a estrutura e a morfologia das fibras,

que podem ser densas, porosas, na forma de fitas e tubos ocos ou preenchidos
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(LEINDECKER; ALVES; BERGMANN, 2013). O diagrama esquematico de um sistema de

electrospinning esta apresentado na Figura 2.
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Figura 2 — Montagem esquematica de um sistema de electrospinning
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Fonte: Adaptado de Portela (2011)

A manipulagcdo dos principais parametros da solugdo (viscosidades, tenséo
superficial e condutividade elétrica); dos principais parametros do processo (tensdo aplicada,
a vazdo e a distancia da ponta da agulha a placa coletora) e dos parametros ambientais
(umidade e temperatura do ambiente), permitem o controle da espessura, homogeneidade e
orientagéo das nanofibras (COSTA; BRETAS; GREGORIO FILHO, 2009).

A tensd@o superficial indica a tensdo aproximada na camada superficial de um
fluido, que leva a sua superficie a se comportar como uma membrana elastica (MOORE et al.,
1990). No electrospinning, as cargas da solucdo polimérica devem ser altas o suficiente para
sobrepor a tensdo superficial da solugdo, ou seja, romper a forca de coesdo entre as moléculas
da solucdo. Quando o campo elétrico é alto o suficiente, um jato de solucdo é formado e
acelerado pelo campo elétrico em direcdo ao coletor. Com a reducdo da tensdo superficial de
uma solugéo, fibras podem ser obtidas sem gotas, no entanto, ndo significa que uma tenséo
superficial menor é garantia de formacdo de fibras. O correto € compreender que a tensdo
superficial determina os limites inferior e superior do processo de electrospinning se as outras
condicdes forem mantidas constantes (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; ZONG et al., 2002).



CAPITULO Il - 30

A viscosidade da solucdo e a condutividade elétrica determinam a extensdo do
alongamento do jato fibroso que, por sua vez, tem influéncia sobre o didmetro das fibras. A
viscosidade, de uma maneira genérica e simplificada, é a medida da resisténcia do material ao
fluxo. Geralmente, a viscosidade da solucgdo esta relacionada com o grau de emaranhamento
das cadeias moleculares do polimero na solu¢do. No caso do electrospinning, quando a
viscosidade ¢é excessivamente baixa pode ocorrer electrospraying (formagdo de micro gotas),
em vez do jato fibroso. Com baixa viscosidade, onde geralmente as ligacdes da cadeia
polimérica sdo de menor intensidade, hd uma maior probabilidade de obter fibras onduladas,
em vez de fibras lisas. Portanto, fatores que afetam a viscosidade da solugdo também afetardo
0 processo e as fibras dele resultante (KULKARNI; BAMBOLE; MAHANWAR, 2010;
RAMAKRISHNA, 2005; ZONG et al., 2002).

A condutividade de uma solucdo é determinada pela capacidade de movimento
(em massa) dos fons H* presentes na solucéo ou ainda, a facilidade com que a solugio é capaz
de conduzir uma corrente elétrica (MOORE et al., 1990). Quando uma diferenca de potencial
é aplicada a um determinado volume de solucdo, a intensidade da corrente que flui pela
solucdo serd proporcional a quantidade de ions presentes. Com o aumento da condutividade
elétrica da solugdo, existe uma diminuicéo significativa no didmetro das nanofibras, enquanto
que com baixa condutividade da solugéo, resulta em alongamento insuficiente do jato pela
forca elétrica para produzir fibras uniformes e livres de granulos. A maioria dos polimeros
podem ser considerados bons isolantes, consequentemente, as cargas residuais deixadas entre
as fibras ndo dissipam facilmente, podendo influenciar no processo, principalmente quando
grandes quantidades de fibras precisam ser coletadas. A presenca de sais, acidos e bases, bem
como a adicdo de &gua, quando o solvente for um &cido orgénico, ird aumentar a
condutividade da solugéo produzindo fibras livres de granulos e com didmetros relativamente
menores que variam de 200 a 1000 nm (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; RAMAKRISHNA,
2005).

Com relacéo aos parametros de processo, foi relatado que um aumento na tenséo
aplicada (isto é, através do aumento da intensidade do campo elétrico), aumenta a forca
eletrostatica repulsiva sobre o jato de fluido que pode favorecer a reducdo do didmetro da
fibra. A vazdo da solucdo determina a quantidade de solugdo disponivel para o
electrospinning. Geralmente o aumento da vazdo favorece o aumento do didmetro da fibra,
muito embora exista um limite do didmetro para 0 sucessivo aumento da vazdo. Vaz0es
elevadas também podem originar fibras com defeitos, devido a elevada quantidade de

solvente que deve evaporar antes de alcancar a placa coletora. Baixas vazdes impossibilitam a
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manutengdo do Cone de Taylor (MEGELSKI et al., 2002). Uma distancia minima €
necessaria para dar as fibras tempo suficiente para evaporar o solvente antes de atingir a placa
coletora, caso contrario, com distancias que sdo proximas ou afastadas demais, se observa a
formacdo de gotas (KULKARNI; BAMBOLE; MAHANWAR, 2010).

Os parametros ambientais também podem afetar o processo de electrospinning.
Maior umidade pode causar a presenga de pequenos poros circulares na superficie das fibras,
Se houver um aumento maior ainda na umidade, conduz coalescéncia aos poros. Verifica-se
que em niveis muito baixos de umidade, um solvente volatil pode secar rapidamente com a
evaporacdo do mesmo. J& a liberdade de movimento das cadeias poliméricas é maior em
temperaturas elevadas, resultando na menor viscosidade da solugdo (BHARDWAJ; KUNDU,
2010).

Entre as diversas utilizages avaliadas para as nanofibras, destacam-se sua
aplicagcdo no transporte de farmacos (CANBOLAT; CELEBIOGLU; UYAR, 2014; JIANG;
MO; YU, 2012; ZENG et al., 2005), na producdo de scaffolds (materiais fabricados
especificamente para a regeneracdo de tecidos ou 6rgdos) para engenharia de tecidos
(CHAHAL,; HUSSAIN; YUSOFF, 2013; DE MORAIS et al., 2010; MA et al., 2012),
imobilizacdo de enzimas e outras proteinas (EL-AASSAR, 2013; LEE et al., 2010; SINGH et
al.), embalagens de alimentos (BIKIARIS; TRIANTAFYLLIDIS, 2013; FABRA; LOPEZ-
RUBIO; LAGARON, 2013; GHADERI et al., 2014) entre outras.

Até o momento, sdo raros o0s estudos sobre a incorporacdo de C-ficocianina em
estruturas micrométricas ou nanométricas, a fim de ampliar a sua estabilidade e sua
aplicabilidade. Xiaoxia e Xuewu (2012) elaboraram com sucesso nanotubos de
carbono/quitosana/C-ficocianina para utilizacdo em terapia fotodindmica e fototérmica. Ja
Yan et al., (2014) elaboraram microcapsulas de quitosana/alginato/C-ficocianina que
proporcionaram maior estabilidade para a C-FC durante armazenamento e sua facil liberagdo

em condicdes levemente alcalinas.
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CINETICAS E ISOTERMAS DE ADSORCAO DE C-FICOCIANINA EM RESINA DE
ADSORCAO POR TROCA IONICA DEAE

RESUMO

C-ficocianina possui diversas aplica¢fes na industria alimenticia, farmacéutica e biomédica.
Os fins fitoterapicos apresentados por este produto exigem uma elevada pureza, atingida
através de diversas técnicas de purificacdo, aplicadas em sequéncia. Um destes processos de
purificacdo de proteinas baseia-se em técnicas cromatograficas, tal como a cromatografia de
troca ibnica, que utiliza trocadores idnicos que adsorvem as proteinas como resultado de
interagdes idnicas entre a superficie da proteina e o trocador. Para aumentar a efetividade
dessa técnica, pode-se utilizar resinas e colunas de leito expandido que podem ser utilizadas
com volumes maiores de trabalho. Um estudo detalhado da performance de adsorcdo é
fundamental para um melhor entendimento do perfil de adsorgéo e para usar essa informacao
como uma ferramenta para o design e otimizacao de parametros operacionais. Neste trabalho,
o efeito do pH e da temperatura sobre a adsor¢do de C-ficocianina em resina de troca idnica
Streamline® DEAE para cromatografia de adsorcio em leito expandido foi avaliada através do
coeficiente de particdo. Além disso, foram avaliadas as cinéticas e as isotermas de adsorcéo.
Atraveés das cinéticas de adsorcao foi possivel observar que o equilibrio foi atingido apds 140
min. O maior coeficiente de parti¢do foi alcancado em pH de 7,5, nas temperaturas de 15 e
25°C. As isotermas de adsorgéo da C-ficocianina foram bem representadas pelo modelo de
Langmuir, bem como os modelos de Freundlich e de Langmuir-Freundlich, onde os valores
estimados para Qm e Ky obtidos pela isoterma de Langmuir foram, respectivamente, 33,92
mg.mL™ e 0,123 mg.mL™. Com relacdo a cooperatividade, pardmetro apresentado pelo
modelo de Langmuir-Freundlich, foi considerada como puramente independente para a resina
avaliada.

Palavras-chave: adsorcao, C-ficocianina, isotermas, pardmetros  cinéticos.
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1 INTRODUCAO

Ficobiliproteinas sdo proteinas sollveis em agua, componentes do complexo
antena fotossintético coletor de luz, de cor brilhante, altamente fluorescentes, presente em
cianobactérias, algas vermelhas e criptoficeas. Estas proteinas sdo divididas em dois grandes
grupos, com base nas suas cores, a ficoeritrina (vermelho) e a ficocianina (azul). As
ficocianinas incluem C-ficocianina (C-FC), R-ficocianina (R-FC) e aloficocianina (KUDDUS
et al., 2013).

Dentre as fontes existentes de C-FC, a cianobactéria Spirulina platensis recebe
destaque, uma vez que a C-FC pode constituir até 20% em peso seco do conteudo total de
proteina deste micro-organismo (VONSHAK, 2002), sendo a ficobiliproteina mais abundante
na S. platensis. O Brasil apresenta abundancia de agua e regides com clima adequado para o
cultivo de Spirulina. Na regido Sul do pais ja ha a existéncia de plantas-piloto para o cultivo
desta microalga.

C-ficocianina possui diversas aplica¢fes na industria alimenticia, farmacéutica e
biomédica. Os fins fitoterapicos apresentados por este produto exigem uma elevada pureza,
atingida atraves de diversas técnicas de purificagcdo (ROMAY et al., 2003). Um dos processos
de purificacdo de proteinas baseia-se em técnicas cromatograficas, tal como a cromatografia
de troca ibnica, que utiliza trocadores i6nicos que adsorvem as proteinas como resultado de
interacOes ibnicas entre a superficie da proteina e o trocador (PESSOA,; KILIKIAN, 2005).

Para aumentar a efetividade dessa técnica, pode-se utilizar resinas e colunas de
leito expandido que podem ser empregadas com volumes maiores de trabalho. A adsorgéo em
leitos expandidos permite que as proteinas sejam recuperadas diretamente a partir de extratos
de células rompidas, quando compostos intracelulares, sem a necessidade de remoc¢édo prévia
dos sélidos em suspensdo, que normalmente resultam no bloqueio dos leitos empacotados. A
implementacdo desta técnica reduz consideravelmente a complexidade do processo de
downstream, eliminando etapas como centrifugacdo, dialise, precipitacdo, sistema aquoso
bifasico e filtracdo em gel, resultando em reducdo de custos e simplificacdo do processo de
purificacdo e recuperacdo do bioproduto (CHASE, 1994).

Um estudo detalhado da performance de adsor¢do é fundamental para um melhor
entendimento do perfil de adsorcéo e para usar essa informagdo como uma ferramenta para o
design e otimizagdo de parametros operacionais (LAN et al., 2001). A quantidade de um
elemento adsorvido em razdo da concentracdo remanescente na solugdo de equilibrio,

frequentemente pode ser representada por isotermas de adsorcdo; essas isotermas sao
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equacBes matematicas usadas para descrever a adsorgdo sem, no entanto, fornecer
informacdes sobre o mecanismo das reacdes envolvidas. Os modelos de isotermas mais
comumente encontradas para adsorgéo de bioprodutos sdo as de Freundlich, a de Langmuir e
de Langmuir-Freundlich. A técnica usada para gerar os dados de adsorcdo é, a principio,
bastante simples, pois uma quantidade conhecida do soluto é adicionada ao sistema contendo
uma quantidade conhecida de adsorvente. Admite-se que a diferenca entre a quantidade
adicionada e a remanescente na solucdo encontra-se adsorvida na superficie adsorvente
(ALLEONI; CAMARGO; CASAGRANDE, 1998).

A selecdo das condicBes de adsor¢do de C-ficocianina é uma etapa importante
para a sua purificacdo, utilizando técnicas de adsor¢do em leito expandido, uma vez que o
aumento na adsor¢cdo do composto pelo trocador iGnico proporcionaria uma reducdo dos
custos do processo devido a reducdo das perdas e a utilizacdo de volumes reduzidos do
composto alvo e resina.

H& uma escassez de estudos relacionados ao comportamento da adsorcdo de C-
ficocianina em resinas de troca ibnica em leito expandido. Silveira et al. (2008) estudaram os
efeitos do pH e da temperatura no coeficiente de particdo, e determinaram a isoterma de
adsorcdo nas melhores condigdes para a adsor¢éo de C-ficocianina na resina de troca idnica
Q-Sepharose FF, uma resina amplamente usada em leitos fixos. Adsorcdo em resina de leito
expandido Streamline® DEAE foi avaliada por alguns autores como Bermejo et al., 2008,
Ramos et al., 2010, Ramos et al., 2011 e Bermejo e Ramos, 2012, obtendo as isotermas de
adsorcdo para C-ficocianina bruta e/ou extrato purificado para obter o parametro Qm. Nestes
estudos, o comportamento cinético ndo foi avaliado e o pH e a temperatura ndo foram
otimizados para maxima adsorcéo.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos parametros de
processo - temperatura e pH - na adsorcdo de C-ficocianina em resina de troca i6nica para
leito expandido Streamline® DEAE, bem como verificar as condicdes tipicas de equilibrio

para a adsor¢éo de C-ficocianina na resina de troca i6nica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Obtencéo da biomassa, extragdo e quantificacdo da C-ficocianina

A cianobactéria Spirulina platensis LEB 52 foi cultivada e cedida pelo
Laboratério de Engenharia Bioquimica da FURG. Ao término do cultivo, a biomassa foi
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recuperada por filtracdo, seca, congelada e moida até um tamanho de particula entre 0,106 e
0,125 mm de diametro, e adicionada ao solvente extrator na concentragdo de 0,16 g.mL™
(MORAES; BURKERT; KALIL, 2010). Apds a extracdo, o caldo bruto contendo células foi
centrifugado e ajustado o pH de acordo com as condicbes de cada experimento. A
concentracdo de C-ficocianina foi calculada utilizando a Equacdo 1, descrita por Bennett e

Bogorad (1973), com modificagdes no comprimento de onda:

C'FC — (AEZO -0’ 474'6&352)
5,34

(1)
Onde, C-FC é a concentracdo de C-ficocianina em mg.mL™ e Agzo € Aesz S30 as
absorvancias em 620 e 652 nm, respectivamente.

2.2 Adsorvente

Streamline® DEAE (GE Healthcare), um adsorvente adequado para utilizacdo em
leitos expandidos, foi avaliada para a adsorcéo de C-ficocianina. Este adsorvente é constituido
por uma matriz de agarose macroporosa, com um ndcleo de quartzo. E um trocador aniénico
fraco, com grupo funcional -O-CH,CH>-N"(C,Hs);H. A faixa de pH de trabalho do trocador
estd compreendida entre 2 e 13 (Amersham Biosciences, 2002), e pode promover diferentes
graus de expansao do leito, entre 2 e 3 vezes.

2.3 Curvas de cinética de adsorgao

Os ensaios foram realizados em reatores de mistura a 25°C e pH 7,5 por 200 min.
Nesse sistema adicionou-se 30 mL de extrato de C-ficocianina e 3 mL de resina de troca
ionica Streamline® DEAE pré-equilibrada em tampdo fosfato de sédio 0,025M. Foram
avaliadas nestes ensaios duas diferentes concentragdes iniciais de C-ficocianina, de 2,5 e 3,0
mg.mL™. Amostras foram retiradas em intervalos de tempo pré-determinados, calculando-se a
concentracdo de C-ficocianina, conforme a Equacdo 1, com a subsequente construcdo da

curva cinética de adsorcéo.
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2.4  Efeito do pH no coeficiente de particéo

Os ensaios foram realizados em reatores de mistura a 25°C por 200 min. Nesse
sistema adicionou-se 20 mL de extrato de C-ficocianina e 2 mL de resina de troca i6nica
Streamline® DEAE pré-equilibrada no tamp&o respectivo ao pH de estudo e concentragéo de
0,025M. O pH do extrato de C-ficocianina foi ajustado aos valores de pH estudados (5,0; 5,5;
6,0; 6,5; 7,0 e 7,5). Foi feito um branco de cada ensaio, no qual C-ficocianina no pH de estudo
era adicionada no sistema sem a resina de troca i6nica. Foram retiradas amostras a 0 e 200
min. A concentragdo de C-FC foi calculada conforme a Equagéo 1.

Através da concentracéo inicial e da concentracéo final de C-ficocianina livre na
fase liquida (C*), foi possivel calcular a concentracdo no equilibrio da C-ficocianina
adsorvida na fase sélida (*), definindo assim o coeficiente de particdo (f), o qual indica a
fracdo de proteina adsorvida no equilibrio. O coeficiente de particdo foi calculado conforme
Harsa e Furusaki (1994) como mostra a Equagdo 2. Os experimentos foram realizados em

triplicata.
f-9 2
C

2.5  Efeito da temperatura no coeficiente de particéo

Ap0s determinagdo do tempo de equilibrio e melhor pH de adsorc¢éo (fixado em
7,5), o efeito da temperatura no coeficiente de particdo foi avaliado. Os ensaios foram
realizados em reatores de mistura a 5°, 15° e 25°C por 200 min. Nesse sistema adicionou-se
20 mL de extrato de C-ficocianina e 2 mL de resina de troca idnica Streamline® DEAE pré-
equilibrada em tampéo fosfato de sédio de concentracdo 0,025M e pH 7,5. Um ensaio em
branco foi realizado para cada condi¢do, em que C-ficocianina na temperatura em estudo foi
adicionada ao sistema sem a resina de troca ibnica. Foram retiradas amostras a 0 e 200 min.
As concentragOes de C-ficocianina e os coeficientes de particdo foram calculados de acordo
com as Equac0es 1 e 2, respectivamente. Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.6  Isotermas de adsorc¢ao
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Os ensaios usados para determinar as isotermas de adsorgdo de equilibrio foram
realizados em reatores de mistura com agitagdo orbital contendo a resina de troca idnica
Streamline® DEAE pré-equilibrada e o extrato de C-ficocianina com diferentes concentragdes
iniciais, ambos a pH 7,5 e 25°C, incubados durante 200 min. Apos este periodo as amostras
foram coletadas para determinar a concentracdo de C-ficocianina. Os experimentos foram
realizados em triplicata.

Isotermas de adsorcdo podem ser descritas em muitas formas matemaéticas,
algumas das quais sdo baseadas em um modelo fisico simplificado de adsorcéo e dessorcéo,
ao passo que outras sdo puramente empiricas e destinam-se a correlacdo com os dados
experimentais. Diversas equacgdes de isotermas, tais como os modelos de Langmuir,
Freundlich e Langmuir-Freundlich, tém sido usadas para descrever as caracteristicas de
equilibrio de adsorgdo. Se a adsorcdo de C-ficocianina é melhor descrita pelo modelo de
Langmuir, o processo de adsorgao pode ser expresso como:

q =" 3)

Onde, Qn representa a capacidade maxima de ligacdo da resina (mg.mL™) e Ky
representa a constante de equilibrio de Langmuir (mg.mL™), que é a constante de dissociagdo
efetiva que representa a relagéo entre a adsorcao e a dessor¢do. O modelo proposto baseia-se
em uma superficie ideal e prevé que a superficie de adsor¢do é energeticamente ideal
(BARBOZA; ALMEIDA; HOKKA, 2002).

Por outro lado, se a adsorcdo de C-ficocianina é melhor descrita o modelo de
Freundlich, a isoterma pode ser descrita como:

Q" =k;-(C? (@)

Onde, Kf e n sdo as constantes fisicas de Freundlich, relacionadas com a
capacidade e a intensidade de adsor¢do do adsorvente, respectivamente.

O modelo de Langmuir-Freundlich, proposto por Sips (1948), é uma forma
combinada de modelos de Langmuir e Freundlich. O modelo de Langmuir-Freundlich
(Equagdo 5) tem trés pardmetros: Qn representa a capacidade méaxima de adsor¢do da
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monocamada; Kq.r € a constante de dissociagdo aparente, e n g € o coeficiente de Langmuir-

Freundlich que indica a presenca ou auséncia de cooperatividade.

ot = Qp (C*)™
KoL +(C*)™ ()

Os modelos de Freundlich, Langmuir e Langmuir-Freundlich aplicados usando
um método de regressdo ndo-linear, foram utilizados para verificar o ajuste dos dados
experimentais de equilibrio, e o coeficiente de determinacdo (R?) foi utilizado para analisar o
ajuste de cada modelo. Os parametros para os modelos podem ser calculados pelo método de

regress@o ndo-linear das expressdes modelo.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1  Curvas de cinética de adsorgao

A Figura 1 mostra o comportamento relativo & variagdo da concentracdo de C-
ficocianina na fase liquida, ao longo do tempo para as diferentes concentragdes iniciais,
dentro dos valores de pH e temperatura selecionados, 7,5 e 25°C, respectivamente. E possivel
observar que no tempo de 140 minutos o equilibrio havia sido atingido nas duas
concentracdes iniciais estudadas (2,5 e 3,0 mg.mL™Y). Estes experimentos além de
apresentarem o comportamento da adsorcéo ao longo do tempo, forneceram dados a respeito
do tempo necessario para atingir o equilibrio.

O tempo necessario para atingir o equilibrio para a adsor¢édo de C-ficocianina para
a resina Streamline® DEAE, foi muito semelhante ao encontrado por Silveira et al. (2008),
onde o equilibrio foi atingido depois de 150 minutos para a adsorcdo de C-ficocianina sobre a
resina Q-Sepharose Fast Flow® usada para o leito fixo.

Os ensaios efetuados sem a adicdo de qualquer resina mostraram que ndo houve
desnaturacdo da C-ficocianina, durante o periodo de tempo estudado, no valor de pH de
trabalho.
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Figura 1 - Cinética de adsorcédo de C-ficocianina em resina de troca ibnica DEAE a diferentes
valores de concentragéo inicial
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3.2  Efeito do pH no coeficiente de particéo

O coeficiente de particdo correlaciona a quantidade de composto alvo que migra
de uma fase para outra. No presente caso, o coeficiente de particdo correlaciona a quantidade
de C-ficocianina presente na fase solida, ou adsorvido na resina, com a quantidade do mesmo
bioproduto livre na solugdo no equilibrio.

A Figura 2 apresenta o comportamento do coeficiente de particdo com a variagao
de pH, para a adsorcdo de C-ficocianina em resina Streamline® DEAE. Os menores valores
para o coeficiente de particdo foram obtidos em pH mais baixos, sendo obtido o menor valor
em pH 5,0.

A estrutura da C-ficocianina inclui uma parte proteica, e, consequentemente, a
carga de superficie liquida da biomolécula pode variar de acordo com o valor do pH do meio.
Quando acima do seu pl (ponto isoelétrico) a biomolécula sera carregada negativamente. Por
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outro lado, quando o pH ¢é inferior ao pl da biomolécula esta apresentara carga liquida
positiva. O ponto isoelétrico de C-ficocianina € entre 4,6-5,2 (ABALDE et al., 1998;
SANTIAGO-SANTOS et al., 2004), e, assim, o extrato utilizado no presente estudo estava
com a molécula alvo carregada negativamente o que justifica 0 emprego de um trocador
anionico. Logo, quando a C-FC entra em contato com o adsorvente a ligagdo formada entre o
tamp&o e o adsorvente é mais fraca do que a ligacdo C-ficocianina-adsorvente, resultando em
um processo de adsorgéo atraves da troca idnica. Quanto maior for o valor de pH, maior é a
carga negativa liquida na biomolécula (até o momento que comece a desnaturacédo),

resultando em coeficientes de particdo maiores, tal como mostrado na Figura 2.

Figura 2 - Comportamento (com erro médio) do coeficiente de parti¢do (f) para a adsorcéo de
C-ficocianina em resina de troca idnica Streamline® DEAE em diferentes valores de pH
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Letras iguais nas colunas nao diferem estatisticamente em nivel de significancia de 5% (Teste de Tukey)

No estudo realizado por Silveira et al. (2008), a influéncia do pH sobre o
coeficiente de particdo foi identificado também a pH 8,0 e 9,0, e, embora o coeficiente de
particdo foi ligeiramente superior a pH 8,0 do que a pH 7,5, os autores relataram que a
C-ficocianina ndo era muito estavel em pH 8,0, limitando o interesse para continuar 0s
estudos de adsorcdo em uma condicdo onde existe uma perda de atividade bioldgica da
proteina. Além disso, Silva et al. (2009) relataram que a concentracdo de C-FC diminuiu para
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70% do seu valor inicial, em pH 8,0, a temperatura ambiente, e, portanto, por esse motivo, 0s
valores de pH acima de 7,5 ndo foram incluidos no presente estudo. O maior coeficiente de
particdo para a resina utilizada foi obtido no pH 7,5, assim, este pH foi escolhido para
continuidade do trabalho.

3.3  Efeito da temperatura no coeficiente de particéo

O comportamento do coeficiente de particdo nas temperaturas avaliadas esta
apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Coeficientes de particdo da adsorgdo de C-ficocianina em resina Streamline®
DEAE, em diferentes temperaturas, com erro médio

Temperatura Coeficiente de

(°C) particéo
5 39,5+5,3°
15 69,3 +2,9°
25 76,8 + 3,7°

Letras iguais nas colunas nao diferem estatisticamente em nivel de significancia de 5% (Teste de Tukey)

A menor adsor¢do de C-ficocianina ocorreu na menor temperatura (5°C),
enquanto a adsorcdo de C-ficocianina em 15 e 25°C foram iguais. Manera et al. (2008)
observaram para adsorcdo de amiloglicosidase que reducdo na temperatura resultou em
reducdo no coeficiente de particdo. Assim, a temperatura de 25°C foi escolhida para os
experimentos subsequentes, uma vez que a escolha desta temperatura iria reduzir os custos
com resfriamento durante a purificagdo em larga escala em uma coluna de leito expandido.
Além disso, de acordo com Sarada; Pillai e Ravishankar (1999) e Silva et al. (2009), C-

ficocianina é estavel a esta temperatura.

3.4  Isotermas de adsor¢ao

Uma analise dos dados do equilibrio é importante para desenvolver uma equacéao
que possa ser utilizada no desenvolvimento de processos. Neste estudo, os trés modelos de
adsorcdo ndo-lineares classicos, Langmuir, Freundlich e Langmuir-Freundlich foram

utilizados para descrever o equilibrio de adsor¢do de C-ficocianina.
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O modelo de Langmuir refere-se a sorcdo em monocamada em superficies
contendo um numero finito de sitios idénticos, o que significa que os locais de ligacdo dos
adsorventes sdo idénticos, e a molécula de proteina alvo apenas se liga aos locais de ligacéo
(ROZIE et al., 1991). Outras hipdteses também sdo feitas para 0 modelo de Langmuir, como,
por exemplo, que a reacdo seja reversivel e inexisténcia de interacdo entre as espécies
adsorvidas (NIE; CHEN; ZHU, 2007). Por esta razdo, o modelo de Langmuir pressupde uma
adsorcdo homogénea.

A equacdo de Freundlich € uma relacdo empirica, onde é assumido que a energia
de uma proteina quando ligada a um sitio em um adsorvente, depende da ocupacdo ou ndo dos
sitios adjacentes.

J& a isoterma de Langmuir-Freundlich é uma simples generalizacdo das duas
isotermas (SIPS, 1948). Por analogia com as multiplas interagdes proteina-ligante, tem sido
sugerido que este modelo serve para modelar a cooperatividade da adsor¢do. Como a equagéo
tem trés termos de ajuste, € mais adequada para aproximar a adsor¢do de natureza heterogénea
e explicar a cooperatividade da adsor¢do. Para sitios puramente independentes nao-
interativos, o valor da n_r = 1. Quando n.¢ > 1, cooperatividade positiva é sugerido, enquanto
quando 0 < n g < 1, uma cooperatividade negativa no processo de ligacdo é admitido. O valor
de n_r pode, assim, ser utilizado como um coeficiente empirico, representando o tipo e grau
de cooperatividade presente na interagéo das ligagées (SHARMA; AGARWAL, 2001).

A Figura 3 apresenta as isotermas de adsorcdo de C-ficocianina em resina
Streamline® DEAE, segundo os modelos de Langmuir (2a), Freundlich (2b) e Langmuir-
Freundlich (2c).
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Figura 3 - Isotermas de adsorcao de C-ficocianina em resina Streamline® DEAE conforme
equacéo de (a) Langmuir, (b) Freundlich e (c) Langmuir-Freundlich

35

30 .
25 o
20

15

g* (mg.mL™")

10

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
C* (mg.mL™)

35

g* (mg.mL™")

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
C* (mg.mL™)

g* (mg.mL")

> ©)

0,0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0.6 0,7
C* (mg.mL™)




CAPITULO Il - ARTIGO 1 - 49

A Tabela 2 apresenta as constantes de adsor¢do de Langmuir, Freundlich e
Langmuir-Freundlich, com seus respectivos coeficientes de determinacdo, obtidos para as
isotermas de adsor¢do de C-ficocianina em pH 7,5 e temperatura de 25°C, quando adsorvida
por resina Streamline® DEAE.

Tabela 2- Comparacéo entre os parametros das isotermas de Langmuir, Freundlich e
Langmuir-Freundlich para a adsorc¢do de C-ficocianina em resina Streamline® DEAE

Modelo Parametros Streamline® DEAE
Qm(mg.mL™) 33,92 +0,27
Langmuir Kg (mg.mL™) 0,123 + 0,003
R2 0,983
Ks 35,94 + 0,32
Freundlich n 2,61 +0,05
R2 0,947
Qm(mg.mL™) 33,08 + 3,04
_ _ Kar(mg.mL™) 0,106 + 0,005
Langmuir —Freundlich
NLF 1,04 £ 0,04
R2 0,983

Analisando 0 modelo de Langmuir, Kd é o coeficiente de dissociagdo do
complexo soluto-adsorvente, que representa a afinidade entre o soluto e os adsorventes (LAN
et al., 2001). Silveira et al. (2008), estudaram a adsorcdo de C-ficocianina de Spirulina
platensis, na resina de troca iénica Q Sepharose Fast Flow® em um leito fixo, e obtiveram os
valores de Qp, e Ky de 22,67 mg.mL™ e 0,031 mg.mL™, respectivamente. Os valores de Qn,
para 0 mesmo suporte e produto alvo - Streamline® DEAE e C-ficocianina, respectivamente -
para diferentes cianobactérias sdo variaveis, e os valores para Qp, de 0,8 mg.mL™ (BERMEJO
et al., 2006), 1,6 mg.mL™* (BERMEJO; RAMOS, 2012), 1,74 mg.mL™* (RAMOS et al., 2010)
e 52 mg.mL™ (RAMOS et al., 2011) podem ser encontrados na literatura. Assim, a resina
Streamline® DEAE mostrou adsorcdo maxima 7 vezes maior do que o valor maximo
mencionado acima, refletindo a importancia de se estudar melhor as condi¢des de adsorgéo,
por exemplo, a influéncia do pH e da temperatura. Além disso, no presente estudo, foi

utilizado um extrato com uma concentragéo inicial mais elevada de C-ficocianina, o que leva
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a um aumento na capacidade de adsor¢do do corante pela resina. Isto é devido ao aumento da
forca motriz do gradiente de concentragdo, causado pelo aumento da concentragéo inicial do
corante (CHIOU,; LI, 2002).

Os valores para as constantes de Freundlich mostraram uma adsorgéo
relativamente facil de C-ficocianina em resina com elevada capacidade de adsorcéo.
Especificamente (Tabela 2), o valor de n, que esta relacionado com a distribui¢do da molécula
ligada na superficie do adsorvente, foi maior do que uma unidade, indicando que a C-
ficocianina foi favoravelmente adsorvida sob as condi¢Ges experimentais aplicadas.

Para a isoterma de Langmuir-Freundlich, o valor de Q, foi de 33,08 + 3,04
mg.mL™, préximo ao valor encontrado quando utilizado o modelo de Langmuir. Outro
pardmetro importante deste modelo é o n.g, que representa a cooperatividade. O valor obtido
para a resina DEAE (1,04 £+ 0,04) demonstrou que a adsorgdo possui um efeito puramente
independente, isto é, cada sitio de adsorcao atua independentemente dos sitios adjacentes, e 0
ambiente em torno da molécula-alvo ndo influencia na sua ligagdo com o adsorvente. A
cooperatividade depende da natureza da macromolécula e dos seus varios grupos funcionais,
0s quais normalmente produzem mdltiplas interacdes (BRESOLIN; DE SOUZA; BUENO,
2010; SHARMA; AGARWAL, 2001).

As isotermas de adsorcdo obtidas para a adsor¢do de C-ficocianina pela resina
Streamline® DEAE, seguiram as previsdes feitas pelos modelos de Freundlich, Langmuir e
Langmuir-Freundlich dentro da faixa de concentracdo estudada. Esta observacdo sugere que
tanto a biosorcdo em monocamada como a adsor¢do em superficie heterogénea podem
coexistir sob as condic¢des experimentais utilizadas. Assim, a adsorc¢ao global da C-ficocianina
pela resina de troca ibnica € um processo complexo, que envolve mais do que um mecanismo,
tal como a troca ibnica, a complexacao de superficie e a atracdo eletrostatica.

Os coeficientes de determinacdo para os modelos de Langmuir, Freundlich e
Langmuir-Freundlich para a regressdo ndo-linear, foram de Rz > 0,94 (Tabela 2),
caracterizando assim, o comportamento de adsor¢cdo como ndo-linear, conforme explicado
pelos modelos. E conhecido que a isoterma de adsorcio de Freundlich apresenta uma
excelente representacdo de diversos conjuntos de dados para concentragcbes moderadas,
enquanto que a equacdo de Langmuir € melhor para baixas concentracdes (REDLICH,;
PETERSON, 1959). Além disso, Nie; Chen e Zhu (2007) relataram que uma limitacdo do
modelo de Freundlich é que a quantidade de soluto adsorvido aumenta indefinidamente com a
concentracdo do soluto na solucéo.
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Na literatura, alguns autores, como Silveira et al. (2008), Bermejo et al. (2006) e
Ramos et al. (2010), expressaram seus resultados para a adsorgdo de
C-ficocianina deste modo, usando o modelo de Langmuir para planejar a construcdo dos
processos de purificagdo. O modelo de Langmuir também foi utilizado para as isotermas de
adsorcdo realizadas em vérios tipos de resina de troca ibnica para diferentes proteinas de
interesse, como a adsorcdo do &cido clavulanico em Amberlite® IRA (BARBOZA:;
ALMEIDA; HOKKA, 2002) ou de amiloglicosidase em DEAE celulose (MANERA et al.,
2008). Além disso, Bresolin; Fioritti e Buenoa (2011) utilizaram o0 modelo de Langmuir para
cromatografia negativa em géis de agarose com ligantes a base de amina de poli-L-lisina
imobilizados para adsorcao de albumina do soro humano, e 0 modelo de Langmuir-Freundlich

para descrever a isoterma de adsor¢éo de imunoglobulina G no mesmo adsorvente.

4 CONCLUSAO

O estudo das condicBes de adsorcdo de C-ficocianina em resina Streamline®
DEAE demonstrou que o equilibrio cinético ocorreu a partir do tempo de 140 minutos. A
maior adsorc¢do ocorreu em pH 7,5 (coeficiente de particdo de 76,8) e nas temperaturas de 15
e 25°C. A isoterma de adsorcdo da C-ficocianina em pH 7,5 e 25°C mostrou que os dados
obtidos se adequam bem aos modelos propostos por Langmuir, Freundlich e Sips (Langmuir-
Freundlich) e os valores Qn, e Ky da isoterma de Langmuir obtidos a partir de regressao néo-
linear, foram de 33,92 mg.mL™ e 0,12 mg.mL™, respectivamente.
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CONCENTRACAO E PURIFICACAO DE C-FICOCIANINA DE Spirulina
platensis POR PROCESSO DE ULTRAFILTRACAO

RESUMO

Em todo o mundo, a busca por aditivos naturais tem aumentado. Cianobactérias, como a
Spirulina platensis, podem apresentar uma biomassa rica em pigmentos naturais, como
os carotendides, as clorofilas e as ficobiliproteinas. Dentre as ficobiliproteinas, destaca-
se a C-ficocianina que é usada como corante em alimentos e cosméticos. Para estas
aplicagbes a C-ficocianina precisa apresentar uma pureza igual ou superior a 0,7. A
tecnologia de separacdo por membranas tem importancia no tratamento de biomoléculas
por ser aplicAvel em larga escala e por apresentar baixa complexidade de aplicacéo.
Além disso, esta técnica € normalmente realizada a temperatura ambiente, 0 que
minimiza o dano térmico para o produto. Para melhor utilizacdo desta técnica, é
recomendado avaliar a influéncia das condi¢Ges operacionais. Neste trabalho foi
avaliada a purificacdo de
C-ficocianina até grau alimentar, utilizando a técnica de separacdo por membrana de
ultrafiltragdo. Foi realizada a selecdo da membrana a ser utilizada através de ensaios
comparativos entre uma membrana de retengdo nominal de 50 kDa e uma de 100 kDa,
concluindo-se que a de 50 kDa apresentou melhores condigdes de purificacdo. Com a
membrana selecionada foi realizado um delineamento experimental fracionario para
identificar qual a influéncia dos parametros pH, temperatura, pressdo e aplicacdo de
diferentes nameros de ciclos de diafiltracdo sobre a purificacdo e recuperacdo da
C-ficocianina. Através dos resultados obtidos identificou-se que somente a aplicacdo de
diferentes ciclos de diafiltracdo causaram influéncia significativa sobre as caracteristicas
do extrato final. Para avaliar a influéncia da aplicacdo da diafiltracdo, foram realizados
ensaios aumentando gradativamente a quantidade de ciclos aplicados, onde verificou-se
que a aplicacdo de 6 ciclos de diafiltragédo foi o ideal para obter C-ficocianina com
maior pureza (0,91) e menor perda na recuperacao. Por Gltimo, foi avaliado a aplicagdo
da diafiltracdo previamente a etapa de ultrafiltragédo/concentracdo, onde verificou-se um
aumento na eficiéncia da purificacdo, possibilitando a obtencdo de extratos de
C-ficocianina com pureza em torno de 0,95, caracterizando o produto como C-
ficocianina de grau alimentar.

Palavras-chave: purificagdo, C-ficocianina, ultrafiltragéo, diafiltragéo.



CAPITULO Il - ARTIGO 3 -58

1 INTRODUCAO

Embora varios corantes sintéticos sejam considerados seguros, 0s consumidores
estdo cada vez mais interessados em produtos naturais, que causam menores danos a salde
humana e ao meio ambiente, e podem possuir propriedades funcionais ou terapéuticas. Pode
ser constatado que a utilizacdo de aditivos sintéticos nos paises desenvolvidos tem sido
reduzida gradativamente, devido aos riscos de cancer e alergias, sendo assim substituidos por
corantes naturais (MARTELLI et al., 2014). Entre os micro-organismos com capacidade de
producdo de corantes naturais destacam-se as cianobactérias, em especial a Spirulina
platensis. Pode-se classificar a S. platensis como uma cianobactéria azul-esverdeada que
possui pigmentos fotossintéticos incluindo clorofila a, luteina, B-caroteno, ficocianina e
aloficocianina, sendo estes os maiores componentes bioativos na microalga (CHEN; ZHANG;
GUO, 1996).

A C-ficocianina (C-FC) é um pigmento fotossintético acessorio de cor azul da
familia das ficobiliproteinas, que absorve a luz em torno do comprimento de onda de 620 nm
e emite fluorescéncia em torno de 640 nm. Ela é uma ficobiliproteina com massa molecular
entre 60 e 240 kDa composta por duas subunidades o e 3, que estdo presentes em mesmo
namero, mas a quantidade exata de pares a e [3 que constituem a molécula pode variar entre as
espécies (GLAZER; STRYER, 1983; MACCOLL, 1998; ROMAY et al., 2003).

Esse pigmento pode ser utilizado como corante natural de alimentos como
iogurtes, milk-shakes e sorvetes, bebidas, sobremesas e também em cosméticos (SIMPSON et
al., 2012). Além de sua utilizacdo nas industrias alimenticia e de cosmeéticos, estudos
demonstram que a C-ficocianina possui atividade antioxidante (BHAT; MADYASTHA,
2001; ESTRADA; BESCOS; DEL FRESNO, 2001), anti-inflamatéria e antitumoral (REDDY
et al., 2003; ZHANG et al., 2011) e um grande potencial contra diabetes (OU et al., 2013) e
hipertensdo (ICHIMURA et al., 2013).

O custo de produtos com C-ficocianina varia amplamente e é dependente do grau
de pureza, que é definido como a relacdo da absorvancia a 620 nm e 280 nm (As20/A2s0)
(CISNEROS; RITO-PALOMARES, 2004). Os métodos de extracdo e purificacdo
desempenham papéis importantes em relacdo a pureza e ao rendimento da C-ficocianina.
Diversas técnicas ja foram previamente utilizadas para purificacdo de C-ficocianina obtida de
cianobactérias (ANTELO et al.,, 2010; MINKOVA et al.,, 2003; SINGH; PARMAR;
MADAMWAR, 2009). Precipitacdo com sulfato de amonio (SILVA et al., 2009) e aplicacdo
de ultrafiltracdo (CHAIKLAHAN et al., 2011; JAOUEN et al., 1999) podem ser utilizados
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para obter C-ficocianina de grau alimentar, enquanto a aplicacdo de diferentes técnicas em
conjunto com técnicas cromatograficas podem propiciar a obtencdo de C-ficocianina de grau
analitico (HERRERA et al., 1989; MINKOVA et al., 2003; MORAES; KALIL, 2009).

Os processos de separacdo por membranas séo considerados uma alternativa
econdmica para atingir elevada produtividade e pureza, ao mesmo tempo. A ultrafiltracdo
(UF) é o processo de separacdo por membranas mais utilizado na purificacdo de proteinas
(GOLUNSKI et al.,, 2011). Estes processos apresentam como Vvantagens nao requerem
aditivos ou mudancas de fases e podem ser realizados isotermicamente em baixas
temperaturas e pressdes, com menor consumo de energia. Asseguram 0 minimo de
desnaturacdo, desativagdo e/ou degradacdo dos bioprodutos que sdo altamente instaveis (CUI,
2005; SAXENA et al., 2009).

Varios parametros influenciam no comportamento da ultrafiltragdo de proteinas,
tais como pH (BURNS; ZYDNEY, 1999), temperatura (CHOLLANGI; HOSSAIN, 2007,
PACE et al., 1976), pressdo (CHOLLANGI; HOSSAIN, 2007) e aplicagéo de diafiltracdo (LI;
H-KITTIKUN; YOURAVONG, 2009), influenciando diretamente no fluxo e eficiéncia do
processo. No entanto, estudos mais amplos sobre a influéncia destes parametros na
purificacdo de C-ficocianina através de processos de separacdo por membranas ndo foram
encontrados até 0 momento.

Considerando o exposto anteriormente, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia da retencdo nominal das membranas, do pH, da temperatura, da pressdao de
operacao e da etapa de diafiltracdo na purificagdo de C-ficocianina utilizando a técnica de
ultrafiltracdo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Biomassa, extracao e quantificagdo de C-ficocianina

A cianobactéria Spirulina platensis LEB 52 foi cedida pelo Laboratorio de
Engenharia Bioquimica da FURG. Ao término do cultivo, a biomassa foi recuperada por
filtracdo, seca, congelada e moida e adicionada ao solvente extrator (&gua) na concentracdo de
0,16 g.mL™ (MORAES; BURKERT; KALIL, 2010). Apés a extracio, o caldo bruto contendo
celulas foi centrifugado e ajustado o pH de acordo com as condigdes de cada experimento. A
concentracdo de C-ficocianina foi calculada utilizando a Equacdo 1, descrita por Bennett e
Bogorad (1973), com modificagdes no comprimento de onda:



CAPITULO Il - ARTIGO 3-60

_ Ag20-0,474A¢s5,
534

C-FC

(1)

Onde, C-FC ¢ a concentracdo de C-ficocianina e Agzo € Ass2 SA0 as absorvancias
do extrato em 620 e 652 nm, respectivamente.

2.2 Sistema de ultrafiltragcio

Os ensaios de ultrafiltracdo foram realizados em célula laboratorial do tipo
convencional (Figura 1), pressurizada com nitrogénio, de volume atil de 200 mL, agitada por
barra magnética suspensa a 5 mm da superficie da membrana, para simulagcdo do escoamento
em fluxo tangencial. O sistema foi mantido em temperatura controlada de acordo com cada
experimento. Foram alimentados em todos os experimentos extrato clarificado de C-FC.

Figura 1 - Célula de ultrafiltracdo utilizada na concentracéo e purificacdo da C-ficocianina

2.3 Purificagdo e concentracdo de C-ficocianina por ultrafiltragido convencional

2.3.1 Selecdo da membrana
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Para determinar a membrana a ser utilizada nos ensaios de ultrafiltragdo foram
avaliadas duas membranas com diferentes retencdes nominais e materiais (50 kDa de
polietersulfona e 100 kDa de celulose regenerada) a temperatura de 25°C, pressdo de
1,5 kgf.cm? e pH 7,5. Foram utilizadas as membranas sem uso e ap6s uma regeneragio
quimica, composta pela aplicacdo de NaOH 6%, tampao pH 7,0 e &cido fosforico 0,01% em
sequéncia. O ponto final de cada experimento foi definido como a redugdo em cinco vezes do
volume alimentado de extrato de C-FC. Para cada experimento foi determinado o fator de

purificacdo e a recuperacgédo de C-ficocianina no retido e o fluxo de permeado.

2.3.2 Avaliacdo das condigdes da UF através de delineamento experimental

Com a membrana de retencdao nominal de 50 kDa de polietersulfona foi utilizado
delineamento experimental fracionario 2**, para verificar a influéncia da variacdo da
temperatura, do pH, da pressdo e do nimero de ciclos de diafiltracdo (recarga do sistema com
tampao fosfato de sédio 25mM no pH de trabalho correspondente a cada ensaio) sobre o fator
de purificacdo e a recuperacdo de C-ficocianina. As faixas de estudo foram determinadas de
acordo com a literatura e estudos prévios e 0s niveis das varidveis estdo apresentados na
Tabela 1. O ponto final de cada experimento foi definido como a reducdo em cinco vezes do

volume alimentado de extrato de C-FC.

Tabela 1 - Niveis das variaveis independentes utilizadas no delineamento experimental para
ultrafiltracdo de C-FC

Variaveis
_ _ -1 0 o+
independentes/niveis
Temperatura (°C) 40 145 25
pH 60 65 7,0
Pressdo (kgf.cm™) 1,0 15 20
Ciclos de diafiltragéo 0 2 4

2.3.3 Variagédo do numero de ciclos de diafiltracdo na UF da C-ficocianina

De acordo com os resultados obtidos no delineamento experimental (Tabela 2),

foram realizados ensaios variando o numero de ciclos de diafiltracdo na célula de
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ultrafiltracdo, utilizando a membrana com reten¢cdo nominal de 50 kDa. Foram avaliados 4, 6,
8 e 10 ciclos e sua influéncia sobre o fator de purificacdo e a recuperagdo de C-ficocianina e
sobre o fluxo de permeado. Os ensaios foram realizados no pH de 6,5, pressdo de 1,0 kgf.cm™
e temperatura de 25 °C. Foi utilizado o tampdo fosfato de sddio 25mM e pH 6,5. O ponto final
de cada ciclo foi o tempo de 40 minutos. Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.4  Fator de purificacéo, recuperacéo de C-ficocianina e retengdo da membrana

O fator de purificacéo foi calculado de acordo com a Equagéo 2:

PE.
FP - final 2
PE @)

inicial

Onde PEfina € a pureza do extrato de ficocianina retido e PEjnicia € @ pureza do
extrato alimentado ao processo.

A pureza do extrato de C-FC é calculada de acordo com a Equacéo 3:

>

280

>

Onde Ago € a absorvancia maxima da C-ficocianina e Aygy € a absorvancia

maxima das proteinas totais.

A recuperacgéo (%) de C-ficocianina foi calculada de acordo com a Equacédo 4:

- (Vﬁnal .[C-FCfinal ])
e (Vinicial .[C_FCinicial])

Onde Viinal € 0 volume de extrato de C-FC retido; [C-FCrinal] € @ concentracdo de

.100 (4)

C-ficocianina no retido; Vinicaa € 0 Vvolume de extrato de C-FC alimentado e

[C-FCiniciar] € a concentracdo de C-ficocianina no extrato alimentado.
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A retencdo da membrana foi calculada de acordo com a Equagéo 5:

R=[1-22 |.100 5
= |1 ()

A

Onde, C, é a concentracdo de C-FC ou de proteina total no permeado e Ca € a
concentracdo de C-FC ou de proteina total na alimentag&o.

2.5  Avaliagdo estatistica

Para avaliacdo dos resultados foi realizada analise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1  Selecdo da membrana

Para selegdo da membrana de ultrafiltragdo foram realizados experimentos com
membranas sem uso e membranas regeneradas apos ja terem sido utilizadas de ultrafiltracéo.
Quando foi utilizada uma membrana de 50 kDa foi obtido um fator de purificagéo de 1,35 e
uma recuperacdo de 85% e quando a membrana foi reutilizada o fator de purificagcdo obtido
foi de 1,25 e a recuperagédo de 90%, valor significativamente menor do fator de purificagcdo
em comparagdo com a membrana sem uso nas mesmas condi¢cdes de processo. Para a
membrana de 100 kDa foi observado um fator de purificacdo de 1,37 e uma recuperacdo de
90% na primeira utilizacdo. A recuperacdo semelhante entre as membranas de 50 kDa
regenerada e 100 kDa sem uso pode ser atribuida a uma regeneragdo insuficiente, por ndo ter
sido realizada uma otimizacdo desta etapa, permitindo assim que residuos proteicos possam
ter permanecido nos poros da membrana, reduzindo o tamanho efetivo dos poros. Ja durante a
realizacdo da regeneracdo da membrana foram encontrados danos na mesma que

impossibilitaram sua reutilizacéo.
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A menor recuperacao observada para a membrana de 50 kDa pode ser atribuida ao
material do qual é composta (polietersulfona), que causa uma maior polarizagdo da
membrana, aumentando o fouling, por ser mais hidrofobico que a celulose regenerada (QU et
al., 2010), constituinte da membrana de 100 kDa. Isso significa que a C-FC pode ter
permanecido retida na membrana. Este fato pode ser corroborado pela Figura 3, onde observa-
se maior reducdo de fluxo na membrana de 50 kDa (72,22%) quando comparado com a
membrana de 100 kDa (57,1%) (Fig. 3.).

KO e PELLEGRINO (1992) mostraram que membranas de celulose regenerada
hidrofilicas foram sutilmente afetadas pelo fouling por adsor¢do durante a ultrafiltracdo de
proteinas, enquanto foi observado que as proteinas foram encontradas adsorvidas em

membrana hidrofobica de policarbonato.

Figura 2 - Fator de purificagdo e recuperacgdo de C-ficocianina expressos como valores
médios com erro padrdo para as membranas de 50 kDa (sem uso e regenerada) e 100 kDa
(sem uso)
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Letras minusculas iguais para o fator de purificacdo ndo diferem ao nivel de 95% de confianca (p<0,05). Letras

maiusculas iguais para a recuperacdo ndo diferem ao nivel de 95% de confianga (p<0,05)
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Figura 3 - Fluxo de permeado utilizando as membranas de 50 kDa (sem uso e regenerada) e
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Com os dados experimentais obtidos, foi selecionada para continuidade do
trabalho a membrana de 50 kDa de polietersulfona. Esta selecdo foi baseada nos valores de
fator de purificacdo, que ndo apresentaram diferenca significativa entre as membranas, assim
como também foi relatado por Chaiklahan et al. (2011) que ndo observaram diferenca
significativa para o fator de purificacdo entre membranas de 50 e 100 kDa. Essa escolha
também levou em consideragdo a impossibilidade de regeneragdo da membrana de 100 kDa
pelo método quimico empregado e o custo menor da membrana de 50 kDa. A recuperagdo de
C-ficocianina da membrana de 50 kDa foi 5,5% menor do que a de 100 kDa, porém se
manteve acima de 85%, valor maior que os obtidos por Singh, Parmar e Madamwar (2009) na
etapa de ultrafiltragéo de C-FC.

3.2  Delineamento experimental
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Com a membrana selecionada de 50 kDa de polietersulfona, foi realizado
delineamento experimental fracionario 2** compreendendo 8 ensaios com 3 pontos centrais.
Neste delineamento foram avaliados os parametros de processo: temperatura, pH, pressao e
namero de ciclos de diafiltracdo, sobre a purificagdo e a recuperacdo de C-ficocianina. A
Tabela 2 apresenta a matriz do planejamento completo com os valores codificados e reais e 0s
dados de fator de purificagéo e recuperacdo da C-FC.

As faixas de temperatura (4,0 - 25°C) e pH (6,0 - 7,0) avaliadas foram
selecionadas de acordo com a estabilidade da C-ficocianina nestes valores (PUMAS et al.,
2011; SARADA,; PILLAI; RAVISHANKAR, 1999). Os valores de pressao (1,0 - 2,0 kgf.cm’
%) foram selecionados de acordo com estudos preliminares e o niimero de ciclos (0 - 4) foi
selecionado segundo Singh, Parmar e Madamwar (2009), que utilizaram 4 ciclos para
ultrafiltracdo de
C-ficocianina.

Tabela 2 - Matriz do planejamento fracionario com os valores codificados e reais e os dados
de fator de purificacdo e recuperagéo da C-FC

) 5 ) Fator de Recuperacéo
Ensaio T (°C) P (kgf.cm™) pH Ciclos o

purificacdo (%)
1 -1(4,0) -1(1,0) -1(6,0) -1(0) 1,38 86,2
2 1(25,0) -1(1,0) -1(6,0) 1(4) 1,54 92,1
3 -1(4,0) 1(2,0) -1(6,0) 1(4) 1,72 90,2
4 1(25,0) 1(2,0) -1(6,0) -1(0) 1,42 99,0
5 -1(4,0) -1(1,0) 1(7,0) 1(4) 1,53 89,0
6 1(25,0) -1(1,0) 1(7,0) -1(0) 1,36 95,3
7 -1(4,0) 1(2,0) 1(7,0) -1(0) 1,35 59,8
8 1(25,0) 1(2,0) 1(7,0) 1(4) 1,54 91,1
9 0(14,5) 0(1,5) 0(6,5) 0(2) 1,52 89,6
10 0(14,5) 0(1,5) 0(6,5) 0(2) 1,47 82,3
11 0(14,5) 0(1,5) 0(6,5) 0(2) 1,57 93,1

A recuperacdo de C-FC variou entre 59,8 e 99,0%, sendo este maximo atingido no
ensaio 4, com temperatura no nivel +1 (25,0 °C), pressdo no nivel +1 (2,0 kgf.cm?), pH no
nivel -1 (6,0) e nimero de ciclos no nivel -1 (0 ciclos). Os valores de pureza do extrato de C-
FC em todos os ensaios foram superiores a 0,7, tendo-se assim, alcangado a pureza de grau
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alimentar de acordo com Rito-Palomares, Nunez e Amador (2001). A pureza do extrato
variou entre 0,70 e 0,82, sendo este maior valor de pureza obtido no ensaio 3, onde também se
obteve o maior fator de purificacdo. A concentracdo final de C-ficocianina em todos os
ensaios foi semelhante, partindo de uma solugéo inicial com concentragéo de 4,26 + 0,75
mg.mL™ e ao fim do processo com concentrac&o de 17,02 + 1,32 mg.mL™.

Uma estimativa do efeito principal é obtida pela avaliagdo da diferenca no
processo causada pela alteracdo do menor (-1) para o maior (+1) nivel do fator estudado
(HAALAND, 1989). Para confirmar a significancia dos fatores avaliados foram utilizados 0s
graficos de Pareto (Figuras 4 e 5). Para o fator de purificacdo foi obtido um coeficiente de

determinago (R?) de 0,94 e para a recuperacao este valor foi de 0,96.

Figura 4 - Diagrama de Pareto para analise dos efeitos referentes ao fator de purificacdo de

C-ficocianina
(4) Ciclos (L) f 6,3
@) pH (L) [ -2,3
(2) Pressdo (L) | 1,8
(1) Temperatura (L) ¢ -1,1
p:(;,llo

Efeito padronizado estimado (valor absoluto)
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Figura 5 - Diagrama de Pareto para analise dos efeitos referentes a recuperacéao de
C-ficocianina

(1) Temperatura (L) | 3,4
@) pH (L) | 2,1
(2) Presséo (L) | 1,4

(4) Ciclos (L) } 1,4

p=0,10
Efeito padronizado estimado (valor absoluto)

Os resultados obtidos demonstraram que o Unico parametro que influenciou
significativamente sobre o fator de purificagdo foi o numero de ciclos de diafiltracdo e sobre a
recuperagédo foi a temperatura. O pH e a pressdo utilizados ndo causaram influéncia
significativa sobre as respostas, podendo ser estabelecidos de acordo com a melhor
estabilidade da C-ficocianina e condigéo de trabalho mais econdmica. A utilizagéo de 4 ciclos
aumentou o fator de purificagdo, devido provavelmente a ressuspensdo dos solidos na
superficie da membrana e a re-homogeneizagcdo do meio, possibilitando uma reducdo na
polarizacdo e na incrustacdo, permitindo assim que contaminantes que anteriormente tenham
se acumulado na membrana possam atravessa-la.

O aumento na recuperagéo de C-ficocianina foi obtido na maior temperatura de
estudo (25 °C). Esse efeito pode ser atribuido a uma maior retengdo devido a um pequeno
aumento na massa molar da C-FC com o aumento de temperatura identificado por Scheer e
Kufer (1977). Outro parametro que pode ter contribuido para esse aumento foram os valores
de fluxo médio maiores obtidos nos experimentos nesta temperatura (Tabela 3), que podem
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causar uma reducgdo no fouling, devido a menor viscosidade do extrato na maior temperatura
(SUN et al.,, 2011), reduzindo a quantidade de C-FC que fica retida na superficie da
membrana. Segundo Vincent-Vela et al. (2012) o fouling resistente presente no inicio do
processo e a resisténcia da camada de torta formada na membrana se reduzem com aumento
da temperatura, entretanto, acima de uma determinada temperatura esse efeito ndo € mais

identificado.

Tabela 3 - Valores de fluxo médio (L.h™.m™) para todos os ciclos dos ensaios do
delineamento experimental de ultrafiltragéo de C-FC

ENSAIO cleLos

Ciclo 0 Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4
1 6,28 - - - -
2 11,38 15,28 15,28 18,90 18,34
3 6,93 9,57 11,00 11,00 11,58
4 10,51 - - - -
5 7,10 9,04 10,70 10,39 10,09
6 9,84 - - - -
7 7,25 - - - -
8 11,72 16,69 21,40 19,36 18,34
9 7,50 8,44 10,62 - -
10 1,47 11,00 11,58 - -
11 7,90 9,86 11,89 - -

3.3  Variagao de ciclos

Através do delineamento experimental foi possivel verificar que os parametros
que causaram influéncia significativa no fator de purificagdo e na recuperacdo de C-FC foram
a variacdo no numero de ciclos e a temperatura, respectivamente. Assim, com o objetivo de
aumentar o fator de purificagdo, realizaram-se ensaios variando o numero de ciclos de
separacdo e fixando as condigdes de temperatura em 25 °C, em que se obteve 0s maiores
valores de recuperagdo de C-FC no ensaio anterior, de pressdo em 1,0 kgf.cm™ e de pH em
6,5.

Na Figura 6 é possivel verificar que passando de 4 para 6 ciclos possibilitou
aumento significativo no fator de purificagdo da C-FC, passando de 1,49 para 1,65, no
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entanto, 0 aumento de 6 para 10 ciclos ndo apresentou acréscimo significativo neste fator. Isto
pode ser atribuido a passagem da maioria das particulas contaminantes menores que a
retencdo nominal da membrana (50 kDa) nos 6 primeiros ciclos. Para a recuperacdo, a
aplicacdo de 4 e 6 ciclos séo iguais estatisticamente e maiores que 90% (Figura 6), ao se
aplicarem 8 e 10 ciclos houve reducdo significativa na recuperacdo de C-ficocianina,
atingindo os valores de 88 e 87%, respectivamente. Esta reducdo pode ser atribuida a
possibilidade que os fragmentos menores de C-ficocianina (mondmeros) tenham atravessado
a membrana, a partir do momento que outras particulas de tamanho menor ja tenham sido
permeadas anteriormente.

Figura 6 - Valores de fator de purificacdo e recuperagdo da C-ficocianina com a aplicacao de
diferentes ciclos de recarga de tampéo
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A partir da Tabela 4 é possivel notar que o fluxo aumenta com a realizagdo dos
ciclos, de 77 até 85%, sendo verificado que esse aumento cessa e se torna estavel a partir da
realizacdo de 4 ciclos. Isto pode ser atribuido possivelmente a diluicdo do extrato causado
pela adi¢cdo de tampdo, que proporcionaria uma reducdo das incrustagcbes na membrana (LI;
YOURAVONG; H-KITTIKUN, 2006). Outra razdo foi que a precipitacdo da proteina na
membrana € mais evidente no modo de concentracdo direta do que no modo de diafiltracéo
conforme identificado por Dewitt e Morrissey (2002).
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Tabela 4 - Valores dos fluxos médios dos ensaios de ultrafiltracdo com variacdo do numero
de ciclos de recarga de tampéo

Valores de fluxo médio (L.h".m?)

Ensaio  Ciclo Ciclo Ciclo Ciclo Ciclo Ciclo Ciclo Ciclo Ciclo Ciclo Ciclo
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

4 ciclos 10,24 13,37 15,49 17,17 18,19 - - - - - -
6ciclos 12,46 16,94 19,84 19,66 20,38 21,14 21,17 - - - -
8ciclos 12,76 17,27 19,64 20,38 20,78 21,80 21,78 21,83 22,11 - -
10ciclos 11,16 13,53 15,89 17,54 18,53 18,64 18,64 19,07 20,90 20,78 20,71

Atraveés destes resultados é possivel afirmar que a aplicagdo de 6 ciclos de recarga
da célula € a quantidade ideal para aumentar o fator de purificacdo do processo, sendo obtido
com este ensaio um grau de pureza do extrato de 0,91, sem haver perda significativa na
recuperacgéo da C-ficocianina mantida em 92%.

Os ciclos de recarga de tamp&o ap6s a operacdo de ultrafiltracdo foram avaliados
para se obter a melhor operacdo. A fim de se obter um produto com uma maior pureza foi
realizado a aplicacdo dos ciclos de recarga antes da concentragédo por ultrafiltragcdo, podendo
ser comparado com os ensaios realizados anteriormente (ultrafiltracdo seguida de ciclos de
recarga de tampéo).

Verificou-se que houve diferenga significativa entre a aplicacdo de ciclos de
recarga da célula antes e apds a ultrafiltracdo para o fator de purificacdo. Através da aplicacdo
da diafiltracdo previamente & concentracdo, foi possivel obter um fator de purificacdo de
1,79 + 0,03, valor este 8% acima do processo em que se utilizou diafiltracdo apos a
concentracdo do extrato, e a0 mesmo tempo manteve-se um valor de recuperagdo acima de
90% para 0s dois métodos.

Esta melhora na purificagdo pode se dar possivelmente pela menor polariza¢do na
membrana causada pela adigdo do tampdo logo no inicio do processo, assim como foi
identificado por Li, H-Kittikun e Youravong (2009). Baldasso, Barros e Tessaro (2011)
identificaram que a diafiltracdo tem alta eficiéncia quando aplicada com pequenos volumes de
alimentacdo e elevado numero de ciclos. Foi constatado que o fouling causado por proteinas
ndo depende de seu tamanho individual, mas da sua capacidade de formar agregados

(GUELL; DAVIS, 1996), e 0 aumento na concentracdo de proteinas pode causar 0 aumento
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da agregacdo (CROMWELL; HILARIO; JACOBSON, 2006). Agregados proteicos
depositados sobre a superficie da membrana e moléculas adicionais podem conduzir a
formacdo de uma multi-camada de incrustacbes na superficie da membrana. Devido a
propriedade coloidal da camada de proteina, o fouling ndo pode ser removido pela passagem
de tampéo (LI
H-KITTIKUN; YOURAVONG, 2009).

A recuperacao na aplicacdo do modo de diafiltracdo prévio a concentragdo ndo se
alterou estatisticamente, se mantendo acima de 90%, valor maior que os obtidos por Singh,
Parmar e Madamwar (2009) e Chaiklahan et al. (2011), que ndo alcangaram 85% de
recuperagdo. Nestas condi¢Oes de processo foi avaliada a retencdo da membrana, onde se
obteve para a retencdo de C-ficocianina um valor de 95,5% e para as proteinas totais este
valor foi de 87,3%, demonstrando que uma parte das proteinas contaminantes atravessaram a
membrana proporcionando o aumento de pureza identificado.

O extrato obtido apresentou um grau de pureza de 0,95, podendo assim ser
caracterizado como C-ficocianina de grau alimentar. A pureza alcancgada por este trabalho foi
maior que as obtidas por Kamble et al. (2013) e Silva et al. (2009), ao utilizarem precipitacdo
com sulfato de amdnio e didlise, e a obtida por Antelo et al. (2010) que utilizaram sistema
aquoso bifasico, com a vantagem de que na ultrafiltracdo ndo € necessario a adicao de agentes
quimicos, e proxima a de Chaiklahan et al. (2011), que utilizaram ultrafiltracdo tangencial.
Silveira et al. (2008) também conseguiram obter C-FC de grau alimentar mas utilizando o

método cromatogréafico de troca idnica.

4 CONCLUSAO

Este estudo permitiu selecionar a membrana com reten¢do nominal de 50 kDa
como a mais indicada para a purificacdo de C-ficocianina utilizando ultrafiltracdo. Atraves de
delineamento experimental, ficou comprovado que a temperatura e aplicagéo de diafiltracdo
causaram influéncia significativa sobre a recuperacdo e o fator de purificacdo da C-
ficocianina, respectivamente. A realizacdo de 6 ciclos de diafiltracdo, previamente a
concentracéo, foi indicado como a condigéo ideal para obter o maior fator de purificagdo, sem
ocasionar reducdo significativa na recuperacdo do bioproduto. Nestas condi¢des foi possivel

obter um extrato de C-ficocianina com pureza de 0,95, caracterizada como grau alimentar.
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Obtencao de C-ficocianina de grau alimentar até grau analitico utilizando
diferentes sequéncias de purificacéo

RESUMO

Quando um bioproduto de alto valor necessita de uma pureza especifica para ser
utilizado, torna-se interessante o estudo de metodologias que permitam a obtencéo desta
pureza com alta recuperacdo do produto e baixo custo. A adsor¢éo em leito expandido e
a ultrafiltracdo permitem a eliminacdo de uma etapa de clarificagdo, e também
produzem um extrato concentrado e parcialmente purificado pronto para a préxima
etapa de purificagdo. Com isto, a avaliacdo da aplicagdo destes métodos em conjunto
com outros métodos de purificagdo, incluindo diferentes sequencias é de grande
interesse para as industrias de biotecnologia. C-ficocianina (C-FC) é um corante azul
natural extraido de cianobactérias como Spirulina platensis, e possui muitas aplicacdes
comerciais em alimentos e cosméticos. Estudos recentes demonstraram que a C-FC
possui propriedades hepatoprotetora, anti-inflamatoria e antioxidante, antitumorais e
potencial contra diabetes e hepatite. Devido a distribuicdo limitada na natureza, e ao
elevado custo de obtencdo, resultante da dificuldade de purificagdo do processo, estes
pigmentos sdo bastante caros e sua obtencdo assim como de compostos puros é uma
tarefa potencialmente atrativa. Este trabalho propde estabelecer a melhor sequéncia a ser
utilizada na purificacdo e recuperacdo de C-ficocianina de diferentes graus de pureza
para diversas aplicacOes. Foram avaliadas a aplicacéo de ultrafiltracéo, precipitacdo com
sulfato de amonio e cromatografia de troca idnica em leito expandido e leito fixo, em
diferentes combinacgdes de sequencias e seu efeito sobre a purificacdo e a recuperagédo
da C-ficocianina. Com as etapas aplicadas, foi possivel obter C-FC para uso como
corante alimenticio, para uso como corante em cosméticos, de grau reativo para uso em
biomarcadores e de grau analitico, indicado para uso terapéutico e em biomedicina.
Concluiu-se que foram obtidos com sucesso diferentes sequencias de etapas de processo
para obtencdo de C-ficocianina com diversos graus de pureza. Comparando as etapas
cromatogréficas, a cromatografia em leito expandido apresentou fator de purificacéo
mais elevado que a cromatografia em leito fixo, com a vantagem de trabalhar com o
extrato bruto contendo células, dispensando uma etapa de clarificagdo. O processo a ser
utilizado vai depender do grau de pureza requerido para o extrato, sendo possivel a
obtencéo de C-FC com pureza entre 0,75 e 1,5, de 1,5a 2,5, de 2,5 a 3,5 e acima de 4,0,
com recuperac¢dao minima de 41,6%.

Palavras-chave: C-ficocianina, purificagdo, recuperacdo, design, leito expandido
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1 INTRODUCAO

As fontes microbianas a partir dos quais as proteinas sdo obtidas sdo
geralmente complexas, contendo biomassa e solidos dissolvidos de varios tamanhos e
massas moleculares. Dependendo da finalidade, é necessario a obtencdo de uma
substancia com um definido grau de pureza. Esta condicdo raramente pode ser
alcangada com uma Unica etapa de purificagdo, mas é geralmente obtida com uma
combinacdo de diferentes operagbes unitarias que representam as diferentes
necessidades de separacdo (ANSPACH et al., 1999).

O grande desafio dos processos de purificacdo de proteinas é a adequacéo
da melhor técnica ao processo e a transferéncia da metodologia para a escala de
producdo, garantindo que o produto final tenha todas as caracteristicas para sua
aplicagdo em humanos, para diagndstico ou uso veterinario (HO et al., 2000). Quando a
pureza desejada € especificada, o objetivo do processo a ser elaborado é a obtencéo de
uma recuperacdo méaxima ao mais baixo custo, com a obten¢do do produto com a
qualidade necesséria. A selecdo dos passos deste processo ¢ chamado de design. O
aperfeicoamento do design de um processo envolve a substituicdo e alteracdo de suas
etapas, a fim de se desenvolver a sequéncia mais indicada para obtencdo do produto
desejado (WHEELWRIGHT, 1989).

C-ficocianina (C-FC) é um pigmento fotossintético do grupo das
ficobiliproteinas, presentes em cianobactérias, algas vermelhas e criptomonas. Alem de
sua utilizacdo como corante em alimentos (MARTELLI et al., 2014), a C-FC age como
um estimulante do sistema imunologico (ERIKSEN, 2008), possui capacidade como
agente antitumoral e anti-inflamatério (REDDY et al., 2003), no tratamento do mal de
Alzheimer e mal de Parkinson (RIMBAU et al.,, 2001) e contra hipertensdo
(ICHIMURA et al., 2013). Também pode ser utilizada como tracador bioquimico em
microscopia e citometria em funcdo de suas propriedades fluorescentes (VONSHAK,
2002).

A razdo de pureza para C-ficocianina é dada pela relacdo entre a absorcéo
maxima visivel e a absor¢cdo a 280 nm, quando esta é superior a 4,0, este
bioproduto apresenta grau analitico, no entanto, quando este valor é superior a 0,7, 0
mesmo pode ser utilizado como um biocorante na industria de alimentos e cosméticos
(ABALDE et al., 1998; PATIL et al., 2006). O custo da C-ficocianina de grau alimentar
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(pureza maior do que 0,7) é de cerca de US$ 0,35 por grama, enquanto que o custo de
grau analitico (pureza superior a 4,0) chega a US$ 4.500,00 por grama (DELHI
NUTRACEUTICAS, 2014).

A purificacdo de um produto biotecnologico envolve em geral as etapas de
precipitacdo, centrifugacdo, ultrafiltracdo, sistema aquoso bifésico, ou a combinacao
destes (LING et al., 2004), seguidos de uma ou mais etapas cromatograficas, como
principalmente cromatografia de troca ibnica, de afinidade, de interacdo hidrofobica ou
de adsorcdo. A finalizagdo geralmente é feita com uma etapa de filtragdo em gel,
secagem, cristalizacdo ou liofilizacdo do produto de interesse (PESSOA; KILIKIAN,
2005).

Diversos autores avaliaram o desenvolvimento de processos para a obtengao
de C-FC purificada (BERMEJO; RAMOS, 2012; MORAES; KALIL, 2009; SONG;
ZHAO; WANG, 2013), entretanto a utilizacdo de cromatografia de troca idnica em leito
expandido, utilizando extrato bruto contendo diversos contaminantes como células,
residuos celulares e outras proteinas é raramente aplicada. A obtencdo de processos de
purificacdo que consigam, através de um minimo de etapas, fornecer C-FC classificada
de acordo com os diversos graus de pureza, € de alto valor industrial e comercial.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer a melhor sequéncia a ser utilizada
na purificacdo e recuperacdo de C-ficocianina de diferentes graus de pureza para
diversas aplicacgdes.

2. MATERIAL E METODOS
2.1  Obtencéo da biomassa e extracdo da C-Ficocianina
A cianobactéria Spirulina platensis LEB 52 foi cultivada e cedida pelo
Laboratdrio de Engenharia Bioquimica da FURG. Ao término do cultivo, a biomassa foi
recuperada por filtragdo, seca, congelada e moida até um tamanho de particula entre
0,106 e 0,125 mm de diametro, e adicionada ao solvente extrator na concentracdo de

0,16 g/mL (MORAES; BURKERT; KALIL, 2010).

2.2 Processos de obtencdo de C-ficocianina com diferentes graus de pureza
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Para a obtencdo de C-ficocianina em diferentes graus de pureza foram
utilizadas as seguintes técnicas de purificacdo, individualmente e em diferentes
sequéncias: ultrafiltracdo, precipitacdo com sulfato de amonio, cromatografia de troca
ionica em leito fixo e cromatografia de troca ionica em leito expandido, conforme

apresentado na Figura 1.
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Figura 1:- Diagrama esquematico dos processos estudados (1, 2, 3 e 4) para purificacdo da C-ficocianina utilizando diferentes etapas
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2.2.1 Precipitagdo com sulfato de amonio

Para a purificacdo da C-ficocianina utilizando precipitagio com sulfato de
amonio, foram avaliadas modificacGes na metodologia de Silva et al., (2009) com relagéo ao
tempo de de fracionamento. Foi aplicada precipitacdo fracionada com (NH,),SO,4 solido em
temperatura ambiente com saturacdo de 0-20% na primeira etapa e 20-50% na segunda etapa.
Na primeira etapa, sulfato de amonio foi adicionado a amostra numa concentracdo de
saturacdo equivalente a 20%, de acordo com Scopes (1994). A adicdo ocorreu sob constante
agitacdo nos 30 min iniciais, seguido de repouso sob refrigeracdo pelos tempos avaliados,
conforme Tabela 1. Apds este periodo, a amostra foi centrifugada (12000xg, 25°C, por 20
min) e o precipitado foi descartado. Na segunda etapa, o sulfato de amdnio foi adicionado ao
sobrenadante até atingir saturagdo equivalente a 50% (SCOPES, 1994) da mesma forma que a
saturacéo anterior. A solucdo foi mantida pelo mesmo tempo que o primeiro fracionamento e
entdo centrifugada. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em
tampdo fosfato de potassio 50 mM (KH,PO,) pH 7,0 em uma relacdo volume de

ressuspensdo/volume inicial de 0,52.

2.2.2 Diafiltracdo/ultrafiltracdo (DF/UF)

Os ensaios de ultrafiltracdo foram realizados seguindo estudos prévios. Foram em
uma célula laboratorial do tipo convencional, de volume Gtil de 200 mL, agitada por uma
barra magnética suspensa, para simulacdo do escoamento em fluxo cruzado. Foi utilizada
membrana de retengdo nominal de 50 kDa de polietersulfona, temperatura de 25°C, pressao de
1,0 kgf/cm? e pH de 6,5. Foram utilizado 6 ciclos de diafiltracdo previamente a concentragdo
do extrato. A diafiltracdo consiste de ciclos de recarga de tampdo na célula de ultrafiltracdo
com tampéo fosfato de sodio, pH 6,5. Foi alimentado ao sistema extrato clarificado de C-FC e
o ponto final de cada ciclo foi o tempo de 40 minutos, e no ultimo ciclo até o volume final 5
vezes menor que o inicial. Apds cada ensaio foram quantificadas a concentracdo de C-FC e
seu grau de pureza. A diafiltracdo/ultrafiltracdo foi utilizada também apos as etapas de
precipitacdo para remocdo do sal presente, utilizando reagente de Nessler para verificar a

eficiéncia da remocéo.

2.2.3 Cromatografia de troca idnica em leito fixo
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O extrato contendo a C-ficocianina obtida em etapa anterior foi alimentado em
uma coluna C10/20 GE Healthcare contendo resina aniénica Q Sepharose Fast Flow®,
previamente equilibrada em tampéo Tris-HCI 25 mM, pH 6,5 na velocidade de 40 cm/h. As
proteinas ndo adsorvidas foram removidas por lavagem com o mesmo tampdo de equilibrio.
Foi realizada pré-eluicdo com NaCl 0,1M e apds a eluicdo foi efetuada utilizando um
gradiente linear de 0,1-1 M de NaCl com um gradiente de volume de 50 ml. Ambas as etapas
em tampdo Tris-HCI 25 mM pH 5,0 (MORAES; KALIL, 2009). As amostras foram coletadas
a cada 5 minutos e determinadas a concentracdo e grau de pureza da C-ficocianina além do
acompanhamento da proteina total através de determinacdo de absorvancia em 280 nm.
Determinadas as fragdes mais purificadas, estas foram reunidas e utilizadas nas etapas

subsequentes do processo.

2.2.4 Cromatografia de troca idnica em leito expandido

Para o0s experimentos de purificacdo em leito expandido foi aplicada a
metodologia determinada por Moraes et al. (2011), substituindo a resina utilizada pelos
autores por Streamline DEAE. Foi utilizada uma coluna Streamline® 25 (D.I 2,5 cm x 100
cm de altura), que foi preenchida com 50 mL de resina, resultando em uma altura total de leito
de 10 cm. A resina foi equilibrada com tampédo fosfato de sédio 25 mM pH 7,5 a uma
velocidade de 240 cm/h em fluxo ascendente, o que proporcionou um grau de expansédo (GE)
de 2 vezes (20 cm de leito). Em todos os ensaios, 220 mL do extrato de C-ficocianina foram
alimentados em fluxo ascendente a uma velocidade 123 cm/h, mantendo um GE de 2,0. Ap6s
a lavagem, realizada com 750 mL de tampao fosfato de sddio 25mM em pH de trabalho em
modo expandido, a vazao foi interrompida e o leito de resina foi sedimentado até 10 cm. O
adaptador foi movido até a posicdo 10 cm e foi realizada pré-eluicdo com NaCl 0,1M e a
eluicdo com gradiente linear salino de 0,1-1M de NaCl com gradiente de volume de 220 mL,
ambas as etapas em em tampao fosfato de s6dio 25 mM pH 6,5, feitas em modo fixo e em
fluxo descendente. Fragdes foram coletadas a cada 2 minutos onde foram determinadas a
concentracdo de C-ficocianina (C-FC), a pureza (PE) e a absorvancia em 280 nm para
acompanhamento das proteinas totais.

2.3 Concentracéo e recuperacao da C-ficocianina
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A concentracdo de C-ficocianina foi calculada utilizando a Equagéo 1, descrita

por Bennett e Bogorad (1973), com modificagdes no comprimento de onda:

(Aezo -0, 474A652)
5,34

C-FC= (1)

Onde, C-FC é a concentracdo de C-ficocianina em mg.mL™ e Agzo e Aesz S30 as
absorvancias em 620 e 652 nm, respectivamente.

A recuperacgéo de C-ficocianina foi calculado de acordo com a Equacgéo 2:

(Vfinal-[C—FCrinal])
(Vinicial-[C = FCiniciat )

Onde, Viina € 0 volume de extrato de C-FC retido; [C-FCrinal] € a concentracao de

REC = 100 )

C-ficocianina no retido; Vinicia € 0 volume de extrato de C-FC alimentado e [C-FCinicial] € a

concentracdo de C-ficocianina no extrato alimentado.

2.4 Pureza do extrato e fator de purificagio

A pureza do extrato de C-ficocianina foi monitorada pela razdo Aszo/Azso
(ABALDE et al., 1998). O fator de purificacdo é dado pela relagdo entre a pureza de cada
fracdo purificada pela pureza do extrato bruto.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Precipitacdo com sulfato de aménio

A precipitacdo com sulfato de aménio é uma técnica bastante aplicada para
purificacdo de C-ficocianina (MORAES; KALIL, 2009; SONI et al., 2006; YAN et al., 2011),
incluindo um estudo amplo sobre as condic¢des aplicadas (SILVA et al., 2009). No entanto
uma avaliacdo sobre a aplicacdo desta técnica em diferentes tempos ndo foi encontrada. A
Tabela 1 apresenta os tempos aplicadas em cada etapa da precipitacdo fracionada, nas
condicbes determinadas por Silva et al. (2009). E possivel verificar que com excec¢do do
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tempo de 1 hora por etapa, os tempos de 14 (overnight), 6, 4 e 2 horas ndo apresentaram
diferenca significativa para o fator de purificagdo nem para a recuperacdo, indicando assim,
que pode ser utilizado o tempo de 2 horas em cada etapa do fracionamento, para precipitacdo
de C-ficocianina, reduzindo consideravelmente o tempo necessério para a realizagdo desta

etapa, sem perda na eficiéncia do processo.

Tabela 1 - Diferentes tempos aplicados para precipitacdo da C-ficocianina com sulfato de
amonio e fator de purificacdo e recuperagdo obtidos

Tempo de cada Fator de purificacdo Recuperacéo (%)
fracionamento (horas)
1 1,67°+0,01 62,9°+0,2
2 2,64%+0,10 79,1°+57
4 2,63%+0,10 73,57 +0,7
6 2,64°+0,12 74,2°+0,2
14 2,60% + 0,06 72,2+ 8,6

Letras iguais nas colunas nao diferem estatisticamente em nivel de significancia de 5% (Teste de Tukey)

Sulfato de aménio é usado como um agente de precipitacdo, porque tem custo
relativamente baixo, mantém a integridade da proteina, precipita ficobiliproteinas facilmente,
é altamente solivel em &gua a baixas temperaturas, que permite solugdes salinas com alta
forca idnica, e tem efeito bacteriostatico, todos Uteis na purificacdo de proteinas (BURGESS,
2009; SONI et al., 2006). O tempo de 2 horas foi selecionado para aplicagéo nos processos de
purificacdo de C-ficocianina onde foi utilizada precipitacdo fracionada com sulfato de

amonio.

3.2 Estudo dos processos de purificagdo de C-ficocianina

A necessidade da obtencdo de C-ficocianina de diferentes graus de pureza faz com
que o desenvolvimento de diferentes processos de purificagdo se tornem essenciais, a fim de
reduzir tempo através de processos com 0 menor nimero de etapas e a maior recuperacao de
produto possivel. A purificagdo da C-ficocianina envolveu as etapas de precipitagdo
fracionada com sulfato de amonio, diafiltragdo/ultrafiltracdo, cromatografia de troca i6nica
em leito expandido e em leito fixo. Para garantir a igualdade das amostras em todos 0s

experimentos, o foi utilizado mesmo lote de biomassa seca de Spirulina platensis.
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No processo de purificagdo 1, onde foi utilizado a cromatografia de troca i6nica
em leito expandido, apds a extracdo com agua, o caldo bruto contendo células foi diluido e
ajustado o pH para as condicGes de trabalho. A etapa de precipitagdo utilizada no processo 4
foi aplicada com o tempo de processo de 2 horas, o suficiente para obter a melhor recuperacgéo
e fator de purificacdo, conforme identificado no item anterior. Para a remocdo dos sais
(sulfato de aménio e cloreto de sddio) do extrato, quando necessério, foi utilizada a
diafiltracdo/ultrafiltracdo, ao invés da dialise, porque além de remover os sais, esta técnica
poderia contribuir para a purificacdo e concentragao do extrato.

A Tabela 2 apresenta os resultados de pureza do extrato, fator de purificacéo e
recuperagdo em cada uma das etapas dos diferentes processos, assim como esses parametros

globais ao fim de cada processo.

Tabela 2 - Avaliacdo da pureza, fator de purificagdo e recuperacdo em cada processo de
purificacdo de C-ficocianina estudado

Pureza do Fator de Recuperagéo
Processo Etapa e
extrato purificacéo (%)
Inicial 0,50 1,0 100
Cromatografia de troca
- . . 2,41 4,8 59,9
1 idnica em leito expandido
Diafiltracdo/Ultrafiltracédo 2,96 1,2 82,9
Global 2,96 5,9 49,7
Inicial 0,58 1,0 100
Cromatografia de troca
- o 2,12 3,7 73,4
2 ionica em leito fixo
Diafiltracdo/Ultrafiltragéo 2,12 1,0 92,1
Global 2,12 3,7 67,6
Inicial 0,57 1,0 100
Diafiltracdo/Ultrafiltragéo 0,95 1,7 92,6
Cromatografia de troca
3 o L 3,00 3,2 57,7
ionica em leito fixo
Diafiltracdo/Ultrafiltragéo 3,00 1,0 96,1
Global 3,00 53 51,3
Inicial 0,57 1,0 100
4 Precipitacéo 1,54 2,7 81,2

Diafiltracdo/Ultrafiltragéo 2,12 1,4 95,2
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Cromatografia de troca

o L 4,10 1,9 55,6
ibnica em leito fixo

Diafiltracdo/Ultrafiltragéo 4,10 1,0 96,8
Global 4,10 7,2 41,6

Pela observacdo dos dados da Tabela 2, verifica-se que os processos aplicados
possibilitaram a obtengéo de extrato de C-ficocianina com purezas de grau alimentar (2,12,
2,41, 2,96 e 3,00) e grau analitico (4,1) conforme Rito-Palomares; Nunez e Amador (2001).
Alem disso, os extratos obtidos tambem se enquadram na classificacdo utilizada por diversas
empresas que comercializam C-FC com pureza entre 0,5 até 1,5 para uso como corante
alimenticio, com pureza entre 1,50 e 2,50 para uso como corante em cosméticos, com pureza
entre 2,5 e 3,5 como grau reativo para uso em biomarcadores e pureza maior que 4 como
terapéutico e biomarcador.

O processo 1 consistiu na utilizacdo da cromatografia de troca idnica em leito
expandido para adsorcéo da C-FC em resina Streamline® DEAE, seguido por uma etapa de
DF/UF. Avaliando-se somente a etapa de cromatografia, obtem-se o cromatograma do
processo conforme apresentado na Figura 2. Diversos autores ja avaliaram a utilizacdo da
resina de leito expandido Streamline DEAE (BERMEJO et al., 2006; BERMEJO; RAMOS,
2012; NIU et al., 2007; RAMOS et al., 2010), mas utilizando extrato ndo clarificado de C-
ficocianina e com uma etapa de eluicdo tipo degrau seguida por eluigdo do tipo gradiente
salino, ndo foram encontrados estudos. As condigdes utilizadas no processo foram as mesmas
determinadas por Moraes et al. (2011), que utilizaram resina Streamline Q XL com pH de
eluicdo 6,5. O pH de alimentacdo foi determinado por avalicdo prévia dos pardmetros de
adsorcdo da resina (SALA et al., 2014).
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Figura 2 - Cromatograma da purificagéo de C-ficocianina em leito expandido com resina
Streamline DEAE usando elui¢éo tipo degrau, com 0,1M de NaCl, combinado com gradiente
linear salino (0,1 -1
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Assim como observado por Moraes et al. (2011), a etapa de pré-eluicdo
proporcionou a remoc¢do de algumas proteinas contaminantes adsorvidas fracamente na resina,
0 que pode ser observado na Figura 2 através da curva de absorvancia a 280 nm, que
representam as proteinas totais. Assim, € possivel obter um extrato mais purificado ao final do
processo. A C-FC obtida apresentou uma pureza de 2,41 (4,8 vezes mais pura que 0 extrato
inicial) e recuperacdo de 59,9%. Bermejo et al. (2006) avaliaram a purificacdo de extrato
bruto de C-ficocianina sem a presenca de células através de cromatografia de troca idnica em
leito expandido com resina Streamline DEAE, e obtiveram C-ficocianina 3 vezes mais
purificada que o extrato inicial, com recuperacdo variando entre 60 e 80%. Bermejo e Ramos
(2012) também utilizaram resina Streamline DEAE e obtiveram fator de purificacdo de 4,5,
obtendo um extrato com pureza de 0,87 na etapa de cromatografia em leito expandido, com
recuperacgéo de 79%. Ambos os trabalhos utilizaram extrato clarificado de C-ficocianina, onde
as células foram removidas por centrifugacéo, ao contrario deste trabalho, onde foi utilizado
extrato bruto.

A utilizacdo do leito expandido possibilita a aplicagio de um caldo bruto,

contendo células e residuos celulares, e permite eliminar etapas como precipitacdo por sulfato
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de aménio e cromatografia de permeacdo em gel, que sd&o comuns nos protocolos de
purificagdo usuais, além de possibilitar a reducao do tempo total empregado no processo (NIU
et al., 2007). Caso o objetivo do processo seja a maior purificacdo possivel do extrato, sendo
aceitdvel uma maior perda na recuperacdo, pode ser separada uma fracdo mais pura, com
incremento de 5,5 vezes na pureza e 48,8% de recuperacéo.

A etapa de diafiltracdo/ultrafiltracdo ap6s a cromatografia em leito expandido
possibilitou a obtencdo de C-FC com pureza de 2,96, com uma recuperacdo global de 49,7%.
Em contraste com a didlise, etapa geralmente aplicada em processos de pequena escala, onde
as diferencas na concentragdo de soluto através da membrana conduz a troca de tamp&o
através de difusdo, na diafiltracdo/ultrafiltracdo essa troca é mais répida devido ao fluxo
convectivo de tampdo atraves da membrana, como consequéncia da aplicacdo de pressao
como for¢a motriz. Isto pode ser benéfico para o processamento de proteinas ou produtos
biolégicos que sdo instaveis e que necessitam de troca de tampdo imediata (EVANS;
ROMERO; WESTOBY, 2009). Essa troca mais rapida também é vantajosa por possibilitar
reducéo no tempo total de processo.

No processo 2 foi realizada a etapa de cromatografia de troca i6nica em leito fixo,
otimizada por Moraes e Kalil (2009) utilizando resina anionica Q-Sepharose Fast Flow e
posterior UF/DF para concentragdo do extrato. Neste processo foi possivel obter C-
ficocianina com pureza de 2,12, um pouco inferior a alcan¢ada no processo anterior, porém
com recuperacdo aproximadamente 27% mais elevada. Os valores obtidos neste processo
confirmam os encontrados por Moraes; e Kalil (2009), quando utilizaram na cromatografia de
troca ibnica em leito fixo, o extrato clarificado sem etapa prévia de purificacéo.

No processo 3 foi utilizada a etapa de DF/UF antes e ap0s a etapa de
cromatografia de troca idnica em leito fixo, e apresentou resultados semelhantes aos obtidos
no processo 1, no entanto o volume de trabalho utilizado no processo com leito fixo &€ menor
do que o utilizado no leito expandido, e necessita de uma etapa de clarificagdo prévia do
extrato, o que faz este processo ter uma menor obtencdo de extrato por processo. Uma
vantagem da aplicacdo da DF/UF antes da cromatografia de leito fixo é que esta técnica pode
ser ajustada para se obter um extrato com uma concentragdo definida (EVANS; ROMERO;
WESTOBY, 2009). Observa-se também que, neste processo, caso se deseje a obtengdo de C-
ficocianina comercializada com grau alimentar (pureza entre 0,75 e 1,5), é possivel obté-la na
primeira etapa de DF/UF, que forneceu um extrato com pureza de 0,95 e recuperacdo de
92,6% em uma Unica etapa de purificagdo.
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A pureza final obtida pelos processos 1 e 3 é maior que a obtida por Kamble et al.
(2013) que obtiveram 2,32, porem com fator de purificacdo de 14,44. Estes autores nado
informaram a recuperagdo obtida. Nos processos 1 e 3 foi possivel obter C-FC com pureza
entre 2,5 e 3,5, que é comercializada para uso em biomarcadores, com um custo médio de
US$ 1.500,00 por grama (DELHI NUTRACEUTICALS, 2014). Assim, o processo 1 se torna
muito Util para producdo em larga escala de extrato com esse grau de pureza.

O processo 4 foi 0 que possibilitou a obtencdo do extrato com pureza mais
elevada, considerada de grau analitico (PE>4,0) e que pode custar até US$ 4.500,00 por
grama. (DELHI NUTRACEUTICALS, 2014). Na primeira etapa deste processo, se utilizou a
precipitacdo com sulfato de ambnio, com as modifica¢cdes no tempo de processo conforme
apresentado anteriormente. A aplicacdo desta técnica € importante no processo de purificagéo,
uma vez que proporciona bom aumento na pureza, com recuperacdo relativamente alta, além
de ser de baixo custo e de simples aplicacdo (MORAES; KALIL, 2009; SILVA et al., 2009).
Neste trabalho a etapa isolada de precipitacdo possibilitou a obtencdo de um fator de
purificacdo de 2,7, com recuperacdo de 81%. A etapa posterior de DF/UF, além de servir para
retirar o sal de amonio da amostra, que impossibilitaria a adsorgéo pela resina de troca i6nica,
possibilitou mais um aumento no grau de pureza do extrato, com elevada recuperacdo da
etapa (95,2%).

O extrato concentrado foi alimentado ent&o na coluna de leito fixo, com a mesma
metodologia aplicada no processo 3. Na Figura 3 esta apresentado o cromatograma do
processo, onde é possivel verificar que na etapa de pré-eluicdo foram removidas algumas
proteinas contaminantes. E possivel verificar também, trés fracbes na fase de elui¢do, com
pureza do extrato proximo a 4,0, resultando em um total de 9,3 ml de C-FC, com pureza de
4,1 e concentracdo de 11,1 mg/mL, proporcionando recuperacdo de 55%. E aceito que para
haver aumento na purificacdo de um produto biotecnoldgico, hd uma perda na recuperacao,
sendo necessario se escolher entre uma e outra como objetivo do processo
(WHEELWRIGHT, 1989)
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Figura 3 - Cromatograma da purificacdo de C-ficocianina em leito fixo com resina Q
Sepharose Fast Flow® usando eluicéo tipo degrau, com 0,1M de NaCl, combinado com
gradiente linear salino (0,1 -1 M).
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Apds a cromatografia, a etapa de DF/UF ndo apresentou incremento na pureza e
foi mantido um volume e concentragédo final do extrato igual ao da etapa de cromatografia,
mas a etapa permitiu a retirada dos sais inseridos no processo. A recuperacdo final do
processo 4 foi de 41,6%, com fator de purificacdo de 7,2, valor pouco maior que o obtido por
Moraes e Kalil (2009) de 6,3. Song; Zhao e Wang (2013) obtiveram C-FC com pureza de
5,32 e recuperacgéo de 42%, utilizando uma etapa de precipitacdo com sulfato de amonio, com
posterior passagem por trés colunas cromatograficas, de interacdo hidrofobica, de troca ibnica
e de permeacéo em gel. O processo 4 descrito neste trabalho apresenta a vantagem de utilizar
somente uma etapa de cromatografia.

Com a reducdo no tempo necessario para a realizacdo da etapa de precipitacdo
com sulfato de amdnio e a utilizacdo de DF/UF como alternativa a dialise, o tempo total

necessario para o processo de purificacdo de C-ficocianina pode ser consideravelmente
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reduzido. Este trabalho permitiu o desenvolvimento de processos para obtengédo de C-
ficocianina, de acordo com a pureza requerida, com o minimo de etapas, e manutencéo altos
niveis de recuperacdo. Com a etapa B do processo 3, obteve-se C-FC para uso como corante
alimenticio, com o processo 2 obteve-se C-FC para uso como corante em cosmeticos, com
uma maior recuperacdo, no processo 1 foi atingido o grau reativo para uso em biomarcadores
e no processo 4 a C-FC obtida apresentou grau analitico, indicado para uso terapéutico e em

biomedicina.

4 CONCLUSAO

Foi possivel verificar que a purificagdo de C-ficocianina por precipitacéo
fracionada com sulfato de amonio, pode ser realizado com 2 horas para cada etapa de
fracionamento, sem perda no fator de purificacdo e na recuperacdo. Foram obtidos com
sucesso diferentes sequencias de etapas de processo para obtengcdo de C-ficocianina com
diversos graus de pureza. Verificou-se que para obtencdo de C-FC com grau de pureza entre
0,75 e 1,5, indicada para uso como corante alimentar, a técnica mais apropriada € a aplicacao
de diafiltracdo/ultrafiltracdo a partir de extrato clarificado. Para obter C-FC com pureza
indicada para uso como corante em cosméticos, entre 1,5 e 2,5, indica-se a utilizacdo de
precipitacdo com sulfato de amonio, seguido por diafiltracdo/ultrafiltragéo. Para utilizacédo da
C-FC em biomarcadores, com pureza entre 2,5 e 3,5, a utilizagdo de cromatografia de troca
ionica em leito expandido seguida por diafiltracdo/ultrafiltragdo, a partir de extrato bruto
contendo células, é o mais indicado, devido a possibilidade de trabalhar com volumes maiores
de extrato, com uma recuperacdo de 49,7%. Para a obtencdo de C-FC com grau analitico
(Pureza > 4,0), deve ser aplicado, a partir de extrato clarificado, a sequéncia envolvendo
precipitacdo, diafiltracdo/ultrafiltragdo, cromatografia de troca ionica em leito fixo e
diafiltracdo/ultrafiltracdo, que apresentou uma recuperacdo global de 41,6%. Comparando as
etapas cromatograficas, a cromatografia em leito expandido apresentou um fator de
purificacdo mais elevado que a cromatografia em leito fixo, com a vantagem de trabalhar com

extrato bruto contendo células, dispensando uma etapa de clarificagéo.
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INCORPORACAO DE C-FICOCIANINA EM NANOFIBRAS DE OXIDO DE
POLIETILENO

RESUMO

C-ficocianina (C-FC) é um pigmento antena coletor de luz, que proporciona uma cor azul
intensa nas algas verde-azuladas. E uma ficobiliproteina solGvel em agua, e pode ser usada
como corante em alimentos e cosméticos e também é um fotossensibilizador citotoxico capaz
de matar células através da producdo de oxigénio singleto por excitagdo, com a radiacéo
apropriada. Entre as formas que possibilitam uma melhor aplicagéo e maior estabilidade da C-
FC, as nanoestruturas ainda ndo foram amplamente avaliadas. Nanofibras podem ser
produzidas a partir de uma ampla variedade de polimeros. Estas fibras possuem uma area
superficial especifica extremamente elevada devido a seu pequeno didmetro. A incorporagdo
de C-ficocianina em nanofibras poderia possibilitar estudos sobre sua aplicagdo na cobertura
de alimentos, visando aumentar a vida Gtil do produto devido sua capacidade antioxidante,
assim como uma forma alternativa para sua utilizacdo via terapia fotodindmica e fototérmica
no tratamento de alguns tipos de céncer. Electrospinning é atualmente a técnica mais
promissora para a producao continua de nanofibras em larga escala e o didmetro da fibra pode
ser ajustado de nanémetros para microns. Além disso, o electrospinning é um processo
relativamente facil e rapido para a producéo de nanofibras. Esta técnica envolve o uso de um
campo de alta tensdo eletrostatica para carregar a superficie de uma gota de solucdo de
polimero até sobrepor a tensdo superficial da gota, e entdo um jato carregado de solucéo de
polimero é ejetado. A rota do jato carregado é controlada pelo campo elétrico. O jato se
estende através de loops em espiral; com o aumento de diametro dos loops o jato cresce mais
longo e fino, até que se solidifica ou é coletado no alvo. No presente trabalho, C-ficocianina
foi incorporada ao polimero 6xido de polietileno (PEO) para produgdo de nanofibras por
processo de electrospinning. Foram determinadas a condutividade da solugdo de C-FC/PEO e
a estrutura através de microscopio digital Gtico, e foi realizada a analise termogravimétrica
das nanofibras formadas. Solugdes de polimeros com concentracdo de 2 e 4% de PEO ndo
possibilitaram a obtencdo de nanofibras de boa qualidade, enquanto solu¢cdes com 6 e 8%
proporcionaram a formacdo de nanofibras com didmetro médio inferior a 800 nm,
homogéneas e sem a presenca de gotas. A analise termogravimétrica identificou aumento na
resisténcia térmica da C-ficocianina incorporada nas nanofibras.

Palavras-chave: C-ficocianina, nanofibras, nanoestruturas, Oxido de polietileno.
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1 INTRODUCAO

C-ficocianina (C-FC) é um pigmento antena coletor de luz, que proporciona cor
azul intensa nas algas verde-azuladas. E uma ficobiliproteina soliivel em é&gua, de cor azul,
fluorescente e de propriedades antioxidantes (ERIKSEN, 2008). Entre as outras
ficobiliproteinas (ficoeritrina e aloficocianina), a C-FC é o principal pigmento acessorio que
esta presente em todas as cianobactérias (GANTAR et al., 2012).

Entre as aplicagcdes encontradas para a C-FC destacam-se: corante natural para
alimentos e cosméticos (ARAD; YARON, 1992; PRASANNA et al., 2007), potencial agente
terapéutico em doengas oxidativas induzidas pelo stress e marcador fluorescente em pesquisa
biomédica (BHAT; MADYASTHA, 2001; YOSHIDA; TAKAGAKI; NISHIMUNE, 1996),
atividade antioxidante contra radicais hidroxil (ESTRADA; BESCOS; DEL FRESNO, 2001),
peréxidos (BHAT; MADYASTHA, 2000) e DPPH (GANTAR; DHANDAYUTHAPANI;
RATHINAVELU, 2012). Além disso, tem sido utilizada como agente anti-tumoral e anti-
inflamatério (REDDY et al., 2003; ZHANG et al., 2011), com capacidade hepatoprotetora
(NAGARAJ et al.,, 2012) e potencial contra diabetes (OU et al., 2013) e hipertenséo
(ICHIMURA et al., 2013).

Entre as formas que possibilitariam uma melhor aplicagcdo e maior estabilidade da
C-FC, as nanoestruturas, como as nanofibras, ainda ndo foram amplamente avaliadas.
Nanofibras podem ser produzidas a partir de uma ampla variedade de polimeros. Estas fibras
possuem uma area superficial especifica extremamente elevada devido a seu pequeno
diametro (FANG et al., 2008). A utilizagdo da nanobiotecnologia vem crescendo cada vez
mais, com diversos estudos sobre aplicacdo de nanoparticulas para o transporte de farmacos,
emulsdes, imagiologia, biomateriais, alimentos, 6tica e eletrdnica, patdgenos, biossensores e
diagndsticos in vitro (MORAIS et al., 2014).

Electrospinning tem sido reconhecido como uma técnica eficiente para a
fabricacdo de nanofibras poliméricas, de tamanho submicron - variando de 5 a 500 nm, 10° a
10* vezes menores do que as preparadas pelos métodos tradicionais de solugdo ou melt
spinning (DEITZEL et al., 2001). A técnica de electrospinning envolve a aplicacdo de um
forte campo elétrico entre o polimero e um coletor metalico. Em termos de flexibilidade do
processo, o electrospinning é capaz de fabricar nanofibras continuas a partir de uma grande
variedade de materiais, com o diametro de alguns nanémetros (ELSABEE; NAGUIB;
MORSI, 2012).



CAPITULO Il - ARTIGO 4 - 103

As nanofibras tém caracteristicas muito interessantes, como grande relacdo area
superficial/volume e alta porosidade, com poros de tamanho muito pequeno (SON; KIM;
YOO, 2014). Entre os polimeros que podem ser utilizados para a producdo de nanofibras, se
destaca o Oxido de polietileno (PEO), conhecido por produzir boas nanofibras em
electrospinning. PEO é um polimero biodegradavel, atoxico, de baixo custo e biocompativel,
que ja tem sido utilizado em aplicacbes biomédicas, tais como o desenvolvimento de pensos
para feridas (DE MORAIS et al., 2010). O PEO ¢ reconhecido como GRAS (Generally
Recognized As Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration).

Especificamente, existe um interesse crescente em nanofibras compostas de
proteinas e proteinas/polimeros. Vérias proteinas tém sido incorporadas em nanofibras a partir
do electrospinning, incluindo a albumina do soro bovino (BSA) (DROR et al., 2008; ZHANG
et al., 2005), caseina e lipase (XIE; HSIEH, 2003), gelatina (HUANG et al., 2004), lisozima
(CHARERNSRIWILAIWAT et al., 2012), citocromo C (BAKER et al., 2006), entre outras.
Geralmente, as proteinas sdo incorporadas nas nanofibras por co-electrospinning com um
polimero adequado, como 6xido de polietileno ou alcool polivinilico. Em outros casos, podem
ser obtidas nanofibras formadas diretamente das proteinas como zeina (TORRES-GINER,;
GIMENEZ; LAGARONA, 2008).

A incorporacgédo de C-ficocianina em nanofibras poderia possibilitar estudos sobre
sua aplicacdo na cobertura de alimentos, visando aumentar a vida Gtil do produto devido sua
capacidade antioxidante, assim como sua utilizacdo via terapia fotodindmica e fototérmica no
tratamento de alguns tipos de cancer. Com isto, o0 objetivo deste trabalho foi a obtencdo de
nanofibras de éxido de polietileno incorporadas de C-ficocianina e a avalicdo de suas

caracteristicas microscopicas e termogravimeétricas.
2 MATERIAL E METODOS
2.1  Biomassa, extracao e quantificagdo de C-ficocianina

A cianobactéria Spirulina platensis LEB 52 foi cultivada e cedida pelo
Laboratério de Engenharia Bioquimica da FURG. Ao término do cultivo, a biomassa foi
recuperada por filtracdo, seca, congelada e moida e adicionada ao solvente extrator na
concentracdo de
0,16 g.mL™ (MORAES; BURKERT; KALIL, 2010). Apés a extracio, o caldo bruto contendo
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celulas foi centrifugado e purificado utilizando ultrafiltragdo. O extrato purificado foi
liofilizado e utilizado no preparo das solucgdes de polimero.

2.2 Preparacao das solucdes para electrospinning

Solugdes de 6xido de polietileno (PEO) (massa molecular de 900.000 g.mol™)
com e sem adicdo de NaCl, sob diferentes concentragdes, com adicdo de extrato de C-
ficocianina liofilizada (Tabela 1) foram preparadas para verificar o desenvolvimento de fibras.
As amostras foram homogeneizadas em agitador magnético durante toda noite na temperatura
de 10°C.

2.3 Processo de electrospinning

No processo de electrospinning as solugdes foram injetadas através de capilar
com diametro de 0,45 mm. O eletrodo de polaridade positiva foi conectado a extremidade da
agulha e o isolamento foi conectado ao coletor de aluminio. A distancia utilizada entre a
extremidade do capilar e o coletor foi de 125 mm. O potencial elétrico aplicado foi de 24,3
kV. A vazdo da solucéo foi de 2,5 pL.min™, controlada através de bomba ligada ao injetor
(DE MORAIS et al., 2010). Todos os experimentos foram conduzidos em temperatura
ambiente e com umidade relativa do ar entre 50 e 60%. O sistema utilizado esta apresentado
na Figura 1, com detalhe do capilar e do coletor apresentado na Figura 2.

Figura 1 - Equipamento de electrospinning com sistema de injecdo (a), placa coletora (b) e
fonte de alta voltagem (c)
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2.4 Caracterizacao das solucées e nanofibras
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A condutividade das solugdes de polimero foi determinada com condutivimetro
digital (MCA-150, TECNOPON).

A morfologia das nanofibras foi observada em microscopio 6tico trinocular (Axio
Scope Al, Carl Zeiss) utilizando campo escuro. A média do didmetro das nanofibras foi
determinada pela medida de 30 diferentes pontos através das imagens obtidas pelo
microscopio. Os diametros das nanofibras foram avaliados por analise de variancia (ANOVA)
e teste de Tukey para comparagdo entre médias dos diametros, com nivel de significancia de
5% (p<0,05).

Para medir as propriedades térmicas das nanofibras, a estabilidade térmica foi
analisada em analisador termogravimétrico (TGA) (DTG-60H, Shimadzu). Os ensaios foram
realizados no intervalo de temperatura de 30-550°C a uma velocidade constante de aumento
de temperatura de 10°C min* com um fluxo continuo de gas nitrogénio. A perda de massa,
seguindo-se a decomposicdo foi medida durante o intervalo de aquecimento. As taxas de

perda foram determinadas para comparar a massa inicial com a perda de massa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi utilizada C-ficocianina liofilizada com pureza de 0,95. Para a producdo das
nanofibras a partir da técnica de electrospinning, foram preparadas diferentes solugfes de
polimeros, onde foram determinadas suas condutividades elétricas. A Tabela 1 apresenta a
formulagéo das solugdes de PEO/C-FC com e sem adigéo de NaCl, utilizadas para a obtencdo
das nanofibras e os valores de condutividade das solucdes.

Tabela 1 - Concentragdes de oxido de polietileno e cloreto de sédio e a condutividade das
solugdes utilizadas na elaboragéo das nanofibras contendo 3% de C-ficocianina.

Amostra PEO (%) NaCl (%) C (mS.cm™)
A 2,0 0,0 4,38
B 2,0 1,0 21,20
C 4,0 0,0 513
D 4,0 1,0 21,81
E 6,0 0,0 521
F 6,0 1,0 21,02
G 8,0 0,0 8,08
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H 8,0 1,0 27,48

3.1 Condutividade dos polimeros

Os valores de condutividade obtidos para as solu¢fes de polimero apresentaram
aumento proporcional ao aumento da concentracdo de PEO, quando ndo havia adi¢do de
NaCl, mesmo o PEO sendo um polimero eletricamente ndo carregado. Esse comportamento
foi apresentado por Bordi, Cametti e Di Biasio (1988), que atribuiram esse aumento as
interacGes do polimero com a agua, devido a sua natureza hidrofilica, causando uma mudanca
estrutural nas moléculas de agua na interface polimero-meio aquoso, proporcional a
quantidade de polimero presente na solu¢do, 0 que ocasiona um pequeno aumento na sua
condutividade. Nos polimeros adicionados de NaCl, com exce¢do da amostra H com 8% de
PEO e 1% de NaCl, todos apresentaram condutividade em torno de 21 mS.cm™.

3.2 Obtencéo das nanofibras

Com as solucgdes de polimero contendo 2% de PEO (A e B), ndo foi possivel a
obtencdo de nanofibras, independente da adicdo de 1% de NaCl. Nestas condicgdes ficou
caracterizada a ocorréncia de electrospraying, demonstrado pela presenca exclusiva de gotas
na placa coletora, conforme as Figuras 3a e 3b. Foi comprovado que solugdes de PEO com
concentracdo abaixo de 4% geralmente ndo possibilitam a formacdo de nanofibras, e quando
formam h& uma grande presenca de gotas devido a viscosidade menor da solucdo, sendo nesse
caso, a maior tenséo superficial a for¢ca mais influente sobre o comportamento das fibras
(DEITZEL et al., 2001). Com a amostra H, contendo 8% de PEO e 1% de NaCl, também néo
foi possivel obter nanofibras, no entanto, isso foi ocasionado pela ocorréncia de descargas
elétricas a partir da agulha de injecdo do polimero, que resultou no desligamento do sistema
antes da formacéo das nanofibras, que pode ser atribuido & maior condutividade da solucéo.

Com as demais solugBes utilizadas foi possivel a obtengdo de nanofibras com
didmetro medio 542,1 a 759,9 nm. A obten¢do de nanofibras a partir do aumento gradual na
concentracdo do polimero também foi observada por Nie et al. (2009). Segundo Eda, Liu e
Shivkumar (2007) durante o processo de electrospinning de solugdes de polimero, a um certo

peso molecular, o efeito da concentracdo sobre o processo de electrospinning pode ser
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descrito por duas concentragdes criticas, C; (concentracdo de transi¢cdo entre a estrutura
somente gotas para estrutura fibras com gotas) e Cs (concentragdo de transicdo da estrutura
fibras com gotas para estrutura fibras sem gotas). Abaixo de C;, somente gotas sdo obtidas
devido a formacéo insuficiente de cadeias de emaranhados moleculares. Acima de C;, uma
combinacdo de gotas e fibras é observada e quando a concentragdo é aumentada acima de C¢
fibras completas sdo produzidas. A alta importéncia da formagdo de emaranhamento das
cadeias moleculares para producdo eficiente de nanofibras a partir de electrospinning foi
demonstrado por Shenoy et al. (2005).

Através de andlise visual, foi possivel observar uma coloracdo azul nas fibras
formadas comprovando a presenca da C-ficocianina incorporada. Nos ensaios com as
amostras C e D (Figuras 3c e 3d, respectivamente) as nanofibras obtidas apresentavam gotas,
0 que é indesejavel para o produto. Estas amostras continham 4% de PEO, presumindo-se que
essa concentracdo esta acima de C; e abaixo de Cy. Nas solugdes contendo 6% de PEO sem e
com adicdo de NaCl (Figuras 3e e 3f) e 8% de PEO sem adicdo de NaCl (Figura 3g), foi
possivel observar que as nanofibras formadas eram mais homogéneas, sem presenca marcante
de gotas, estando assim com concentragdo acima de Cy.

Figura 3 - Nanofibras obtidas a partir do processo de electrospinning contendo 3% de C-
ficocianina e 2% de PEO (a), 2% de PEO e 1% de NaCl (b), 4% de PEO (c), 4% de PEO e 1%
de NaCl (d), 6% de PEO (e), 6% de PEO e 1% de NaCl (f) e 8% de PEO (g).
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O diametro médio das nanofibras obtidas neste trabalho variou de 542,1 a 759,9

nm, podendo assim, serem caracterizadas como nanofibras. As amostras C, D e F
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possibilitaram a obtencdo de nanofibras com menor didmetro médio (Figura 4), no entanto,
conforme discutido anteriormente, as nanofibras dos polimeros C e D apresentavam grande
presenca de gotas. O aumento na concentracdo de PEO causou aumento no didmetro das
nanofibras, o que pode ser atribuido a uma possivel reducéo na tensdo superficial e quantidade
de solvente nas solugbes mais concentradas (DEITZEL et al., 2001). A adicdo de NaCl na
solugéo com 6% de PEO aumentou sua condutividade (Tabela 1), o que causou a redugéo no
didmetro médio das nanofibras obtidas.

Figura 4 - Diametro medio (com erro médio) das nanofibras obtidas a partir das solucdes
contendo 3% de C-ficocianina e 4% de PEO (C), 4% de PEO e 1% de NaCl (D), 6% de PEO
(E), 6% de PEO e 1% de NaCl (F) e 8% de PEO (G).
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O aumento da condutividade das solugdes comprovadamente melhora a qualidade
das nanofibras. O processo de electrospinning envolve o alongamento da solugéo causado
pela repulsdo entre as cargas na sua superficie. Se a condutividade da solugdo é aumentada,
mais cargas séo carregadas pelo jato emitido (RAMAKRISHNA, 2005). Nos casos em que as
nanofibras sdo formadas com gotas, a adicéo de sais na solucdo reduz ou elimina essas gotas,

através do aumento no alongamento do jato de solucdo, como resultado do maior nivel de
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cargas transportadas por ela. Esse mesmo fator também incentiva a reducdo do didmetro da
fibra (ZONG et al., 2002). Fong, Chun e Reneker (1999) determinaram que para nanofibras
de PEO a melhor concentracdo de NaCl a ser utilizada ¢ entre 0,75 e 1,5%.

3.3 Anélise termogravimétrica

A Figura 5 apresenta a perda de massa através de termograma TGA do PEO puro,
da C-ficocianina e das nanofibras de PEO incorporadas de C-FC. Com excecdo da curva do
PEO, é possivel observar uma perda de massa primaria na temperatura entre 30 e 150°C,
relativa a decomposicao da agua livre e da agua ligada. Para a C-ficocianina, observa-se uma
decomposicdo secundéaria mais acentuada entre 180 e 375°C, associada a degradagdo proteica
e reducdo na estabilidade térmica causada pela ruptura das ligacdes intermoleculares de baixa
energia que mantém a conformacéo da proteina, conforme foi observado por Brahatheeswaran
et al. (2012), ao desenvolverem nanofibras de zeina contendo curcumina. Todas as nanofibras
obtidas apresentaram decomposicao primaria entre 230 e 440°C. As nanofibras apresentaram
perda de massa total menores que o PEO puro, demonstrando que a hidratacdo do polimero
torna a sua estrutura mais termoestavel. A menor perda de massa total foi identificada para a
C-ficocianina, com valor de 70,2% de perda, proximo ao valor encontrado por Liao e Zhang
(2012), quando avaliaram C-FC para aplicagcdo em nanotubos de carbono. Apesar das
nanofibras terem apresentado maior perda de massa detectada no ponto final da andlise,
comparada com a C-FC pura, até a temperatura de 367°C, as nanofibras apresentaram perda
de massa menor, constatando que até esta temperatura houve um aumento da resisténcia da C-
FC, quando incorporada nas nanofibras. Este comportamento também foi observado por Liao
e Zhang (2012) que identificaram que o complexo nanotubos de carbono/quitosana/C-
ficocianina apresentou perda de massa menos acentuada do que a quitosana e a C-FC puras. E
possivel que esse aumento da resisténcia possa ter sido causada pela protecdo as ligacdes

intermoleculares, ocasionada pela estrutura polimero-agua.

Figura 5 - Anélise termogravimétrica da C-ficocianina, do PEO e das nanofibras obtidas a
partir das solugdes contendo 3% de C-ficocianina e 4% de PEO (C), 4% de PEO e 1% de
NaCl (D), 6% de PEO (E), 6% de PEO e 1% de NaCl (F) e 8% de PEO (G)
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4. CONCLUSAO

A partir da aplicacdo da técnica de electrospinning, foi possivel a obtengdo de
nanofibras de éxido de polietileno (PEO) incorporadas de C-ficocianina, confirmada pela
coloracdo azul das mesmas. Através de avaliagdo microscopica, determinou-se que a solucéo
com 6% de PEO, 1% de NaCl e 3% de C-ficocianina originou nanofibras com diametro
médio de 542 nm, sendo assim, caracterizadas como nanofibras. Verificou-se também que a
incorporacdo da C-FC nas nanofibras proporcionou aumento na resisténcia térmica desta
ficobiliproteina. Os resultados obtidos demonstram que a incorporagdo de C-ficocianina em
nanofibras € uma pratica promissora para avaliar a aplicacdo deste bioproduto em alimentos e

também sua utilizacdo em terapia fotodindmica para o tratamento de cancer.
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3 CONCLUSAO GERAL

Apos a realizacdo deste trabalho, pode-se concluir que:

e O estudo das condi¢cOes de adsorcéo de extrato clarificado de C-ficocianina em resina
de troca idnica Streamline DEAE nos valores de pH entre 5,5 e 7,5 mostrou que a
maior adsorcéo foi observada em pH 7,5 e nas temperaturas de 15 e 25°C;

e A isoterma de adsor¢do da C-ficocianina em pH 7,5 e 25°C mostrou que os dados
obtidos se adequam bem aos modelos propostos por Langmuir, Freundlich e Sips
(Langmuir-Freundlich) e os valores Qn, € Ky da isoterma de Langmuir obtidos a partir
de regressdo no-linear, foram de 33,92 mg.mL™ e 0,12 mg.mL™, respectivamente.

e No processo de ultrafiltracdo, a membrana com retengdo nominal de 50 kDa ¢é a mais
indicada para a purificagdo de C-ficocianina ut. Através de delineamento
experimental, ficou comprovado que a temperatura e aplicacdo de diafiltragcéo
causaram influéncia significativa sobre a recuperacdo e o fator de purificagdo da C-

ficocianina, respectivamente.

e A realizagdo de 6 ciclos de diafiltragdo, previamente a concentragdo final do extrato,
foi indicado como a melhor condicéo para obter o maior fator de purificagéo da C-FC,
sem ocasionar reducdo significativa na recupera¢do do bioproduto. Nestas condi¢des
foi possivel obter um extrato de C-ficocianina com pureza de 0,95, caracterizada como

grau alimentar.

e A purificacdo de C-ficocianina por precipitacdo fracionada com sulfato de amdnio,
pode ser realizado com 2 horas para cada etapa de fracionamento, sem perda no fator

de purificacéo e recuperacao.

e Comparando as etapas cromatograficas, a cromatografia em leito expandido
apresentou fator de purificagdo mais elevado que a cromatografia em leito fixo, com a
vantagem de trabalhar com extrato bruto contendo células, dispensando uma etapa de
clarificagéo.
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Para obtencdo de C-FC com grau de pureza entre 0,75 e 1,5, indicada para uso como
corante alimentar, a técnica mais apropriada ¢ a aplicacdo de diafiltragdo/ultrafiltracéo
a partir de extrato clarificado.

Para obter C-FC com pureza indicada para uso como corante em cosméticos, entre 1,5
e 2,5, indica-se a utilizagdo de precipitacdo com sulfato de amodnio, seguido por
diafiltracdo/ultrafiltracéo.

Para utilizagdo da C-FC em biomarcadores, com pureza entre 2,5 e 3,5, a utilizagéo de
cromatografia de troca i0nica em leito  expandido seguida  por
diafiltracdo/ultrafiltracdo, a partir de extrato bruto contendo células, é o mais indicado,
devido a possibilidade de trabalhar com volumes maiores de extrato, com uma

recuperacgéo de 49,7%.

Para a obtencdo de C-FC com grau analitico (Pureza > 4,0), deve ser aplicado, a partir
de extrato clarificado, a sequéncia envolvendo precipitagdo, diafiltrag&o/ultrafiltracéo,
cromatografia de troca ionica em leito fixo e diafiltragdo/ultrafiltracdo, que apresentou
uma recuperacao global de 41,6%.

A partir da aplicacdo da técnica de electrospinning, determinou-se que a solu¢do com
6% de PEO, 1% de NaCl e 3% de C-ficocianina originou nanofibras com diametro
médio de 542 nm, que proporcionou um aumento na resisténcia térmica desta
ficobiliproteina. Os resultados obtidos demonstram que a incorporagdo de C-
ficocianina em nanofibras € uma pratica promissora para avaliar a aplicagdo deste
bioproduto em alimentos e também sua utilizacdo em terapia fotodindmica para o

tratamento de cancer.
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