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RESUMO

Spirulina pode sintetizar uma gama de biocompostos, destacando-se os pigmentos
C-ficocianina (C-FC) e aloficocianina (AFC), e a enzima anidrase carbénica (AC). A C-FC é
utilizada como corante azul em alimentos e cosméticos, dependendo do seu grau de pureza;
enquanto que a AFC ¢é utilizada como biomarcador. A AC catalisa a reagdo reversivel de
hidratacdo do diéxido de carbono (CO>) em ions bicarbonato, podendo ser utilizada em
processos de captura enziméitica de CO,. Estes bioprodutos sdo intracelulares, portanto um
fator importante a ser considerado € a etapa de extracdo. O objetivo do presente estudo foi
obter simultaneamente C-FC, AFC, e AC, e extrair C-FC com grau de pureza alimentar a
partir da biomassa umida de Spirulina platensis LEB-52. A presente tese foi dividida em
quatro artigos. No primeiro artigo foram definidas as condi¢cdes de extracdo assistida por
ultrassom de C-FC, AFC, e AC (hidratase e esterase) a partir da biomassa imida, além de
aplicar a AC na captura enzimatica do CO2. Com concentracdo celular de 0,2 g-L! foram
necessarios 12 min de ultrassom (sonda) para obter simultaneamente C-FC, AFC e AC
expressa em termos de esterase. E para determinar a atividade de AC expressa em termos de
hidratase, a concentracio celular foi de 23 g-L'! e tempo de ultrassom de 8 min. O extrato
enzimatico bruto de AC mostrou potencial para acelerar a reacdo de hidratagdo na captura
enzimatica do CO» e posterior precipitacdo na forma de carbonato de calcio. No segundo
artigo, a producdo simultanea de C-FC, AFC e AC, bem como a correlagdo entre a atividade
de AC expressa em termos de esterase e hidratase, foram avaliadas durante o cultivo da
microalga S. platensis LEB-52. A maxima concentracdo intracelular de C-ficocianina
(137,4 mg-g!) foi obtida em 21 d, e de aloficocianina (100,4 mg-g™!) foi obtida em 20 d de
cultivo. A maior concentra¢do intracelular de anidrase carbOnica expressa em termos de
esterase (46,3 U-g!) foi obtida no 6° d de cultivo. Estes biocompostos podem ser obtidos
simultaneamente em 21 d de cultivo. Uma correlac@o entre a atividade de esterase e hidratase
da AC ao longo do cultivo de S. platensis LEB-52 foi observada. No terceiro artigo, foi
proposto um método inovador de ruptura celular e extracdo de C-FC com grau de pureza
alimentar a partir da biomassa imida. Diferentes composi¢des do agente de ruptura celular
(liquido i6nico acetato de trietilamdnio (LI) e acido etilenodiamino tetra-acético disddico
(EDTA)) e agente extrator (tampao tris-SO4 e fosfato de so6dio) foram testados. Quando as
células foram tratadas com EDTA (3,75 mg-mL‘l), apos 24 h, obteve-se C-FC com pureza de
1,0 e rendimento de extracdo de 153,0 mg-g!. No quarto artigo, foi maximizado o processo de
ruptura celular e extracdo de C-FC com grau de pureza alimentar, analisando a influéncia de
seis variaveis do processo (concentragdo de EDTA, concentracdo de biomassa no agente de
ruptura celular, concentracdo de biomassa no agente extrator, tempo de contato com o agente
de ruptura celular, agitacdo e temperatura do processo de extracdo) através de um
delineamento fatorial fracionado 2%2. Na melhor condicdo, foi possivel obter C-FC com
pureza de 1,0, rendimento de extracdo de 129,0 mg-g! e concentracio de 0,065 mg-mL™,
podendo ser utilizada como corante em alimentos sem processos de purificacdo. Por fim, foi
aplicado a ultrafiltracdo, a C-FC foi concentrada cerca de 8,8 vezes, apresentou grau de
pureza de 1,6 e recuperacdo de 93,4%, com uma simples etapa de ultrafiltracdo foi possivel
obter C-FC com pureza para ser utilizada como corante em cosméticos.

Palavras-chave: Spirulina. Biocorante. Enzima. Aloficocianina. Cianobactéria. Di6éxido de
carbono.
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SIMULTANEOUS OBTAINING OF PHYCOBILIPROTEINS AND CARBONIC
ANHYDRASE, AND SELECTIVE EXTRACTION OF C-PHYCOCYANIN

ABSTRACT

Spirulina can synthesize a range of bioproducts, standing out the C-phycocyanin (C-PC) and
allophycocyanin (APC) pigments, and the carbonic anhydrase (CA) enzyme. C-PC is used as
a blue dye in foods and cosmetics, depending on its purity, while APC is used as a biomarker.
CA catalyzes the interconversion of carbon dioxide (CO.) and bicarbonate ions, and can be
used in CO2 enzymatic capture processes. These bioproducts are intracellular, so an important
factor to consider is the extraction step. The aim of the present study was to simultaneously
obtain C-PC, APC and CA, and to extract C-PC with food grade purity from the wet biomass
of Spirulina platensis LEB-52. The present thesis was divided into four articles. In the first
article, the conditions of ultrasound-assisted extraction of C-PC, APC, and CA (hydratase and
esterase) from wet biomass were defined, and CA was applied in the enzymatic capture of
CO>. At a cell concentration of 0.2 g-L'!, 12 min of ultrasound were required to
simultaneously obtain C-PC, APC and CA expressed in terms of esterase. And to determine
CA activity expressed in terms of hydratase, the cell concentration was 23 g-L"' and an
ultrasound time of 8 min was required. The crude CA enzymatic extract showed potential to
accelerate the hydration reaction in the CO2 enzymatic capture and subsequent precipitation in
the form of calcium carbonate. In the second article, the simultaneous production of C-PC,
APC and CA, as well as the correlation between CA activity expressed in terms of esterase
and hydratase during S. platensis LEB-52 cultivation were evaluated. The maximum
intracellular concentration of C-phycocyanin (137.4 mg-g™') was obtained on the 21 d, and of
allophycocyanin (100.4 mg-g') on the 20" d of cultivation. The highest intracellular
concentration of carbonic anhydrase expressed in terms of esterase (46.3 U-g'') was obtained
on the 6 d of cultivation. These bioproducts can be obtained simultaneously in 21 d of
cultivation. A correlation between esterase and hydratase activity of CA during the
S. platensis LEB-52 cultivation was observed. In the third article, an innovative method of
cell rupture and extraction of C-PC with food grade purity from the wet biomass was
proposed. Different compositions of the cell rupture agent (ionic liquid — triethylammonium
acetate, and ethylenediaminetetraacetic acid disodium (EDTA)) and of the extractor agent
(tris-SO4 and sodium phosphate buffer) were tested. When cells were treated with EDTA
(3.75 mg-mL™") after 24 h, C-PC was obtained with a purity of 1.0 and extraction yield of
153.0 mg-g'!. In the fourth article, the cell rupture and extraction process of C-PC with food
purity was maximized. The influence of six process variables (EDTA concentration, biomass
concentration in the cell rupture agent, biomass concentration in the extractor agent, contact
time with the cell rupture agent, agitation and temperature of the extraction process) was
evaluated using a fractional factorial design 2%2. In the best condition, it was possible to
obtain C-PC with a purity of 1.0, extraction yield of 129.0 mg-g! and concentration of
0.065 mg-mL!, and it can be used as a food dye without any purification process. Finally,
ultrafiltration was applied, where the C-PC was concentrated about 8.8 times, presenting a
purity of 1.6 and a recovery of 93.4%. With a simple ultrafiltration step it was possible to
obtain C-PC with purity to be used as a cosmetics dye.

Keywords: Spirulina. Bio-dye. Enzyme. Allophycocyanin. Cyanobacteria. Carbon dioxide.
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1 INTRODUCAO

As ficobiliproteinas, C-ficocianina (C-FC) e aloficocianina (AFC), sao pigmentos
fotossintéticos acessorios, os quais estdo envolvidos na captagdao da luz por cianobactérias,
rodoficeas, criptoficeas e glaucofitas (GLAZER, 1994; VISKARI; COLYER, 2003). Dentre as
cianobactérias, Spirulina platensis tem ganhado considerdvel atencdo como uma fonte de
ficobiliproteinas, somando-se a isso possui o certificado GRAS (Generally Recognized as
Safe) concedido pelo Food and Drug Administration (FDA), o qual autoriza o seu uso em
alimentos.

A C-FC possui coloracdo azul e € utilizada, dependendo do seu grau de pureza,
como corante natural em substituicdo aos corantes sintéticos nas industrias de alimentos e
cosméticos (KUDDUS et al., 2013). A AFC possui coloracdo verde azulada e € amplamente
utilizada em técnicas bioquimicas como uma proteina fluorescente, particularmente para
citometria de fluxo (JUNG; DAILEY, 1989). Estudos t€ém demonstrado que a C-FC apresenta
propriedades antioxidantes (THANGAM et al., 2013), hepatoprotetoras (NAGARAI et al.,
2012), anti-inflamatoérias (GONZALEZ et al., 1999; ROMAY et al., 1998) e neuroprotetora
(PENTON-ROL et al., 2011). Além dessas propriedades, alguns estudos mostram que a C-FC
apresenta efeito anticancerigeno, essa capacidade ja foi demostrada em uma variedade de
células, tais como cancer de pulmao (LI et al., 2015), cancer de mama (RAVI et al., 2015),
cancer de pancreas (LIAO et al., 2016), entre outros. A AFC possui propriedades
antioxidantes (GE et al., 2006) e antienterovirus (SHIH et al., 2003). A C-FC pode constituir
até 20% da fracdo proteica de S. platensis (COHEN, 1997).

Outro bioproduto que pode ser obtido da Spirulina platensis é a enzima anidrase
carbdnica (AC). A AC catalisa a reagao reversivel de hidratacao do diéxido de carbono (CO3)
em ions bicarbonato (HCO3) (BADGER; PRICE, 1994). Em funcdo desta propriedade, a AC
tem potencial para aplicagcdo na captacdo de CO2, podendo contribuir para redugdo da
quantidade deste gis emitido na atmosfera. Entretanto, a obtencdo de AC a partir de
microalgas ainda é pouco explorada, principalmente para este uso (LI et al., 2012; ORES,
2014; ORES et al., 2013).

A composi¢do bioquimica da cianobactéria varia conforme o crescimento celular,
portanto € necessério coletar as células microalgais no tempo 6timo de cultivo para garantir a
maxima producdo dos bioprodutos para comercializacao (XIE et al., 2015). O primeiro meio
sintético formulado para o cultivo de Spirulina foi o meio Zarrouk (ZARROUK, 1966) que é

ainda utilizado como meio padrdo. Ores (2014) avaliou a produ¢do de ficobiliproteinas e de
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AC ao longo do cultivo da microalga Spirulina platensis LEB-52 utilizando o meio Zarrouk
diluido 20% (v/v) com 4gua destilada, no entanto as ficobiliproteinas comecam a ser
degradadas no inicio do cultivo (4° d). Assim, € necessario avaliar se é possivel aumentar a
concentracdo intracelular e/ou ainda estender o tempo de producdo das ficobiliproteinas
utilizando o meio Zarrouk 100% (sem dilui¢des), uma vez que segundo Del Rio-Chanona et
al. (2015) a fonte e a concentra¢do de nitrogé€nio contribuem para o crescimento celular e para
o acimulo de C-ficocianina.

Como as ficobiliproteinas e a AC sdo dois bioprodutos intracelulares, um fator
importante a ser considerado € a etapa de ruptura celular. O processo de ruptura celular
constitui o fator chave na producdo e purificacdo de proteinas intracelulares, o qual tem um
importante efeito na recuperagdo e qualidade do extrato proteico obtido (BECERRA et al.,
2001).

C-ficocianina pode ser extraida a partir da biomassa timida ou seca de Spirulina
platensis em meio aquoso. A fim de melhorar o rendimento de extrac@o e reduzir o tempo de
extracdo, diferentes processos que causam a ruptura celular tais como ciclos de congelamento-
descongelamento (SARADA; KUMAR; RENGASAMY, 2011), sonicacao (MORAES et al.,
2011b), moinho de bolas (MORAES; BURKERT; KALIL, 2010), ultrassom (ORES;
AMARANTE; KALIL, 2016) e campos elétricos pulsados (MARTfNEZ et al., 2016) tém sido
utilizados. No entanto, estes métodos de ruptura celular sdo caracterizados por uma falta de
especificidade que provoca a liberacdo de outras impurezas ou fragmentos celulares que
afetam negativamente a qualidade do extrato, bem como as operagdes de recuperagdo e
purificagdo. Desta forma, € essencial o estudo de novos métodos de ruptura celular e extragao
de C-ficocianina que proporcionem um elevado rendimento de extragdo de C-FC e que
permitam a liberac@o desta biomolécula para o meio aquoso de uma forma mais seletiva.

Com base no exposto, esta tese visa ampliar os estudos sobre a obtencdo
simultanea de ficobiliproteinas e de anidrase carbonica de Spirulina platensis LEB-52, além
de inovar ao apresentar um novo método de ruptura celular e extracdo para obter

C-ficocianina com grau de pureza alimentar.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter simultaneamente as ficobiliproteinas — C-ficocianina e aloficocianina, e a
enzima anidrase carbOnica a partir da biomassa microalgal de Spirulina platensis LEB-52; e

extrair C-ficocianina com grau de pureza alimentar a partir da biomassa umida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Definir as condicdes de extracdo assistida por ultrassom de C-ficocianina,
aloficocianina e anidrase carbOnica;

* Aplicar a enzima anidrase carbOnica de S. platensis LEB-52 na captura enzimatica
do diéxido de carbono e posterior precipitacdo em carbonato de cdlcio, além de
verificar a morfologia do carbonato de célcio precipitado;

* Avaliar a producdo simultinea de anidrase carbOnica e de ficobiliproteinas ao
longo do cultivo de S. platensis LEB-52;

e Verificar a correlacio da atividade de esterase e de hidratase da anidrase
carbonica ao longo do cultivo de S. platensis LEB-52;

* Extrair seletivamente C-ficocianina a partir da biomassa umida de Spirulina
utilizando liquido i6nico — acetato de trietilamonio, e agente quelante — EDTA;

e Maximizar as condi¢des do processo de ruptura celular e extracao seletiva de

C-ficocianina utilizando EDTA.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MICROALGAS

As microalgas compreendem um conjunto muito diversificado de
micro-organismos fotossintéticos, predominantemente aquiticos € em sua maioria
microscopicos unicelulares, que podem formar colonias, com pouca ou nenhuma
diferenciacao celular (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001). O termo microalgas nao tem
valor taxondmico, engloba micro-organismos algais com clorofila a e outros pigmentos
fotossintéticos, os quais sdo capazes de realizar a fotossintese oxigénica (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2001; TOMASELLI, 2004). Filogeneticamente, as microalgas sao divididas em
organismos procariontes ou eucariontes. Exemplos de micro-organismos procariéticos sao as
cianobactérias (Cyanophyceae) e de eucaridticos sdo as algas verdes (Chlorophyta) e
diatomaceas (Bacillariophyta)  MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

As cianobactérias (também conhecidas como algas verde azuladas) representam
um dos maiores e mais versateis grupos de procariéticos com enorme importancia bioldgica,
pois cerca de 20-30% da produtividade global fotossintética primaria € originada de
cianobactérias. Isto corresponde a uma fixacdo de 20-30 Gt de CO2 em biomassa e liberacdo
de cerca de 50-80 Gt de O na atmosfera por estes micro-organismos procarifticos oxigénios
(SHEVELA et al., 2013).

A producdo comercial em larga escala de microalgas para obtencdo de
bioprodutos teve inicio nas décadas de 60-70 com Chlorella e Spirulina, seguido pela
producdo de B-caroteno de Dunaliella salina na década de 80. Estas microalgas se
reproduzem em ambientes altamente seletivos, por exemplo, o gé€nero Spirulina tem
habilidade de se reproduzir em meios com elevado pH e elevada concentragdo do ion
bicarbonato (HCO3"), D. salina se desenvolve em ambientes com elevada salinidade,
enquanto que Chlorella se reproduz em meios com elevada concentragdo de nutrientes
(MOHEIMANI et al., 2015).

As microalgas sdo fonte de uma quantidade ilimitada de produtos, apresentando
importancia comercial na inddstria de alimentos, quimica, na drea médica e na aquicultura.
Podem produzir uma gama de compostos naturais de valor agregado, como, por exemplo:
carotenoides (DEY; RATHOD, 2013), enzimas, ficobiliproteinas (ORES; AMARANTE,;
KALIL, 2016), proteinas, clorofila, lipidios, acidos graxos (PIORRECK; BAASCH; POHL,
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1984), polimeros (MISHRA; JHA, 2009), composto fendlicos (LI et al., 2007), entre outros

bioprodutos.

3.1.1 Género Spirulina

Pertencente a ordem Oscillatoriales, o género Spirulina é uma cianobactéria
fotossintética, unicelular, filamentosa e se divide exclusivamente por fissdo binéria. E
reconhecida pelo seu arranjo de tricomas multicelulares cilindricos em uma hélice esquerda
ou direita fechada ao longo de todo o comprimento. A sua coloracdo pode variar de verde
azulado a vermelho. Algumas cepas marinhas sdo extremamente vermelhas, estas apresentam
como pigmento fotossintético majoritario a ficoeritrina (HOLT, 1994).

As células de Spirulina sao Gram-negativas, a parede celular é estruturalmente
constituida por uma camada de mureina (peptoglicano) e externamente por uma camada de
lipopolissacarideos. A alta digestibilidade destas células é devido a falta de celulose, o que
facilita seu uso para consumo humano (RICHMOND, 2004).

A biomassa de Spirulina apresenta um alto teor de proteinas sendo este de
60-70% (m/m, base seca), dependendo da espécie. E considerada uma fonte completa de
proteinas, contendo aminodcidos essenciais, incluindo leucina, isoleucina e valina, embora
com concentracdes reduzidas de metionina, cistina e lisina, quando comparado com proteinas
padrdo tais como as de carne, ovos ou leite (VO; NGO; KIM, 2015).

Dentro deste género, as espécies mais importantes sdo: S. platensis, seguida da
S. mdxima e da S. fusiformes. O meio de cultivo Zarrouk da S. platensis apresenta
caracteristica alcalina (pH 9,5-10,5) o que pode ser interessante para prevenir a proliferagdao
de alguns micro-organismos (BELAY, 1997; RICHMOND; GROBBELAAR, 1986). Além
disso, Spirulina platensis possui o certificado GRAS (Generally Recognized as Safe), o qual
autoriza o seu uso em alimentos.

Nos dltimos anos, cultivos de Spirulina tém sido realizados para obtencdo de
biocompostos com valor agregado, como polissacarideos (KURD; SAMAVATI, 2015),
acidos graxos (AMBROZOVA et al., 2014), carotenoides (DEY; RATHOD, 2013), clorofila
(AJAYAN; SELVARAJU; THIRUGNANAMOORTHY, 2012), anidrase carbonica (ORES;
AMARANTE; KALIL, 2016) e ficobiliproteinas (AJAYAN; SELVARAJU;
THIRUGNANAMOORTHY, 2012; ORES; AMARANTE; KALIL, 2016).
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3.2 FICOBILIPROTEINAS

Ficobiliproteinas sdao pigmentos fotossintéticos acessorios, 0s quais estdo
envolvidos na captacdo da luz por cianobactérias, rodoficeas, criptoficeas e glaucofitas
(GLAZER, 1994; VISKARI; COLYER, 2003). As ficobiliproteinas absorvem energia na faixa
do espectro visivel (450-650 nm), nesta faixa a clorofila a tem baixas absortividades
(MACCOLL, 1998). Estruturalmente, cada ficobiliproteina se constitui em uma molécula
cromOfora linear tetrapirrdlica designada ficobilina, que por sua vez se associa
covalentemente a uma apoproteina através dos residuos especificos de cisteina (GANTT,
1981). Nas cianobactérias e algas vermelhas, quatro principais classes de ficobiliproteinas
existem: aloficocianina (AFC, verde azulado, Amax: 650-665 nm), ficocianina (FC, azul,
Amax: 5990-625 nm:), ficoeritrina (FE, vermelho, Amax: 490-570 nm) e ficoeritrocianina (FEC,
laranja, Amax: 560-600 nm) (SUN; WANG, 2003).

As ficobiliproteinas estdo localizadas no interior das cianobactérias em estruturas
subcelulares chamadas de ficobilissomos (Figura 1), os quais estdao localizados na superficie
externa da membrana tilacoide (GLAZER, 1994). As ficobiliproteinas se encontram
organizadas nos ficobilissomos de modo a maximizar a transferéncia ressonante de energia
por fluorescéncia. Essa transferéncia ocorre da FE para a FC, desta para a AFC e finalmente

da AFC para o centro de reacdo fotossintético (clorofila a) (VISKARI; COLYER, 2002).

Figura 1 — Organizacao estrutural do ficobilissomo.

Ficoeritrina

Ficocianina

: —...—Alnﬁcocianina

Clorofila a

Adaptado de: GOVINDJEE e SHEVELA (2011).
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O conteudo das ficobiliproteinas € inerente ao organismo produtor, por exemplo
nas cianobactérias e nas algas vermelhas, a ficocianina e a ficoeritrina estdo presentes em
maior propor¢do, respectivamente, enquanto que o conteido de aloficocianina em ambas é

bem menor (SU et al., 2010).

3.2.1 C-ficocianina

A C-ficocianina (C-FC), uma ficobiliproteina solivel em dagua, fortemente
fluorescente, foi primeiramente reportada por Lemberg em 1928 (PATIL et al., 2006). E
caracterizada por sua pigmentacio azul e € encontrada em muitas cianobactérias, as quais sao
também conhecidas como algas verde azuladas (ERIKSEN, 2008).

C-FC € composta por duas subunidades: a a-cadeia com uma ficocianobilina
ligada a cisteina 84 e B-cadeia com duas ficocianobilinas ligadas nas cisteinas 84 e 155
(Figura 2) (ADIR, 2005; ERIKSEN, 2008). Em solu¢do, a C-FC é encontrada como uma
mistura complexa de monomeros (afy), trimeros (a3fB3), hexameros (asfPe) € outros oligdmeros.
O polipeptideo a tem um cromdéforo enquanto que o B apresenta dois (MACCOLL, 1998). A
massa molar da C-FC em cianobactérias é dependente do oligdmero, variando de 81 a 215
kDa, e as subunidades individuais variam entre 15 a 24 kDa (PATEL et al., 2005). O ponto
isoelétrico da C-FC encontra-se na faixa de pH 4,6 a 5,2 (ABALDE et al., 1998; SANTIAGO-
SANTOS et al., 2004).

Figura 2 — Posicao das ficocianobilinas na sequéncia de aminoicidos da C-ficocianina. CIS e
FCB sio cisteina e ficocianobilina, respectivamente.

84

a« NH, CIIS COOH
FCB
84 155
fpNH, CIS CIIS COOH
|
FCB FCB

Adaptado de: MACCOLL (1998).

As C-ficocianinas apresentam intimeras aplicagdes industriais, podendo ser
empregadas nas industrias de alimentos, cosméticos, biotecnologia, diagnosticos e medicina
(ERIKSEN, 2008). Estudos tém demonstrado que a C-ficocianina apresenta propriedades
nutracéuticas, como por exemplo: antioxidante (THANGAM et al., 2013), hepatoprotetora

(NAGARAIJ et al., 2012), anti-inflamat6ria (GONZALEZ et al., 1999; ROMAY et al., 1998) e
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neuroprotetora (PENT()N—ROL et al., 2011). Somando-se a isso, a potencial atividade
antibacteriana de C-FC purificada contra bactérias resistentes a medicamentos tem sido
demonstrada (SARADA; KUMAR; RENGASAMY, 2011). Além dessas propriedades, alguns
estudos mostram que a C-FC apresenta efeito anticancerigeno, sendo que essa capacidade ja
foi demonstrada em uma variedade de células, tais como cancer de pulmao (LI et al., 2015),
cancer de mama (RAVI et al., 2015), cancer de pancreas (LIAO et al., 2016), entre outros.

A pureza de C-FC é geralmente avaliada utilizando a raz@o entre a absorvancia a
620 nm pela absorvancia a 280 nm. A literatura reporta que quando a C-FC apresenta pureza
acima de 0,7 € considerada de grau alimenticio e quando maior do que 4 € de grau analitico
(PATIL et al., 2006; RITO-PALOMARES; NUNEZ; AMADOR, 2001). No entanto, as
empresas Soley Biotechnology Institute e Delhi Nutraceuticals comercializam C-FC
liofilizada com uma classificacdo um pouco diferente, por exemplo, C-FC com grau de pureza
entre 0,50 e 1,50 € indicada como corante na inddstria alimenticia; pureza de 1,50 a 2,50
indicada como corante em cosméticos; pureza entre 2,50 e 3,50 pode ser utilizada como
corante e biomarcadores; e pureza acima de 4,0 pode ser utilizada em terapias, biomarcadores
e tratamentos. Assim, o valor no mercado também depende da sua pureza, C-FC com pureza
de 0,5 — 0,75 é vendida por U$ 210-kg™!, pureza de 0,75 — 1,5 custa cerca de U$ 325-kg™!,
pureza de 1,5 — 2,5 custa cerca de U$ 108.800-kg'1, pureza de 2,5 — 3,4 custa cerca de
U$ 959.000-kg™!, e C-FC com pureza maior que 4,0 custa cerca de U$ 4.657-g™!.

O custo da biomassa seca de microalgas é estimada em U$ 15 — 25'kg‘1, assim, €
crucial otimizar os sistemas para aumentar a produtividade de C-FC, maximizando a

eficiéncia econdmica dos sistemas de produgdo de algas (QUERQUES et al., 2015).

3.2.2 Aloficocianina

A aloficocianina (AFC) é uma ficobiliproteina solivel em agua altamente
fluorescente, é composta por duas subunidades (a,). As subunidades o e  possuem uma
ligacdo covalente no residuo de cisteina 84 com uma ficocianobilina (Figura 3). A
aloficocianina, quando purificada, se apresenta em trimeros (a3p3) (GLAZER, 1994). A massa
molar da AFC em cianobactérias é de 130-145 kDa (MORSCHEL; WEHRMEYER;
KOLLER, 1980), e as subunidades individuais variam entre 15 a 18 kDa (SU et al., 2010).

AFC ¢é amplamente utilizada em técnicas bioquimicas como uma proteina

fluorescente, particularmente para citometria de fluxo (JUNG; DAILEY, 1989). Tem sido
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reportado que a AFC possui propriedades antioxidantes (GE et al., 2006) e antienterovirus
(SHIH et al., 2003).

A aplicacdao da AFC é muitas vezes limitada a dificuldade de purificar em larga
escala esta proteina, uma vez que a APC e a C-FC em cianobactérias apresentam
caracteristicas muito similares. Além disso, a concentracdo de AFC € baixa. Dessa forma,
separar as ficobiliproteinas e purificar grandes quantidades de AFC é um grande desafio (SU

et al., 2010).

Figura 3 — Posicao das ficocianobilinas na sequéncia de aminoacidos da aloficocianina. CIS e
FCB sio cisteina e ficocianobilina, respectivamente.
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Adaptado de: MACCOLL (1998).

3.3 ANIDRASE CARBONICA

A anidrase carbdnica (AC, EC 4.2.1.1) é uma metaloenzima (Zn/Cd/Fe) que
catalisa a interconversdao do di6xido de carbono (COz) em ions bicarbonato (HCOs3’) em
muitos organismos (Equacdo 1) (BADGER; PRICE, 1994; KHALIFAH, 1971). Esta enzima
foi primeiramente descoberta em células vermelhas do sangue humano, porém tem sido
encontrada na maioria dos organismos incluindo animais, plantas, algas, arqueobactérias e
eubactérias (HEWETT-EMMETT; TASHIAN, 1996; MORONEY; BARTLETT;
SAMUELSSON, 2001).

CO, +H,0 ~ HCO; +H* @

A AC desempenha um papel importante em muitas fungdes fisioldgicas que
envolvem reacdes de carboxilagdo e descarboxilagdo, incluindo o equilibrio acido-basico,
transporte de ions e de didxido de carbono, reabsor¢ao dssea, ureagénese, gliconeogénese,
lipogénese, geracdo de fluidos corporais (BAYRAM et al., 2008), calcificacdo (SMITH;
FERRY, 1999), formacdo de humor aquoso (CENTOFANTI et al., 1997), fotossintese,

respiracdo e também participa do transporte de carbono inorganico (Ci) (HENRY, 1996).
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A anidrase carbOnica existe em diferentes formas estruturais e massas molares.
Além disso, sua atividade enzimatica € varidvel e dependente da sua fonte de origem. A AC
estd entre as mais rapidas enzimas conhecidas, por exemplo, uma molécula de AC de
eritrocito humano pode catalisar 1,4-10° moléculas de CO, em 1 segundo (KHALIFAH,
1971).

As ACs conhecidas podem ser agrupadas em cinco familias independentes,
denominadas a-AC, B-AC, y-AC, 8-AC e (-AC (HEWETT-EMMETT; TASHIAN, 1996).
Estas cinco familias ndo apresentam similaridade na sequéncia primaria e podem ter evoluido
de forma independente. A completa distribuicao destas ACs € incerta. As plantas podem ter as
a-AC, B-AC e y-AC (MORONEY; BARTLETT; SAMUELSSON, 2001), enquanto que as
cianobactérias apresentam o, P, € y ACs com Zn** no centro ativo da enzima
(KUPRIYANOVA; SAMYLINA, 2015) e nos animais sao encontradas somente o tipo a-AC
(MORONEY; BARTLETT; SAMUELSSON, 2001). As 6-AC sdo encontradas em
diatoméceas e as (-AC em algumas bactérias (KANTH; LEE; PACK, 2013).

Embora a sequéncia primaria das familias da AC seja diferente, as a-AC, B-AC,
v-AC e 6-AC possuem um atomo de zinco no seu sitio ativo e parecem compartilhar um
mecanismo catalitico semelhante (LINDSKOG, 1997). O mecanismo catalitico da anidrase
carbonica tem sido extensivamente estudado e muitos modelos tém sido propostos na
literatura por Khalifah (1971), Lindskog (1977), e Silverman e Lindskog (1988). As
principais etapas do mecanismo catalitico da enzima estdo resumidas a seguir e apresentadas
na Figura 4:

* Ataque nucleofilico na molécula de didéxido de carbono por um grupo hidroxil
ligado ao zinco (Zn(I[)HO") com a formagdo do complexo enzima-ion
bicarbonato;

* Liberagdo do ion bicarbonato pelo deslocamento de uma molécula de dgua que se
liga ao sitio ativo do zinco (Zn(II)H20);

* Transferéncia intramolecular de um prdéton para o grupamento imidazol da
histidina 64 (His64);

* Transferéncia intermolecular de um proton para o meio externo basico, permitindo
a regeneracao do sitio ativo na forma Zn(I[)HO ;

* O ion bicarbonato em solugdo pode ganhar um H* para formar acido carbonico

(H2CO3) ou pode perder um H* adicional e formar o fon carbonato (COs2).
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Figura 4 — Mecanismo catalitico do sitio ativo da anidrase carbdnica durante a hidrata¢ao
reversivel do di6xido de carbono.
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Fonte: RUSSO et al. (2013).

Nas cianobactérias, as isoenzimas da anidrase carbdnica podem ser encontradas
nos carboxissomos e no espaco periplasmatico, enquanto que nas microalgas eucaridticas
podem ser encontradas nos cloroplastos, citosol e no espaco periplasmatico (MORONEY;
SOMANCH]I, 1999).

A funcdo priméria da enzima AC em cianobactérias, tal como em algas e plantas
superiores, € aumentar a concentragdo de diéxido de carbono em torno da enzima
fotossintética d-ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCo). As microalgas e
cianobactérias vivem em um meio aquoso em que a concentracdo de didxido de carbono em
torno das células é significativamente menor do que em plantas aéreas. A fim de manter altas
taxas de fotossintese estes organismos desenvolveram um mecanismo de concentragdo de
carbono (CCM - do inglés Carbon Concentrating Mechanism), que funciona para aumentar a
concentracdo de CO; intracelular para um nivel muito superior ao presente no meio ambiente
circundante. O CO» € usado pela RuBisCo para iniciar a primeira reacao no ciclo de Calvin, a
carboxilagdo da ribulose-1,5-bisfosfato. O sistema de transporte de carbono inorganico (Ci) e
as ACs sdo fundamentais para o funcionamento do CCM (BADGER; PRICE, 1992, 1994,
2003).
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O CCM em cianobactérias compreende os seguintes componentes estruturais e
funcionais (Figura 5): (1) sistemas de captura de Ci (CO2 + HCO3); (2) sistema de AC, o qual
¢ responsavel pela conversio das formas de Ci e fornecendo o substrato (CO;) para
carboxilacdo da  ribose-1,5-bifosfato pela RuBisCO; e (3) carboxissomos,
microcompartimentos especializados no aumento da eficiéncia da fixa¢do do CO2 no ciclo de

Calvin.

Figura 5 — Esquema geral da operacdo do CCM em cianobactérias, baseado nos modelos
classico dos micro-organismos: Synechococcus elongatus PCC7942, Synechocystis sp.
PCC6803 e Synechococcus sp. PCC7002. Designacdes: BCT1, BicA e SbtA sdo sistemas
transportadores de bicarbonato; NDH-13/4 € o sistema de captura de CO; e AC é anidrase
carbonica.
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Adaptado de: KUPRIYANOVA e SAMYLINA (2015).

As células de cianobactérias consomem Ci na forma de CO, e HCOs; (PRICE,
2011; PRICE et al., 2008). Uma vez que a molécula de CO» ndo é carregada, esta € solivel em
lipidios e portanto pode penetrar na célula pela difusdo passiva através da membrana celular,
desta forma esta molécula pode facilmente escapar da célula. Para evitar a fuga do CO», as
células de cianobactérias recorrem aos sistemas de captura de CO> (NDH-13/4 e a enzima AC
presente no espaco periplasmatico, Figura 5), que convertem o CO> a molécula de bicarbonato
carregada, o qual € insoluvel em lipidios. Devido a esta insolubilidade, a entrada de HCO3™ s6
€ possivel através do transporte ativo (sistemas BCTI1, BicA e SbtA, Figura 5)
(KUPRIYANOVA; SAMYLINA, 2015). Independentemente da forma, é o ion HCO3™ que é
entregue no interior do citosol. O HCOs3  acumulado internamente penetra nos carboxissomos,

0 qual contém a maior parte de RuBisCo da célula. ACs localizadas especificamente nos
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carboxissomos geram o CO; ao redor da RuBisCo (BADGER; PRICE, 1992; VAN HILLE et
al., 2003).

A atividade enzimatica da AC pode ser monitorada por duas reagdes diferentes:
hidratase e esterase. Na rea¢do de hidratase ou delta de pH, a AC catalisa a hidratagao
reversivel entre CO; e a dgua (H>0), produzindo HCO3™ e H*. A produgio de prétons leva a
uma alteracao no pH da reacao, até atingir o equilibrio. O método delta de pH tem como base
a medida da alteracao do pH em funcdo do tempo. Essas medidas sd@o geralmente realizadas
em temperaturas entre 0 — 5 °C para retardar a reacdo catalisada enzimaticamente, uma vez
que esta € muito ripida, e as taxas iniciais sao dificeis de medir (BOND et al., 2001).

A reacdo de esterase tem sido utilizada para monitorar a atividade enzimatica da
AC em adicdo a reacdo de hidratase. Esta reacdo é baseada na hidrélise enzimatica mediada
pelo p-nitrofenil acetato (p-NPA) (POCKER; STONE, 1967). A razdo pela qual este ensaio é
frequentemente utilizado nos estudos de AC é que o mesmo sitio ativo, que € responsavel pela
aceleracdo da hidratagdo do CO,, também acelera a reacdao de hidrdlise, que origina um
produto amarelo (p-nitrofenol) que absorve a 400 nm e pode ser determinado por
espectrofotdmetro. Assim, a taxa de hidrélise acelerada pela AC pode ser convenientemente
monitorada sem arrefecimento (em contraste com a medida de delta de pH) (BOND et al.,
2001).

Durante o cultivo de S. platensis LEB-52 outras esterases sem atividade de
hidratase podem ser produzidas, portanto a atividade de esterase ndo diz respeito unicamente
a AC. Dessa forma, é importante saber se existe uma correlacdo entre estas duas atividades,
de esterase e hidratase, ao longo do cultivo. Até o presente momento ndo se tem
conhecimento de trabalhos que reportem essa correlagdo ao longo do cultivo de microalgas,

incluindo cianobactérias.

3.3.1 Captura enzimatica do diéxido de carbono

O didéxido de carbono (CO2) antropogénico é considerado o maior contribuinte
para o aumento do efeito estufa, o restante € atribuido ao aumento das concentragdes de
metano, 6xido nitroso e gases fluorados (IPCC, 2014). O CO; é liberado durante a combustdao
de combustiveis fosseis, como carvao, petrdleo, gas e na producao de cimento (HOUGHTON,
2007). O aumento continuo da concentragdo de CO; na atmosfera tem sido extensivamente

documentado, sendo que sua concentracio aumentou de 280 ppm em 1750 (revolugdo
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industrial) (HOUGHTON et al., 2001) para 400 ppm em setembro de 2016, e atualmente vem
aumentando a uma taxa de 2,96 ppm/ano (NOAA, 2016).

Virias estratégias estdo disponiveis para reduzir as emissdoes do CO> antrépico da
atmosfera, como por exemplo: conversao eficiente da energia, utilizacdo de fontes de energia
com baixo conteido de carbono ou livres de carbono, e captura e sequestro do CO;
(MAROTO-VALER et al., 2005). As abordagens de sequestro do CO2 mais comuns incluem
o uso de solventes quimicos/fisicos, adsor¢ao em s6lidos, membranas, sistemas criogénicos/
condensacdo e sequestro geoldgico. Entretanto, o custo das abordagens anteriormente
mencionadas € muito alto (SHEKH et al., 2012). Assim, pesquisas tém sido desenvolvidas
com o intuito de desenvolver uma tecnologia sustentdvel e econdmica para a captura e
sequestro do CO,. Uma técnica promissora e de baixo custo € o sequestro baseado na fixacao
quimica de COz na forma de minerais de carbonato, como a calcita, magnesita e dolomita, que
apresenta-se como um método seguro e permanente de eliminacdo de CO;. Os carbonatos sdo
abundantes na natureza e sdo ambientalmente seguros e estiveis (LACKNER et al., 1995;
MIRJAFARI; ASGHARI; MAHINPEY, 2007).

A mineralizacdo do CO; pode ser realizada através do contato direto do CO
gasoso com fontes de minerais de célcio ou magnésio ou através da dissolu¢do de CO; na
agua seguido do contato da solu¢do com os minerais. De qualquer maneira, vai produzir
carbonato de célcio ou de magnésio, os quais sdo solidos e irdo precipitar (LACKNER et al.,
1995). No método indireto de mineralizagdo do CO», o carbonato de célcio é produzido
através da reacdo entre os ions célcio e o CO> aquoso. As seguintes reagdes ocorrem nesse
processo: (i) primeiramente, o CO2 gasoso se dissolve em agua para formar CO; aquoso
(Equacao 2); (ii) o CO2 aquoso reage com a dgua e forma 4cido carbonico (Equacgdo 3); (iii)
na proxima etapa, o acido carbdnico se dissocia em ions bicarbonato e fons carbonato
(Equagdes 4 e 5); (iv) por fim, na presenca de cations de cdlcio, se forma o carbonato de

calcio, o qual precipita (Equacao 6) (BOND et al., 2001).

COyy) = COyy (2)

CO,., +H,0 - H,CO, 3)

(aq)

H,CO, « H' +HOO, @)
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HCO;  H' +CO; (5)
Ca” +C0;” - CaCO, | (6)

Entre todas as reacdes, a reacdo de hidratacdo (Equacdo 3) é a mais lenta e é
limitante da velocidade (BOND et al., 2001). Assim, a anidrase carbonica pode ser utilizada
como catalisador bioldgico para aumentar a velocidade desta reagdo (MIRJAFARI;
ASGHARI; MAHINPEY, 2007).

Nos sistemas de captura enzimética sdo empregadas ACs comerciais altamente
purificadas, oriundas de sangue animal (BOND et al., 2001; FAVRE; CHRIST; PIERRE,
2009; MIRJAFARI; ASGHARI; MAHINPEY, 2007); bem como ACs comerciais purificadas
e imobilizadas oriundas de sangue animal (OZDEMIR, 2009; VINOBA et al., 2011b) e
humano (VINOBA et al., 2011a); AC purificada obtida a partir da bactéria Citrobacter
freundii (RAMANAN et al., 2009); AC obtida de eritrécito bovino purificada por uma tnica
etapa de precipitacio com etanol e cloroférmio (fator de purificacdo: 104 e recuperacio
enzimatica de 98%) (ORES et al., 2012); AC obtida a partir do extrato bruto de Bacillus
halodurans (FARIDI; SATYANARAYANA, 2016); e AC obtida a partir do extrato bruto de
microalgas (LI et al., 2012; ORES, 2014; ORES et al., 2013).

3.4 PRODUCAO DE FICOBILIPROTEINAS E ANIDRASE CARBONICA

A composicdo bioquimica das cianobactérias geralmente varia com a fase de
crescimento celular e, portanto, as células devem ser obtidas no tempo 6timo para garantir a
maxima produ¢do dos bioprodutos para comercializacdo (XIE et al., 2015). Até o presente
momento, com relacdo a producdo simultanea de ficobiliproteinas e AC por cianobactérias, na
literatura sdo encontrados os estudos do nosso grupo de pesquisa: Ores, Amarante e Kalil
(2016) e Ores (2014).

Ores, Amarante e Kalil (2016) estudaram o acompanhamento destes bioprodutos
ao longo do cultivo de Spirulina sp. LEB-18 e Synechococcus nidulans. Ores (2014) avaliou o
perfil de producdo de C-FC, AFC e AC ao longo do cultivo de Spirulina platensis LEB-52
utilizando o meio Zarrouk 20% (v/v) diluido com agua destilada. As maximas concentracdes
intracelulares de C-FC e AFC foram obtidas entre o 1° e 0 4° d de cultivo, sendo estas na

ordem de 119,4 — 131,8 mg-g!' e 55,0 — 62,6 mg-g’!, respectivamente. Apés o 4° d de cultivo,
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a concentracdo intracelular de ficobiliproteinas diminuiu gradualmente. A maior atividade
especifica de AC foi obtida no 6° (25,2 U-g!), 12° (24,8 U-g!) e 33° d (28,2 U-g'!) de
cultivo. No entanto, no 33° d, ocorreu a inibicao do crescimento celular.

Os principais fatores que afetam a producao de ficobiliproteinas sdo a intensidade
luminosa (CHEN et al., 2013; XIE et al., 2015), concentra¢do inicial de nitrogénio (CHEN et
al., 2013) e concentracgdo inicial de biomassa (XIE et al., 2015). Chen et al. (2013) avaliaram a
producdo de C-FC de Spirulina platensis durante 10 d de cultivo variando a intensidade
luminosa (100 — 1300 umol-m™-s™!) e a concentragiio inicial de nitrato (0,03 — 0,09 mol-L ™).
As melhores condi¢des de cultivo para a producdo de C-FC (126 mg-g™!) foram intensidade
luminosa de 700 pmol-m2-s! e concentragio inicial de nitrato de 0,045 mol-L™!.

A influéncia da intensidade de luz (75 — 450 umol-m?2s™!') e da concentracio
inicial de biomassa (0,08 — 0,24 g'L‘l) na producdo de C-FC durante o cultivo em batelada
alimentada de Arthrospira (Spirulina) platensis foi avaliada por Xie et al. (2015). O acimulo
intracelular de C-FC (161 mg-g™!) foi maximo no 11° d de cultivo, e foi favorecido em baixas
intensidades luminosas (300 pmol-m2s™!), altas concentracdes iniciais de biomassa
(0,24 g-L'") e com alimentacdo em batelada de nitrato (5 mM) em 11 d. A alimentacio em
batelada de nitrato foi realizada quando o nitrato do meio estava quase esgotado no 8°, 9°, 10°
e 11° d de cultivo. A alimentac¢do foi realizada por impulsos até atingir uma concentracdo de
nitrato de 5 mM.

A producdo de C-FC de Arthrospira (Spirulina) platensis em diferentes meios de
cultivo (meio Zarrouk 100% e dgua do mar) durante 25 d foi avaliada por Leema et al. (2010)
. A maior concentracdo intracelular de C-FC foi obtida utilizando o meio Zarrouk 100%,
sendo esta de 48,4 mg-g! em 25 d de cultivo. A producio de ficobiliproteinas por diferentes
cepas de Spirulina foi avaliada por Saleh, Dhar e Singh (2011) durante 25 d e as maiores
concentracoes foram obtidas por uma cepa mutante de Spirulina platensis, produzindo
82,9 pg.mL! de C-FC no 15°d de cultivo e 62,3 pg-mL"! de AFC no 25° d de cultivo.

A producio de ficobiliproteinas € associada com a concentracdo de nitrogénio
presente no meio de cultivo (CHEN et al., 2013; XIE et al., 2015). As ficobiliproteinas sao
seletivamente degradadas quando as células sao submetidas a deplecdo de nitrogénio. A
deplecdo de nitrogénio causa a reducdo do conteido de proteinas, juntamente com aumento
nos compostos ricos em energia, tais como os lipidios e carboidratos (HO; CHEN; CHANG,
2012). Assim, as ficobiliproteinas apresentam um papel secundario como compostos

intracelulares de armazenamento de nitrogénio, e para manter as suas funcdes metabolicas, as
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cianobactérias podem utilizd-las como fonte de nitrogénio quando este composto esta escasso
no meio de cultivo (ERIKSEN, 2008).

Dentre os fatores que afetam a producdo de AC ao longo do cultivo destacam-se a
concentracdo de CO2 (BASU et al., 2014; RIGOBELLO-MASINI; AIDAR; MASINI, 2003;
SWARNALATHA et al., 2015; XIA; GAO, 2005) e a luminosidade (RIGOBELLO-MASINI,;
AIDAR; MASINI, 2003). Rigobello-Masini, Aidar e Masini (2003) acompanharam a
producdo de AC (extracelular e total) na microalga marinha Tetraselmis gracilis durante 10 d.
Os cultivos foram realizados com injec@o de ar atmosférico e ar atmosférico livre de CO>. No
cultivo realizado com ar atmosférico livre de CO: a atividade de AC total e extracelular foi
maior do que aquele com ar atmosférico. A auséncia de luz também foi avaliada, a atividade
de AC ap6s 5 h sem iluminag¢do diminuiu cerca de 50%, e ap6s 25 h a AC foi totalmente
inibida.

A atividade de AC em Desmodesmus sp., Kirchneriella sp. e Acutodesmus sp.
diminuiu com o aumento da concentragdo de COz (10, 20 e 30%) durante 72 h de cultivo
(SWARNALATHA et al.,, 2015). Xia e Gao (2005) investigaram a atividade de AC
(intracelular e extracelular) nas microalgas Chlorella pyrenoidosa e Chlamydomonas
reinhardtii quando cultivadas em diferentes concentracdes de CO> (3 — 186 pmol-L!); para
ambas microalgas, a atividade de AC (intracelular e extracelular) diminuiram com o aumento
da concentracido de CO. Por outro lado, a atividade de AC de Scenedesmus obliquus SA1 foi
favorecida com o aumento da concentracdo de CO2 (0,03 — 35%) durante 23 d de cultivo
(BASU et al., 2014). Assim, a producdo de AC pode ser favorecida ou desfavorecida com o
aumento da concentragdo de CO> dependendo do micro-organismo de estudo.

O perfil de producdo de anidrase carbonica por diferentes microalgas marinhas e
de 4gua doce foi avaliado por Ores et al. (2016). As méximas atividades especificas (U-g™)
de AC expressa em termos de esterase foram de: 16,4 U'g‘1 para Tetraselmis suecica, 13,9
U-g! para Isochrysis galbana, 44,6 U-g' para Dunaliella tertiolecta, 9,8 U-g! para
Nannochloropsis oculata, 24,5 U-g' para Phaeodactylum tricornutum, 17,0 U-g'1 para

Chlorella vulgaris e 12,2 U-g ™! para Scenedesmus obliguus.

3.5 RUPTURA CELULAR E EXTRACAO DE BIOPRODUTOS INTRACELULARES

Os micro-organismos podem sintetizar diversos biocompostos, os quais podem ser
excretados ou ainda armazenados no interior das células (AZEVEDO et al., 2009). Para a

obten¢do de biocompostos intracelulares, uma etapa de rompimento celular ou o aumento da
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porosidade da parede celular e subsequente extracdo com solvente aquoso ou orgénico €
necessaria. As etapas de ruptura celular e extracdo podem ocorrer simultaneamente ou ainda
separadamente, dependendo da técnica aplicada. Na ruptura celular, a parede celular deve ser
rompida, permitindo que o conteido da célula incluindo o(s) bioproduto(s) de interesse
seja(m) liberado(s) para o meio. Em geral, apds a ruptura celular, uma grande quantidade de
material celular, tais como organelas, sais, proteinas, lipideos, carboidratos e dcidos nucleicos,
¢ liberada para o solvente. Uma vez que a eficiéncia da extragdo esta diretamente relacionada
com o rendimento global do processo, € importante minimizar a extracado de contaminantes, a
fim de favorecer os passos subsequentes do processo de purificagdo (MORAES; KALIL,
2014).

A escolha do método de ruptura e/ou extragdo vai depender das caracteristicas
moleculares do bioproduto a ser extraido, da parede celular do micro-organismo e da
localizagdo do bioproduto na célula. Técnicas baseadas no uso de pressdo osmdtica, condi¢cdes
abrasivas, tratamento quimico, tratamento enzimatico, secagem, congelamento-
descongelamento e tratamento ultrassonico, podem ser utilizadas para ruptura celular de
cianobactérias (MORAES et al., 2011b; ORES; AMARANTE; KALIL, 2016).

Assim que o biocomposto de interesse for liberado do interior celular, €
necessario definir qual solvente é o mais indicado para a sua maior extracdo ou manutengao
da atividade bioldgica, podendo ser aquoso ou ndo (MORAES; KALIL, 2014). Para extracdo
de metabolitos como astaxantina e acidos graxos poli-insaturados a partir de microalgas sao
utilizados solventes organicos, como por exemplo o diclorometano (MACHADO JR et al.,
2014) e etanol (FAJARDO et al., 2007), respectivamente. Enquanto que para extrair anidrase
carbonica e C-ficocianina tém sido utilizadas solugdes aquosas, como por exemplo solugdo
tampao (ORES; AMARANTE; KALIL, 2016; ORES et al., 2013; ORES et al., 2016;
SILVEIRA et al., 2007) e dgua (MORAES; BURKERT; KALIL, 2010), respectivamente.
Além do tipo de solvente, varidveis como tempo de extracdo, agitacdo, razdo biomassa:agente
extrator e temperatura sdo fatores importantes a serem estudados a fim de maximizar a

extracdo de bioprodutos (MORAES; KALIL, 2014).

3.5.1 Extracao assistida por ultrassom

Na extracdo assistida por ultrassom (EAU), as etapas de rompimento celular e

extracdo do bioproduto pelo solvente ocorrem simultaneamente. O ultrassom é baseado em

ondas sonoras as quais sdo vibra¢des mecanicas em meio sélido, liquido e gasoso (CASTRO;
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GARCIA, 2002). Difere-se de sons audiveis pela frequéncia de onda, as frequéncias audiveis
variam entre 16 Hz e 20 kHz enquanto que as frequéncias do ultrassom podem variar de
20 kHz a 10 MHz (PINGRET; FABIANO-TIXIER; CHEMAT, 2013).

As ondas sonoras, ao contrario de ondas eletromagnéticas, viajam através de um
meio que deve conter alguma forma de matéria, uma vez que envolvem ciclos de compressao
e expansdo. Na compressdo, as moléculas tendem a se aglomerar enquanto que na expansao
elas se separam, e durante a expansao se formam microbolhas de gas (CASTRO; GARCIA,
2002; PRIEGO-CAPOTE; CASTRO, 2004). As microbolhas crescem a um tamanho instavel
e, em seguida, colapsam violentamente, liberando intensa energia local com importantes
efeitos quimicos e mecanicos (SANTOS; LODEIRO; CAPELO-MARTINEZ, 2009). Este
fendmeno € conhecido como cavitagao.

Nos dltimos anos, muitas pesquisas tém utilizado a EAU para obtencdo de
bioprodutos intracelulares de micro-organismos, incluindo as cianobactérias. Dentre os
bioprodutos obtidos utilizando a EAU, destacam-se carotenoides (DEY; RATHOD, 2013;
GERDE et al., 2012; ZOU et al., 2013), clorofila (GERDE et al., 2012; KONG et al., 2014;
PARNIAKOV et al., 2015), compostos fenélicos (PARNIAKOV et al., 2015), lipideos (DAI;
CHEN; CHEN, 2014; KERIS-SEN et al., 2014; QV; ZHOU; JIANG, 2014; SANTOS et al.,
2015), proteinas (LIU et al., 2013), B-galactosidase (LEMES; ALVARES:; KALIL, 2012),
C-ficocianina (AFTARI et al., 2015; ORES; AMARANTE; KALIL, 2016) e anidrase
carbonica (ORES; AMARANTE; KALIL, 2016; ORES et al., 2016).

Para fins analiticos, a EAU pode ser utilizada como um método alternativo de
extracdo de bioprodutos intracelulares durante o monitoramento do bioproduto ao longo do
cultivo, devido ao menor tempo de processamento. Além disso, o bioproduto pode ser
extraido com o uso de baixas concentracoes de biomassa (ORES, 2014; ORES;

AMARANTE; KALIL, 2016; ORES et al., 2016).

3.6 EXTRACAO DE FICOBILIPROTEINAS E ANIDRASE CARBONICA

Na literatura existem muitos estudos que reportam a extracdo de C-ficocianina a
partir de diferentes cianobactérias. A Tabela 1 apresenta um resumo dos estudos de ruptura
celular e extragdao em termos de rendimento e pureza de C-ficocianina. Moraes et al. (2011b)
aplicaram diferentes métodos de ruptura celular (tratamento com solventes organicos e
inorganicos, congelamento-descongelamento, tratamento em banho ultrassonico,

homogeneizagdo com abrasivo e tratamento com lisozima) para extracdo de C-ficocianina a
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partir da biomassa umida de Spirulina platensis LEB-52. Dentre os diferentes métodos
estudados, o tratamento em banho ultrassonico na presenca de pérolas de vidro foi mais
eficiente, com rendimento de extracdo de 46,75 mg-g‘1 e concentragdo de C-ficocianina de
0,21 mg-mL".

Ao secar a biomassa de Spirulina platensis (CFTRI) a 60 °C e 150 °C para
posterior ruptura celular, cerca de 50% do contetudo intracelular de C-ficocianina foi perdido.
A perda da C-ficocianina provavelmente esta relacionada com a sua posicdo periférica no
ficobilissomo na membrana tilacoide, além da sua sensibilidade a temperatura (SARADA;
PILLAIL; RAVISHANKAR, 1999). Estes autores sugerem que a biomassa umida deve ser
utilizada para a extracdo de C-ficocianina.

Alguns trabalhos reportam que a ruptura celular utilizando o congelamento-
descongelamento é a melhor técnica para obter C-ficocianina a partir da biomassa umida
(ABALDE et al., 1998; SARADA; PILLAI; RAVISHANKAR, 1999; SINGH; KUDDUS;
THOMAS, 2010; SONI; TRIVEDI; MADAMWAR, 2008).

A ruptura celular para extragdo de C-FC a partir da biomassa seca de S. platensis
LEB-52 também € encontrada na literatura (MORAES; BURKERT; KALIL, 2010;
SILVEIRA et al., 2007). A melhor condicdo de ruptura celular obtida por Moraes, Burkert e
Kalil (2010) foi secar, congelar e moer a biomassa até atingir didmetro de particula entre
0,106 e 0,125 mm, e posterior extragdo de C-FC com 4gua destilada utilizando concentracdo
de biomassa de 0,16 g-mL"! e tempo de extracdo de 1 h. Nessas condi¢des, a concentracio de
C-FC foide 13,2 mg-mL‘l, pureza de 0,60 e rendimento de extracdo de 82,5 mg- g‘l.

Nos ultimos anos, técnicas de ruptura celular como a extragdo assistida por
ultrassom (AFTARI et al., 2015; ORES; AMARANTE; KALIL, 2016; PRABUTHAS et al.,
2011), extragao assistida por micro-ondas (AFTARI et al., 2015) e campos elétricos pulsados
(MARTINEZ et al., 2016) tém sido empregadas para a obtencio de C-ficocianina.

Prabuthas et al. (2011) avaliaram o solvente (dgua destilada e cloreto de célcio
1%), tempo de extracdo (5 — 25 min), volume do solvente (25 — 125 mL) e amplitude do
ultrassom (20 — 100%) na extracao assistida por ultrassom de C-FC de Spirulina. Os maiores
rendimentos de C-FC (91,8 mg-g™!) e pureza (0,62) foram obtidos quando utilizado cloreto de
calcio 1% como solvente, volume de solvente de 45,27 mL (o que corresponde a concentracdo

de biomassa de 2,2 g-L'l), tempo de extragdo de 9,3 min e amplitude do ultrassom de 79,7%.
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Tabela 1 — Rendimento de extragdo e pureza de C-ficocianina com diferentes processos de ruptura celular.

Micro-organismo

Métodos de ruptura celular

Rendimento (mg-g™!)

Pureza Referéncia

Artrosphira platensis

Oscillatoria
quadripunctulata
Spirulina
Spirulina
Spirulina platensis
Spirulina platensis
Spirulina platensis

Spirulina platensis (CFTRI)

Spirulina platensis LEB-52

Spirulina platensis LEB-52
Spirulina platensis LEB-52
Spirulina sp. LEB 18
Synechococcus sp.

109201

Extracdo assistida por campos
elétricos pulsados**

Congelamento e descongelamento™*

Congelamento e descongelamento™*
Extracdo assistida por ultrassom™
Extracdo assistida por ultrassom™
Extracdo assistida por micro-ondas*
Extracdo assistida por ultrassom™

Congelamento e descongelamento™*

Banho ultrassonico na presenca de
pérolas de vidro*

Secar, congelar, moer*

Secar, congelar, moer*

Extracdo assistida por ultrassom™*

Congelamento e descongelamento™*

159.9

86,3
91,8
35,5
56,7
157
194,7

46,7

82,5

46,8
90,0

0,46

0,85

1,32
0,62
0,65
1,27

0,60
0,46

0,27

(MARTINEZ et al., 2016)

(SONT,
2008)
(SINGH; KUDDUS; THOMAS, 2010)
(PRABUTHAS et al., 2011)

(AFTARI et al., 2015)

(AFTARI et al., 2015)

(HADIYANTO, 2016)

(SARADA; PILLAI; RAVISHANKAR,
1999)

(MORAES et al., 2011b)

TRIVEDI; MADAMWAR,

(MORAES; BURKERT; KALIL, 2010)
(SILVEIRA et al., 2007)

(ORES; AMARANTE; KALIL, 2016)
(ABALDE et al., 1998)

* Biomassa seca; **Biomassa umida; - ndo informado.
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A extragdo assistida por ultrassom e por micro-ondas de C-ficocianina da
biomassa seca de Spirulina platensis foi estudada por Aftari et al. (2015). Parametros como
pH (5 — 8) e tempo de extragdao (15 — 50 min para o micro-ondas e 1 — 9 para o ultrassom)
afetaram a concentracdo de C-FC e a pureza em ambas técnicas. Os melhores parametros na
extracdo assistida por micro-ondas foram pH 7,0 e tempo de extragdo de 25 min; nestas
condicdes a C-FC extraida apresentou pureza de 1,27 e concentracio de 56,7 mg-g!'. Com
relac@o a extracdo assistida por ultrassom, as melhores condi¢des de extragao foram pH 6,0 e
tempo de extracdo de 7 min, obtendo-se C-FC com pureza de 0,65 e concentragdo de
35,5mg-g.

Ores, Amarante e Kalil (2016) testaram diferentes métodos de ruptura celular e
extracdo (extracdo assistida por ultrassom; banho ultrassdnico na presenga de pérolas de
vidro; agitacdo com pérolas de vidro; homogeneizacdo em grau e pistilo; congelamento e
descongelamento (2 e 4 ciclos); secagem e moagem; secagem, congelamento e moagem) para
obtencdo de C-FC, AFC e AC a partir da biomassa de Spirulina sp. LEB 18. Dentre os
métodos testados, a extracdo assistida por ultrassom foi a mais eficiente apresentando os
maiores rendimentos de extracdo simultinea dos bioprodutos, sendo estes de 90,0 mg-g! de
C-FC, 70,0 mg- g'1 de AFC e 25,5 U g'1 de AC. Além disso, o congelamento e
descongelamento (4 ciclos) também foi eficiente para a extracio de C-FC (101,0 mg-g™h).
Cabe ressaltar que neste trabalho a influéncia do tempo durante a extracdo assistida por
ultrassom ndo foi avaliada, e a AC foi determinada pela reacao enzimatica de esterase.

No que diz respeito as células de Spirulina, até o presente momento, ndo se tem
conhecimento de algum processo que extraia C-ficocianina a partir da biomassa umida
utilizando somente solventes.

Muitos estudos que reportam a anidrase carbdnica a partir de microalgas visam
apenas o isolamento da enzima para sua caracteriza¢do, nao importando o rendimento do
processo de extracdo. Algumas das metodologias utilizadas para a extracdo da enzima nesses
estudos sdo: agitacdo em vortex com pérolas de vidro (LI et al., 2012), prensa francesa
(HILTONEN et al., 1995; KUPRIYANOVA et al., 2011), maceragdo em gral com nitrogénio
liquido (RIGOBELLO-MASINI; AIDAR; MASINI, 2003) e congelamento e
descongelamento (GHOSHAL; DAVID HUSIC; GOYAL, 2002).
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3.7 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo de biomassa microalgal para obtencdo de compostos de alto valor
agregado vem crescendo de maneira significativa nos ultimos anos. Assim, estudos sao
necessdrios a respeito da producdo e recuperacdo dos mesmos. Na literatura ainda hé lacunas
que dizem respeito: (i) determinacdo do tempo 6timo de extracao assistida por ultrassom para
obter simultaneamente ficobiliproteinas e anidrase carbonica a partir da biomassa de S.
platensis LEB-52; (ii) concentragao de biomassa de S. platensis LEB-52 necessaria e o tempo
de extragdo 6timo para determinar a atividade de AC expressa em termos de hidratase; (iii)
capacidade da AC de S. platensis LEB-52 em catalisar a hidratacdo do diéxido de carbono;
(iv) correlagdo entre a atividade de AC expressa em termos de hidratase e esterase ao longo
do cultivo de S. platensis LEB-52; (v) producdao simultanea de ficobiliproteinas e AC ao
longo do cultivo de S. platensis LEB-52 utilizando o meio Zarrouk 100%; (vi) métodos
inovadores de extracdo de C-ficocianina com grau de pureza alimentar a partir da biomassa
umida de S. platensis LEB-52. Para responder essas lacunas, este estudo foi divido em quatro
artigos, apresentados no Capitulo III.

Este estudo, além de apresentar um processo inovador de extragdo de
C-ficocianina com grau de pureza alimentar, contribui no avanco do conhecimento para
estabelecer um processo de obtengdo de bioprodutos de interesse comercial — C-ficocianina,

aloficocianina e anidrase carbdnica, a partir da biomassa microalgal.
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EXTRACAO SIMULTANEA DE FICOBILIPROTEINAS E ANIDRASE
CARBONICA DE Spirulina platensis LEB-52, E CAPTURA ENZIMATICA DE CO2

RESUMO

Neste trabalho avaliou-se a extracdo simultinea de C-ficocianina, aloficocianina e a enzima
anidrase carbOnica a partir da biomassa umida de Spirulina platensis LEB-52. Estes
bioprodutos sdo intracelulares, portanto, para a sua obtencdo é necessario uma etapa de
ruptura celular. Vérios fatores influenciam a extracdo de bioprodutos, como por exemplo, o
tempo de extragcao e a concentragdo de biomassa. Neste sentido, a influéncia do tempo durante
a extragdo assistida por ultrassom foi avaliada em duas concentracdes de biomassa (0,2 e
23 g-L'!). Com concentracio de biomassa de 0,2 g-L'!, o tempo de ultrassom de 12 min foi
suficiente para obter simultaneamente as ficobiliproteinas (C-ficocianina e aloficocianina) e a
enzima anidrase carbOnica expressa em termos de esterase. A atividade enzimética de
anidrase carbOnica expressa em termos de hidratase nas cianobactérias € muito baixa,
portanto, para determinar a atividade de anidrase carbonica expressa em termos de hidratase a
concentracdo celular foi 23 g-L!' e tempo de ultrassom 8 min. A extracdo assistida por
ultrassom ndo € seletiva para as ficobiliproteinas, extraindo uma gama de compostos
contaminantes, no entanto ¢ um método eficiente para a ripida determinacdo de
ficobiliproteinas na biomassa. Por fim, o extrato enzimatico bruto de anidrase carbonica
mostrou potencial para acelerar a reacdo de hidratagdo na captura enzimatica do didxido de
carbono e posterior precipitacdo na forma de carbonato de cédlcio (CaCOz3). O aumento do
CaCOs3 no ensaio enzimético em 8 min de reacdo foi de 11,03 mg de sal, e em 120 min foi de
16,99 mg.

Palavras-chave: C-ficocianina. Aloficocianina. Microalga. Ultrassom. Carbonato de calcio.

Hidratase.
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1 INTRODUCAO

Recentemente, muito interesse tem sido focado no potencial biotecnolégico das
microalgas, principalmente devido a identificagdo de diversas substincias sintetizadas por
estes organismos, como 4cidos graxos poli-insaturados (SANTOS-SANCHEZ et al., 2016),
carotenoides (MACHADO JR et al., 2014), enzimas (ORES; AMARANTE; KALIL, 2016),
ficobiliproteinas (MORAES; BURKERT; KALIL, 2010; ORES; AMARANTE; KALIL,
2016), polissacarideos (TRABELSI et al., 2016) e diversos compostos bioativos. Dentre os
bioprodutos que podem ser obtidos a partir das microalgas, destacam-se as ficobiliproteinas,
C-ficocianina (C-FC) e aloficocianina (AFC), e a enzima anidrase carbonica (AC).

As ficobiliproteinas sdo pigmentos fotossintéticos acessérios que podem ser
utilizadas como corantes naturais nas industrias de alimentos e cosméticos em substituicao
aos corantes sintéticos (ARAD; YARON, 1992; KUDDUS et al.,, 2013). Estudos tém
demonstrado que a C-FC apresenta propriedade antioxidante (THANGAM et al., 2013),
anti-inflamatéria (ROMAY et al., 1998), hepatoprotetora (NAGARAJ et al., 2012) e
neuroprotetora (PENTON-ROL et al., 2011). Além dessas propriedades, alguns estudos
mostram que a C-FC apresenta efeito anticancerigeno, sendo que essa capacidade ja foi
demostrada em uma variedade de células, tais como cancer de pulmao (LI et al., 2015), cancer
de mama (RAVI et al., 2015), cancer de pancreas (LIAO et al., 2016), entre outros. A AFC
apresenta propriedade antioxidante (GE et al., 2006) e antienterovirus (SHIH et al., 2003).

A AC (EC 4.2.1.1) € uma metaloenzima que catalisa a interconversao do diéxido
de carbono (CO2) em fons bicarbonato (HCO3) e prétons (HY) (BADGER; PRICE, 1994,
KHALIFAH, 1971), desempenhando um papel importante em diversos processos, como a
homeostase do pH, trocas respiratdrias, fotossintese e transporte de fons (BAYRAM et al.,
2008; HENRY, 1996). E amplamente distribuida nos tecidos de plantas e animais, micro-
organismos incuindo as cianobactérias (HEWETT-EMMETT; TASHIAN, 1996;
MORONEY; BARTLETT; SAMUELSSON, 2001).

A AC tem potencial aplicacdo na captura enzimatica de CO,, podendo contribuir
para reducdo da quantidade deste gas emitido na atmosfera. De acordo com o Painel
Intergovernamental sobre Mudancas Climéticas, o CO: antropogénico é considerado o maior
contribuinte para o aumento do efeito estufa, sendo o restante atribuido ao aumento das
concentracoes de metano, 6xido nitroso e gases fluorados (IPCC, 2014). Entretanto, a
obtencdo de AC a partir de microalgas ainda é pouco explorada, principalmente para este uso

(LIetal., 2012; ORES, 2014; ORES et al., 2013).
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As ficobiliproteinas e AC podem ser obtidas simultaneamente a partir de
cianobactérias como a Spirulina. Para o acompanhamento da producio destes bioprodutos
durante o cultivo da microalga, é necessario utilizar uma técnica de ruptura celular eficiente,
rapida, que utilize pequenos volumes de amostra, além de baixas concentracdes de biomassa.
Durante a ruptura celular, a parede celular deve ser rompida, permitindo que o conteido
intracelular sejam liberados para o meio, mantendo as suas atividades bioldgicas (SMITH;
CHARTER, 2011). Varios fatores influenciam a ruptura celular e a extragao de biocompostos
de cianobactérias, como por exemplo, o tempo de extracdo, solvente, concentracao de
biomassa, entre outros (MORAES; BURKERT; KALIL, 2010; SILVEIRA et al., 2007).
Dentre as diferentes técnicas existentes para ruptura celular, a extracdo assistida por
ultrassom, a qual € baseada no fendmeno de cavitagdo, tem sido amplamente utilizada para a
obten¢do de varios compostos intracelulares a partir de microalgas, tais como carotenoides
(DEY; RATHOD, 2013; GERDE et al., 2012), clorofila (GERDE et al., 2012; PARNIAKOV
et al., 2015), compostos fenolicos (PARNIAKOV et al., 2015), lipidios (DAI; CHEN; CHEN,
2014; QV; ZHOU; JIANG, 2014; SANTOS et al., 2015), proteinas (LIU et al., 2013),
C-ficocianina (AFTARI et al., 2015; ORES; AMARANTE; KALIL, 2016), aloficocianina e
anidrase carbonica (ORES; AMARANTE; KALIL, 2016).

Ores, Amarante e Kalil (2016) realizaram o acompanhamento dos bioprodutos —
C-FC, AFC e AC (expressa em termos de esterese) ao longo do cultivo das cianobactérias
Spirulina sp. e Synechococcus nidulans, os bioprodutos foram extraidos com concentracdo de
biomassa de 0,2 g'L‘l. Somando-se a isso, estes autores testaram diferentes métodos de
ruptura celular para obtencdo simultinea de AC expressa em termos de esterase, C-FC, AFC
de Spirulina sp. LEB 18. Dentre os métodos testados, a extracio assistida por ultrassom com
frequéncia de 20 kHz por 10 min (concentracdo de biomassa de 5 g-L!) proporcionou
maiores rendimentos de extracdo dos bioprodutos, sendo estes de 25,5 U-g! para a AC
(expressa em termos de esterase), 90,0 mg-g! e 70,0 mg-g! para a C-FC e AFC,
respectivamente. No entanto, a influéncia do tempo de processo de extracdo nao foi avaliada.

Considerando a caréncia de estudos em extracdo simultinea de compostos de
interesse comercial provenientes de micro-organismos e das demandas comerciais por
biocorantes e enzimas, este trabalho teve por objetivo definir as condi¢des de extragdo
assistida por ultrassom de C-ficocianina, aloficocianina e anidrase carbdnica de Spirulina
platensis LEB-52, além de aplicar a anidrase carbdnica na captura enzimatica do diéxido de
carbono e posterior precipitacdo em carbonato de célcio e verificar a morfologia do carbonato

de célcio precipitado.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICRO-ORGANISMO, MEIO DE CULTIVO E CULTIVO

A cianobactéria Spirulina platensis LEB-52, gentilmente cedida pelo Laboratério
de Engenharia Bioquimica da Escola de Quimica e Alimentos da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG), foi utilizada para obtencdo simultinea dos bioprodutos C-ficocianina,
aloficocianina e anidrase carbonica. Para o preparo do inéculo, cultivo e manutengdo da
microalga foi utilizado o meio Zarrouk composto por (g-L™!): NaHCO3 (16,8); K2HPO4 (0,5);
NaNOs (2,5); K2SOs4 (1,0); NaCl (1,0); MgSO4.7H20 (0,2); CaClz (0,04); FeSO4.7H20 (0,01);
EDTA (0,08); 1 mL da solu¢do A5 e 1 mL da solucdo B6. A solu¢do A5 foi composta por
(g-L'Y): H3BOs (2,86); MnCl.4H,0 (1,81); ZnSO4.7H,0 (0,222); CuSO4.5H,0 (0,079) e
NaMo04.2H,0 (0,018). A solucio B6 foi composta por (g-L!): NHsVO; (0,0230);
KCr(SO4)2.12H20 (0,1920); NiSO4.6H20 (0,0448); Na;W04.2H20 (0,0179); TiO2 (0,040) e
Co(NO:s3)2.6H20 (0,0440) (REINEHR; COSTA, 2006; ZARROUK, 1966). O meio Zarrouk foi
diluido 20% (v/v) com agua destilada.

O cultivo foi realizado conforme condicdes propostas por Ores (2014). A
cianobactéria foi cultivada em Erlenmeyer de 2 L (volume util de 1,8 L) a 25 °C, sendo
adicionado 20% (v/v) de inéculo. A aeracdo foi realizada com auxilio de filtro de 1a de vidro
estéril com injecao constante de ar de 0,5 vvm. A iluminancia foi promovida por lampadas
fluorescente (40,5 uE'm?2-s™') com fotoperiodo fixado em 12 h claro e 12 h escuro. Apods
30 d (ORES, 2014), a biomassa foi recuperada por centrifugacio (4757 Xg, 30 min, 4 °C) e

destinada para extra¢ao simultanea dos bioprodutos.

22INFLUENCIA DO TEMPO NA RUPTURA CELULAR E EXTRACAO DOS
BIOPRODUTOS

O rompimento celular e a extracdo foram realizados através do tratamento
ultrassdnico conforme proposto por Ores, Amarante e Kalil (2016). A biomassa imida foi
ressuspendida em tampdo tris-HCl (20 mmol-L'! e pH 8,3) com concentracio final de
0,2 g-L'e 23 g-L'!. A suspensdo celular (45 mL) foi submetida ao tratamento ultrassénico
utilizando o homogeneizador Sonic Ruptor 250 (Omni International Inc., Estados Unidos da
América) com frequéncia de 20 kHz (poténcia de 60 W). Durante o tratamento ultrassonico, a

amostra foi mantida a 4 °C e aliquotas foram retiradas ao longo do tempo (4, 6, 8, 10, 12 e
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14 min). Apdés o rompimento celular, as suspensdes foram centrifugadas (4757 xg, 20 min,
4 °C) e o sobrenadante utilizado para determinagcdo da concentracdo de C-ficocianina e
aloficocianina, atividade enzimatica (em termos de esterase e/ou hidratase) e proteina solivel
total. Os resultados foram expressos em termos de rendimento de extragao de C-FC e AFC
(mg-g! de biomassa), e de AC (U-g’! de biomassa). Os experimentos foram realizados em
triplicata.

As células intactas e rompidas por ultrassom foram observadas no microscépio
eletronico de varredura (Jeol, JSM-6610LV, Japan) e no microscépio ocular. Além disso, no
extrato contendo os bioprodutos, foi obtido um espectro de absorcdo (280 — 800 nm)

utilizando o espectrofotometro UV-visivel (Shimadzu UV-1800, Japao).

2.3 CAPTURA E SEQUESTRO DO CO»

Para verificar a potencialidade do uso da anidrase carbOnica obtida foram
realizados ensaios de captura enziméatica do CO», em que a AC foi utilizada como catalisador
para a hidratacdo do CO; e o mesmo foi precipitado na forma de carbonato de célcio (CaCO3).
Os ensaios de captura enzimatica e sequestro do CO> foram realizados conforme propostos
por Ores et al. (2012) e Ores (2014).

A biomassa foi ressuspendida em tampdo tris-HC1 (20 mmol-L! e pH 8,3) com
concentracio de 5 g-L'! (ORES, 2014). A suspensdo foi submetida ao tratamento ultrassénico
utilizando o homogeneizador Sonic Ruptor 250 (Omni International Inc., Estados Unidos da
América) com frequéncia de 20 kHz (poténcia de 60 W) por 8 min. Durante o tratamento
ultrassonico, a amostra foi mantida a 4 °C. O extrato enzimatico de AC foi centrifugado por 2
vezes (21.000 xg, 30 min, 4 °C) e filtrado em membrana de acetato de celulose com
porosidade de 0,45 um (Sartorius Stedim Biotech, Alemanha).

Em recipientes fechados contendo 1,25 mL de extrato enzimatico adicionou-se
1,25 mL de tris hidroximetil aminometano (1,38 mol-L'") contendo 4,5% (m/v) de cloreto de
célcio anidro (CaCly). A reacdo foi iniciada com adicdo de 10 mL de solugcdao de agua
deionizada com CO». A solucdo de dgua deionizada contendo CO, foi obtida através do
borbulhamento do COx) em 200 mL de dgua deionizada a 4 °C por 40 min. A reacdo foi
mantida a 4 °C. Em dois intervalos de tempo (8 e 120 min) (ORES et al., 2012), a mistura
reacional foi filtrada em membrana de acetato de celulose com porosidade de 0,45 pum
(Sartorius Stedim Biotech, Alemanha) e seca (35 °C por 96 h) para determinar a massa de

CaCOs precipitado (ensaio enzimético). Ensaios ndo enzimaticos, onde o extrato enzimatico
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foi substituido por agua deionizada, foram realizados. Os ensaios foram realizados em
triplicata. A morfologia do cristal do CaCOs precipitado foi observada em microscopio

eletronico de varredura (Jeol, JSM-6610LV, Japan).

2.4 METODOS ANALITICOS

2.4.1 Concentracao e rendimento de ficobiliproteinas

As concentragdes (mg-mL™!) de C-ficocianina (C-FC, Equacdo 1) e aloficocianina
(AFC, Equacdo 2) foram calculadas como descrito por Bennett e Bogorad (1973) com
modificagdes no comprimento de onda. As leituras das absorvancias a 620 e 652 nm
representam as absorcdes maximas de C-ficocianina e aloficocianina, respectivamente, e
foram realizadas em espectrofotometro UV-visivel (Shimadzu UV-1800, Japao). Os
rendimentos de extracdo (mg-g 'biomassa) de C-FC (Equacdo 3) e AFC (Equagdo 4) foram
calculados conforme proposto por Silveira et al. (2007), onde CB é a concentragdo de
biomassa (mg-mL™).

C-FC =
5,34 (1
5,09
Rendimento de C-FC = ﬂDIOOO 3)
CB
Rendimento de AFC = % 1000 4)

2.4.2 Atividade enzimatica de anidrase carbonica

A atividade enzimatica de anidrase carbdnica foi monitorada através das reagdes:
atividade de hidratase e ou atividade de esterase. A reacdo de hidratase (hidratacdo do CO»)
foi realizada segundo metodologia eletrométrica descrita por Wilbur e Anderson (1948) com
modificacdes, a mistura reacional consistiu em 6 mL de tamp3o tris-HC1 (20 mmol-L! e pH
8,3), 0,4 mL de extrato enzimatico e 4 mL de agua deionizada contendo CO;. A reacdo

enzimatica foi mantida a 4 °C. A solu¢do de dgua deionizada contendo CO- foi obtida através
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do borbulhamento do CO2() em 200 mL de dgua deionizada a 4 °C por 40 min. Uma unidade

de atividade enzimatica Wilbur-Anderson (U) € definida como [ti

_1j, onde fp e t sdo oS
t

tempos para que ocorra a mudancga do pH de 8,0 para 7,0 na auséncia (f) e na presenca da
enzima (), nas condi¢des do ensaio.

A atividade de esterase foi realizada segundo metodologia proposta por Pocker e
Stone (1967). A mistura reacional consistiu em 1,8 mL de tampdo tris-SO4 (50 mmol-L! e pH
7.4), 0,2 mL de extrato enzimtico e 1 mL de solu¢cdo 3 mmol-L! de p-nitrofenil acetato
(p-NPA). Apds a adi¢do do substrato, foi registrado o aumento da absorvancia a 400 nm
(€pnitrofenol = 11,43 mL-cm™-umol™') a cada 30 s por 4 min A temperatura ambiente em
espectrofotometro UV-visivel (Shimadzu UV-1800, Japan). Uma medida de referéncia foi
obtida, conforme descrito anteriormente, com excecao da adicdo da solugdo enzimatica onde
esta foi substituida por dgua. Uma unidade de atividade enzimética (U) é definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de p-nitrofenol por minuto, sob as
condi¢des do ensaio. A absortividade molar do p-nitrofenol (€p-nitrofenol) €m tampao tris-SOg4
(50 mmol-L! e pH 7,4) foi determinada através de regressdo linear que relaciona a

absorvancia a 400 nm e a concentragdo de p-nitrofenol (Apéndice 1).
2.4.3 Concentracao de biomassa e proteinas

A concentracdo de biomassa foi determinada por leitura da densidade Optica a
670 nm (COSTA et al., 2002) e conversdo para biomassa seca através de curva padrio
previamente preparada (Apéndice 2). Para construcdo da curva padrdo, as células foram
coletadas por centrifugacdao (4757 Xg, 30 min, 4 °C), lavadas com &4gua destilada e
ressuspendidas com 4gua destilada para leitura da absorvancia. Para determinacdo da
biomassa seca as células lavadas com &4gua destilada foram secas a 105 °C até massa
constante. A concentracdo de proteina soldvel total foi analisada conforme proposto por

Lowry et al. (1951) utilizando BSA (albumina de soro bovino) como padrao (Apéndice 3).
2.5 ANALISE ESTATISTICA

Nos experimentos foi realizada anélise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste
de Tukey ou teste T, a fim de verificar diferencas significativas entre as condi¢des estudadas,

considerando um nivel de confianca de 95%.



65

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de extracdo compreende basicamente duas etapas: a ruptura celular e a
extracdo com o solvente aquoso ou organico. Estas duas etapas podem ocorrer
concomitantemente ou ndo. No caso da extracdo assistida por ultrassom, essas duas etapas
ocorrem concomitantemente. Assim, neste artigo o termo extracdo compreende ambas as
etapas.

Um problema de utilizar o homogeneizador ultrassonico para bioprodutos
termossensiveis, como por exemplo as ficobiliproteinas (GANTT, 1981; SARADA; PILLAI
RAVISHANKAR, 1999) e a AC, € o aumento de temperatura. Para evitar a desnaturagdo da
AC, ou perdas significativas de C-FC e AFC, o extrato durante todo processo de extracao foi

mantido a 4 °C.

3.1 INFLUENCIA DO TEMPO DE EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM NA
RECUPERACAO DOS BIOPRODUTOS

A extracdo dos bioprodutos foi realizada com concentracdo de biomassa de
0,2 g-L'!. Esta concentragio de biomassa foi utilizada com base no trabalho de Ores,
Amarante e Kalil (2016), que realizaram o acompanhamento dos bioprodutos anidrase
carbonica, aloficocianina e C-ficocianina de Spirulina sp. LEB 18 e Synechococcus nidulans
utilizando concentracio de biomassa fixa de 0,2 g-L"'. A Figura 1 apresenta o rendimento de
extracdo assistida por ultrassom de C-ficocianina, aloficocianina e anidrase carbOnica
expressa em termos de esterase em diferentes tempos de extracdo (4, 6, 8, 10, 12 e 14 min)
com concentraciio de 0,2 g-L! de S. platensis LEB-52.

O rendimento de extracdo da enzima AC expressa em termos de esterase, o qual
variou de 13,7 a 15,7 U-g! (Figura 1), ndo foi influenciado significativamente com o aumento
do tempo de extracdo. Entretanto, os rendimentos de extracdo das ficobiliproteinas foram
afetados positivamente pelo tempo. Os rendimentos de C-FC e AFC variaram de
86,4 — 1328 mg-g! e 44,4 — 83,6 mg-g!, respectivamente. O aumento do tempo de extracio
proporcionou maiores concentragdes de ficobiliproteinas (mg) por g de célula, sendo os
maiores rendimentos de extracdo obtidos a partir de 12 min. Comportamento semelhante foi
observado na extracdo assistida por ultrassom de [B-caroteno de S. platensis, em que o
rendimento de extragdo aumentou com o aumento do tempo de extracdo (DEY; RATHOD,

2013; HADIYANTO; MARSYA; FATKHIYATUL, 2015).
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Figura 1 — Rendimento de extracdo de anidrase carbonica (AC) expressa em termos de
esterase (U-g!) e de ficobiliproteinas (mg-g!) em diferentes tempos de extracio com
concentracdo de biomassa de 0,2 g-L'!. Letras iguais indicam que nio ha diferenca
significativa entre as médias para cada biocomposto (Teste Tukey, p > 0,05).
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Nos tempos de extracdo de 4 a 12 min ocorreu aumento mais pronunciado no
rendimento de extracdo das ficobiliproteinas quando comparado aos tempos finais (12 a
14 min). No inicio da extra¢do assistida por ultrassom, o gradiente de concentracdo das
ficobiliproteinas entre o solvente de extrac@o e a célula é elevado. No entanto, com o aumento
do tempo de extracdo, o gradiente de concentracdo diminui e a extragdo dos bioprodutos
torna-se cada vez mais dificil.

Diferentes métodos de ruptura celular de S. platensis LEB-52 para obtencao de
C-ficocianina s@o reportados, destacando-se o banho ultrassonico na presenca de pérolas de
vidro (MORAES et al.,, 2011b) e o tratamento de secagem, moagem e congelamento da
biomassa (MORAES; BURKERT; KALIL, 2010; SILVEIRA et al., 2007). Estes métodos
apresentam rendimentos de extracio de C-FC na faixa de 43,7 — 82,5 mg-g™\.

C-ficocianina tem sido extraida de Spirulina utilizando o homogeneizador
ultrassonico (AFTARI et al., 2015; FURUKI et al., 2003; JAOUEN et al., 1999; ORES;
AMARANTE; KALIL, 2016; PRABUTHAS et al., 2011). Prabuthas et al. (2011) estudaram
alguns pardmetros de extracdo de C-FC, como tempo de extracdo, amplitude e volume,
utilizando o homogeneizador ultrassénico (50 W e 30 kHz). A melhor condi¢do (concentragao
de C-FC de 0,2 mg-mL!, pureza de 0,62 e rendimento de extragio de 90 mg-g™!) foi obtida
quando utilizou volume de 45,3 mL (concentracio de biomassa de 2,2 g-L!), tempo de
9,3 min e amplitude de 79,7%. No presente trabalho, a concentracdo de C-FC (tempo de

extracdo de 12 min) foi 0,028 mg-mL™'. A concentracio de C-FC obtida no presente trabalho
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¢ inferior a obtida por Prabuthas et al. (2011), no entanto o rendimento de extracdo é 1,47
Vezes Superior.

Aftari et al. (2015) avaliaram o efeito do tempo (1 — 9 min) e do pH (5 — 9) na
extracdo assistida por ultrassom (20 kHz e 100 W) de C-ficocianina de S. platensis seguido de
congelamento e descongelamento. Ambos fatores influenciaram na extracio, e os melhores
resultados foram obtidos com tempo de extracdo de 7 min e pH de 6,0, sendo a concentragdo
de C-ficocianina de 2,84 mg'mL‘1 e pureza de 0,65.

Com relacdo a extragdo de AC encontra-se o trabalho de Ores (2014), o qual
estudou a influéncia do tempo (I — 10 min) na extracido assistida por ultrassom de AC
expressa em termos de esterase de Dunaniella tertiolecta com concentracdo de biomassa de
0,1 g'L‘l, a partir de 3 min foram obtidos os maiores rendimentos de extracao (ORES, 2014).

Na extracdo da enzima B-galactosidase utilizando o homogeneizador ultrassonico
por Lemes, Alvares e Kalil (2012) foi observado que a atividade enzimatica (UmL") e a
concentracdo de proteinas extraidas aumentaram com o aumento do tempo de processo para
uma dada concentracio de células (40 g-L™).

A Figura 2 apresenta o rendimento de extracdo de proteinas soldveis assistida por
ultrassom com concentracio de biomassa de 0,2 g-L'!. Conforme esperado, a extracio de
protefnas aumenta com o incremento no tempo de extracdo, de 0,55 g-g' em 4 min para
0,72 g-g’! em 14 min; uma vez que o rendimento de extragdo das ficobiliproteinas aumenta ao
longo do tempo de extracdo. Além disso, com o incremento no tempo de extracdo, outras
proteinas sdo extraidas. Os maiores rendimentos de extragdo de proteinas ocorreram nos
tempos de 12 e 14 min, sendo estes 0,69 e 0,72 g-g’'. O teor de proteinas extraido é um fator
muito importante quando se pensa em processos de purificacdo destes bioprodutos, quanto
maior o nimero de contaminantes extraidos, maior serd o custo de purificacdo, uma vez que
provavelmente serd necessario um nimero maior de etapas.

Comparando o ultrassom com outros métodos de ruptura celular e extracdo este se
apresenta como um método alternativo com reducdo significativa no tempo (quando
comparado em secar, congelar e moer a biomassa (MORAES; BURKERT; KALIL, 2010) ou
ao banho ultrassonico na presenca de perolas de vidro por 40 min (MORAES et al., 2011b)),
com baixo custo de capital (comparado a extracdo assistida por campos elétricos pulsados e
descargas elétricas de alta tensdo), além disso pode ser implementado nas industrias de
alimentos e farmacéuticas (BARBA; GRIMI; VOROBIEV, 2015). Desta forma, os

biocompostos AC expressa em termos de esterase, C-FC e AFC, podem ser obtidos utilizando
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o tratamento ultrassonico por 12 min obtendo-se rendimentos de 14,7 U-g!, 132,8 mg-g' e

79,5 mg-g’!, respectivamente, com concentracdo de biomassa de 0,2 g-L".

Figura 2 — Rendimento de extracdo de proteina solivel (g-g') em diferentes tempos de
extracio com concentracio de biomassa de 0,2 g-L!. Letras iguais indicam que ndo ha
diferenca significativa entre as médias (Teste Tukey, p > 0,05).
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A atividade da AC expressa em termos de hidratase nas cianobactérias é muito
baixa e nem sempre é detectavel pela reacdo de hidratase (KUPRIYANOVA et al., 2003). A
atividade da AC expressa em termos de hidratase, como esperado, ndo foi detectada na
biomassa extraida com concentracdo de 0,2 g-L!. Soltes-Rak, Mulligan e Coleman (1997),
Kupriyanova et al. (2003) e Ores (2014) também encontraram dificuldades ao determinar a
atividade enziméatica da AC (em termos de hidratase) em microalgas. Por esta razdo, no
presente trabalho, a concentraciio de biomassa foi aumentada para 23 g-L!, sendo possivel
detectar a presenca da enzima. Esta concentracdo de biomassa foi estabelecida com testes
prévios (dados niao mostrados). Neste sentido, sempre que a anidrase carbOnica for
monitorada pela reagdo de hidratase, a concentracdo de biomassa do extrato enzimético deve
ser elevada, em torno de 23 g'L‘l.

E importante ressaltar que em extratos nio puros, a atividade de esterase nio diz
unicamente a respeito da enzima anidrase carbOnica, uma vez que a Spirulina platensis
produz outras esterases sem atividade de hidratase; enquanto que a atividade de hidratase
reflete somente a enzima anidrase carbonica. Dessa forma, se faz necessario verificar qual € o
tempo de ultrassom necessario para obter ambas atividades — hidratase e esterase — com

concentracio de biomassa de 23 g-L!. A Figura 3 apresenta a extraco assistida por ultrassom
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de anidrase carbOnica expressa em termos de hidratase e esterase ao longo do tempo (4, 6, 8,
10, 12 e 14 min) com concentracdo de biomassa de 23 g-L™.

O rendimento de extracdo da AC expressa em termos de esterase e hidratase foi
influenciado pelo tempo (Figura 3) com concentracdo de biomassa de 23 g-L"!. A partir de
8 min ndo houve incremento no rendimento de extracdo de AC expressa em termos de
esterase, sendo o rendimento em 8 min (8,9 U-g!) estatisticamente igual aos tempos de 10 a
14 min (9,5 a 10,0 U-g!). Diferentemente da extracio realizada com concentracio de
biomassa de 0,2 g-L"! (Figura 1), o tempo influenciou positivamente o rendimento de extracio
de AC expressa em termos de esterase. Isto provavelmente ocorreu devido a elevada

concentracdo de biomassa, assim € requerido um tempo adicional para romper um maior

numero de células e atingir o maximo rendimento de extracdo de AC.

Figura 3 — Rendimento de extracdo de anidrase carbonica (AC) expressa em termos de
esterase e hidratase (U-g!) em diferentes tempos de extragio com concentracio de biomassa
de 23 g-L'!. Letras iguais indicam que no h4 diferenca significativa entre as médias para cada
biocomposto (Teste Tukey, p > 0,05).
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O aumento da concentracio de biomassa (de 0,2 para 23 g-L'!) afetou a eficiéncia
de ruptura celular e extragdao da AC expressa em termos de esterase (Figuras 1 e 3) e como
resultado o rendimento do processo diminuiu. Por exemplo, no tempo de extracdo de 8 min o
rendimento de extracdo diminuiu cerca de 35% ao aumentar a concentracdo de biomassa de
0,2 para 23 g'L!'. Comportamento similar a este foi observado quando a enzima

B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CTT7082 foi extraida utilizando banho
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ultrassonico, em que o rendimento de extragdo da enzima diminuiu ao aumentar a
concentracdo de biomassa de 20 para 50 g-'L'! (MEDEIROS, 2008).

A atividade enzimética da AC expressa em termos de hidratase, especialmente nos
tempos iniciais (4 e 6 min) (Figura 3), apresentou elevados desvios padrdes, provavelmente
relacionados com a extracdo heterogénea (MEDEIROS, 2008). Assim, estes dois tempos
foram excluidos da anélise estatistica. Nos tempos de extra¢do de 8 e 10 min, o rendimento da
AC expressa em termos de hidratase (U-g™') ndo é estatisticamente diferente, sendo estes de
140,9 e 124,1 U-g!, respectivamente, diminuindo apés os 10 min. Essa queda pode ser
atribuida a instabilidade da enzima quando submetida a tempos maiores de tratamento
ultrassonico, dessa foram, ndo € possivel predizer correlacdes entre as atividades de hidratase
e esterase a partir dos resultados apresentados na Figura 3. Assim, o tempo de processo de
8 min ¢é ideal para a extracio da AC com concentracio de biomassa de 23 g-L'!, e assim é
possivel determinar a sua atividade por ambas as reacoes, esterase e hidratase.

O tnico relato, até o presente momento, encontrado na literatura em relacdo a
determinagdo da AC expressa em termos de hidratase proveniente de S. platensis € o trabalho
de Komarova et al. (1976). A enzima foi extraida utilizando o ultrassom com tempo de 6 min,
no entanto os valores de atividade ndo podem ser comparados, pois no estudo de Komarova et
al. (1976) os valores de atividade sdo apresentados em unidades diferentes.

A Figura 4 apresenta o rendimento de proteinas extraidas com concentragdo de
23 g-L'!. A concentracdo de proteinas aumenta (0,065 a 0,094 g-g’') com o aumento do tempo
de extragdo (4 a 14 min). Os maiores rendimentos de extracdo foram obtidos a partir de
12 min sendo este de 0,089 g-g'. No entanto, o rendimento de extracio de proteinas foi
diferente nas duas concentracOes de biomassa, os maiores rendimentos de extracdo de
proteinas (0,69 e 0,72 g'g‘l) foram obtidos na menor concentracio de biomassa (0,2 g-L‘l,
Figura 2), isso provavelmente ocorreu pois a eficiéncia do rompimento celular fica
comprometida quando a concentracio celular é elevada (23 g-L™!).

Na literatura sdo encontrados muitos estudos sobre a extracdo de C-ficocianina
(AFTARI et al., 2015; MARTINEZ et al., 2016; MORAES; BURKERT; KALIL, 2010;
MORAES et al., 2011B; ORES; AMARANTE; KALIL, 2016; PRABUTHAS et al., 2011;
SILVEIRA et al., 2007), enquanto que para extragdo de anidrase carbdnica e de aloficocianina

os estudos ainda sdo escassos sendo encontrado o estudo de Ores, Amarante e Kalil (2016).
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Figura 4 — Extracdo de proteinas (g-g 'biomassa) €m diferentes tempos de extracio com
concentracio de biomassa de 23 g-L!. Letras iguais indicam que ndo h4 diferenca
significativa entre as médias (Teste Tukey, p > 0,05 e n = 3).
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A extracdo assistida por ultrassom foi eficiente para a obtencdo simultinea dos
bioprodutos — C-FC, AFC e AC, a partir da microalga S. platensis. Com estes resultados é
possivel acompanhar a produgado destes bioprodutos ao longo do cultivo da microalga. Assim,
para o acompanhamento destes bioprodutos € possivel extrair as ficobiliproteinas e a AC
expressa em termos de esterase com baixas concentracdes de biomassa (0,2 g-L!) utilizando o
ultrassom por 12 min. Enquanto que, quando se deseja determinar a atividade de AC expressa
em termos de hidratase, deve-se utilizar o ultrassom por 8 min e a concentragdo de biomassa
deve ser de 23 g-L"!.

A Figura 5 apresenta a microscopia eletronica de varredura e a micrografia das
células intactas e rompidas apés a extrac@o assistida por ultrassom, e a Figura 6 apresenta o
espectro de absorcao do extrato de ficobiliproteinas e AC apds a extragdo assistida por
ultrassom.

E possivel verificar que a extracdo assistida por ultrassom foi eficiente para
desintegrar as cé€lulas (Figuras 5b e 5d), somando a isso a extragdo utilizando o ultrassom nao
€ seletiva para extrair C-ficocianina e aloficocianina (Figura 6), ocasionando a extracdo de
outros compostos. E importante ressaltar que o extrato contendo os bioprodutos apresentou
coloracdo verde. A presenca de coloracdo verde nos extratos microalgais também foi
observada por Gerde et al. (2012) e Safi et al. (2014), os quais extrairam lipidios e proteinas,
respectivamente, de diferentes microalgas utilizando o ultrassom. Estes autores atribuem este

fendmeno a clorofila — um pigmento hidrofébico, a qual € liberada durante a extragao celular
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e permanece mesmo depois do processo de centrifugacdo. Cabe ressaltar que o ultrassom
apresenta outras aplicacdes além da extragdo, como por exemplo, a homogeneizacio de
s6lidos em meio liquido e emulsificacio de fases imisciveis (LIN; CHEN, 2006). Neste
sentido, pode ter ocorrido a formagdo de estruturas micelares de clorofila no meio aquoso
(SAFTI et al., 2014), ou ainda alguns fragmentos celulares contendo clorofila podem ter sido
reduzidos em tamanho pelo ultrassom e estes ndo precipitaram no pellet apds a centrifugacio
(GERDE et al., 2012). A clorofila-a de Spirulina platensis apresenta absor¢do maxima no
comprimento de onda de 680 nm (KOEHNE; TRISSL, 1998). Assim, pode-se verificar a
presenca de um pico com absor¢do maxima no comprimento de onda de 679 nm (Figura 6) o

qual é muito proximo a absor¢ao mixima de clorofila-a.

Figura 5 — Microscopia eletronica de varredura (a) células intactas de Spirulina e (b) apds a
extragio assistida por ultrassom (concentracdo de 0,2 g-L'!); e micrografia das (c) células
intactas de Spirulina (aumento de 200 x) e (d) apds a extracdo assistida por ultrassom
(concentragdo de 0,2 g-L'!, aumento de 400 x).
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Figura 6 — Espectro de absor¢do do extrato contendo anidrase carbonica e ficobiliproteinas
ap6s o tratamento ultrassonico (concentracdo de biomassa de 0,2 g-L™).
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No espectro de absor¢do (Figura 6) podem ser observados varios picos de
absorcdo além da C-ficocianina (Amix = 620 nm) e da aloficocianina (Amax = 652 nm). Os
carotenoides, em sua grande maioria hidrofobicos, apresentam absor¢cao maxima na faixa de
410-510 nm. Conforme exposto anteriormente sobre a clorofila, o mesmo pode ter acontecido
com os carotenoides, j4 que o espectro de absor¢ao apresenta varios picos na faixa de 410-510
nm. Koehne e Trissl (1998) investigaram pigmentos que absorvem em comprimentos de
ondas superiores a 700 nm da biomassa de S. platensis B 257.8. Neste estudo os autores
realizaram o espectro de absor¢do do extrato da biomassa, e o perfil apresentado da biomassa
de S. platensis B 257.8 é muito semelhante ao obtido no presente trabalho.

A pureza do extrato de C-FC extraida com ultrassom variou em torno de 0,5 a 0,6.
Assim a extragdo assistida por ultrassom € um método eficiente para a rapida determinagio e
quantificacdo de ficobiliproteinas, no entanto a extra¢do conjunta de outros compostos € a

presenca de fragmentos celulares pode dificultar a posterior purificagdo destes biocompostos.

3.2 CAPTURA E SEQUESTRO DO DIOXIDO DE CARBONO

Para verificar a potencial aplicacdo da AC de Spirulina na captura enzimatica do
CO; foram realizados ensaios de captura (Tabela 1) e a forma morfologica do CaCOs
precipitado foi visualizado por microscopia eletronica de varredura (MEV, Figura 7). A fim
de minimizar a interferéncia dos fragmentos celulares presentes apds a extracao ultrassonica,

o extrato enzimaético foi centrifugado e filtrado.
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Tabela 1 — Precipitagdo de CaCOs3 s6lido por anidrase carbonica de S. platensis LEB-52.

CaCOs (mg)
Tempo (min) - - - - - -
Ensaio enzimatico Ensaio ndo enzimatico
8 20,70 £ 0,66 A 9,67+ 1,10"B
120 48,67 £ 1,90 &4 31,68 £ 1,70 &B

Letras iguais mindsculas indicam que ndo hé diferenca significativa entre as médias na mesma coluna e letras
Lg:a;.mailisculas indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias na mesma linha (Teste 7, p > 0,05 e

A AC acelera a formagdo de HCO3™ durante a hidratacdo de CO,, assim a presenga
da enzima reduz a energia de ativacao requerida, promovendo que a reacdo ocorra em um
estado de energia mais baixo. Espera-se que a taxa de precipitacao de CaCOs sdlido seja mais
rapida na presenca da enzima do que sem a adi¢dao de AC (hidratacdo natural do CO3). A
reacdo na presenca da anidrase carbonica (ensaio enzimatico) apresentou taxas de precipitagdo
do CaCOs estatisticamente superiores ao ensaio nao enzimatico (Tabela 1). O aumento do
CaCOs3 no ensaio enziméatico em 8 min de reagao foi 11,03 mg de sal, e em 120 min foi 16,99
mg.

Na literatura muitos sdo os estudos de AC bovina (livre, imobilizada ou
purificada) para a captura e sequestro do CO> e consequente precipitacdo na forma de
minerais (FAVRE; CHRIST; PIERRE, 2009; MIRJAFARI; ASGHARI; MAHINPEY, 2007;
ORES et al.,, 2012; POWER et al., 2013; SAHOO; JANG; LEE, 2012; VINOBA et al., 2012;
VINOBA et al., 2011b; YADAV et al., 2012), e algumas pesquisas tem dado enfoque a
captura e sequestro de CO» utilizando AC de micro-organismos (KIM et al., 2012; LI et al.,
2013a; LI et al., 2013b; LI et al, 2010; RAMANAN et al, 2009; SHARMA;
BHATTACHARYA, 2010) ou de microalgas (KANTH et al., 2012; LI et al., 2012).

A AC purificada de Citrobacter freundii precipitou cerca de 15 vezes mais o
carbonato quando comparada com o extrato bruto (RAMANAN et al., 2009). Li et al. (2012)
avaliaram o extrato enzimatico de AC intracelular e extracelular de Chlorella vulgaris na
precipitacdo de CaCOs e verificaram que a fracdo intracelular precipitou uma quantidade
maior de CaCOs (160 mg g 'proeina) quando comparada com a fracdo extracelular
(72 mg-g ' proweina). Ores (2014) verificou que a AC de S. platensis LEB-52 catalisou a
hidratacdo do CO> que precipitou mais rapidamente na forma de CaCO3 na presenca da
enzima (cerca de 5 mg nos tempos de 2, 6 e 30 min).

O CO: hidratado reage rapidamente com o fon Ca*? em solu¢io com pH
relativamente alto, resultando na producao de carbonato de célcio (CaCOs3) solido. Os cristais

de CaCO3 com diferentes morfologias, tamanhos e estruturas cristalograficas sdio amplamente
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utilizados em industrias como papel, tintas, pigmentos, alimentos, plasticos e medicina (KIM
etal., 2012).

O CaCOs apresenta trés polimorfos minerais cristalinos: calcita, vaterita, e
aragonita. A calcita e a aragonita apresentam estruturas termodinamicamente estaveis,
enquanto que a vaterita € termodinamicamente instivel por esta razdo se transforma
facilmente em calcita ou aragonita em solucdo aquosa (LI et al., 2010). As particulas de
calcita apresentam forma rémbica e a aragonita se apresenta na forma de agulhas. Ja as
particulas de vaterita cristalizam e se agregam em particulas esféricas (OUHENIA et al.,
2008; XU et al., 2006). A calcita € o polimorfo dominante em altos valores de pH e baixas

temperaturas, enquanto que a vaterita e aragonita sdo produzidas em baixos valores de pH e

altas temperaturas (KIM et al., 2012; LI et al., 2010).

Figura 7 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) do carbonato de célcio precipitado (a)
na presenca da enzima em 8 min, (b) na auséncia da enzima em 8 min, (¢) na presenga da
enzima em 120 min e (d) na auséncia da enzima em 120 min. Ampliacéo de x 3000.
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O tamanho e a morfologia dos cristais de CaCO3 produzidos (Figura 7) na

auséncia e presenca da AC foi influenciado pelo tempo de reacdo na captura enzimatica do
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COa,. As particulas de CaCOs precipitadas na presenga da enzima em 8 e 120 min de reagdo
(Figura 7a e 7c) exibiram cristais predominantemente na forma vaterita. Os cristais
precipitados na auséncia da enzima apdés 8 min de reacdo (Figura 7b) apresentaram
predominantemente na forma de calcita; enquanto que aqueles precipitados em 120 min
(Figura 7d) apresentaram ambas as formas calcita e vaterita.

Mudangas na estrutura cristalografica e/ou forma das particulas s6lidas com o
tempo sdo comumente observadas quando as particulas sdo mantidas em um meio liquido
(FAVRE; CHRIST; PIERRE, 2009). E possivel verificar que o tamanho do cristal formado
em 120 min na auséncia da enzima foi maior daquele formado em 8 min.

Grande parte dos estudos a respeito da captura e sequestro de CO> utilizam a
anidrase carbOnica proveniente de eritrocito bovino para acelerar a reagao de hidratagdao do
CO» e posterior precipitacio do HCO3™ em CaCOs. Ores et al. (2012) verificaram que a AC
bovina ndo precisa ser purificada para acelerar a hidratacdo do CO2. A AC proveniente da
biomassa de Spirulina, especialmente o extrato ndo purificado, pode ser utilizada como uma
alternativa para catalisar a reacdo de hidratacdo do COs,.

No entanto para usos farmacéuticos a AC precisa ser purificada. A empresa Sigma
Aldrich comercializa AC purificada de eritrécito bovino a R$ 10.680,00 g™! (fevereiro/2017).
Entdo para esta finalidade estudos futuros inerentes a purificacdo desta enzima devem ser

realizados, ja que quando purificada representa um produto de alto valor agregado.

4 CONCLUSAO

As ficobiliproteinas, C-ficocianina e aloficocianina, e a enzima anidrase carbonica
de S. platensis LEB-52 foram extraidas simultaneamente utilizando o ultrassom. Para
concentracoes de biomassa na ordem de 0,2 g'L‘l, o tempo de 12 min de ultrassom foi
suficiente para obter AC (em termos de esterase) e as ficobiliproteinas. Para determinar a AC
(em termos de hidratase) a concentracio de biomassa foi de 23 g-L'!, com tempo de ultrassom
de 8 min. A extracdo assistida por ultrassom foi eficiente para desintegrar as células, no
entanto a extragdo utilizando o ultrassom nao foi seletiva para extrair as ficobiliproteinas,
promovendo a extracdo de outros compostos. A pureza do extrato de C-FC extraida com
ultrassom variou em torno de 0,5 a 0,6. Por fim, o extrato enzimatico bruto de AC mostrou
potencial para acelerar a reagdo de hidratacdo na captura enziméatica do CO> e posterior

precipitacdo na forma de carbonato de célcio.
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PRODUCAO SIMULTANEA DE FICOBILIPROTEINAS E ANIDRASE
CARBONICA POR Spirulina platensis LEB-52

RESUMO

A producdo simultanea de ficobiliproteinas, C-ficocianina e aloficocianina, e de anidrase
carbonica, bem como a correlacao entre a atividade de anidrase carbOnica expressa em termos
de esterase e hidratase, foram avaliadas durante o cultivo de Spirulina platensis LEB-52. A
cianobactéria produziu simultaneamente as ficobiliproteinas e a enzima ao longo de todo
cultivo. A mixima concentragio intracelular de C-ficocianina (137,4 mg-g™!) foi obtida em
21 d, sendo esta estatisticamente constante até 74 d de cultivo. A méixima produgdo
intracelular de aloficocianina (100,4 mg-g') foi obtida em 20 d de cultivo, e esta foi
estatisticamente constante até 77 d de cultivo. A maior concentragao intracelular de anidrase
carbdnica expressa em termos de esterase (46,3 U-g'!) foi obtida no 6° d de cultivo. Estes
biocompostos podem ser obtidos simultaneamente em 21 d de cultivo sem perdas na
concentracdo intracelular de ficobiliproteinas, 137,4 mg-g"' de C-ficocianina e 104,4 mg-g™!
de aloficocianina, e com atividade de anidrase carbdnica expressa em termos de esterase de
26,6 U-g'. Uma tendéncia entre a atividade de esterase e hidratase da anidrase carbonica ao
longo do cultivo de S. platensis LEB-52 foi observada. Neste sentido, é possivel utilizar a
atividade de esterase — que € uma técnica mais simples e rapida, além disso, ndo necessita de
arrefecimento (em contraste com a reacao de hidratase), para monitorar a anidrase carbonica
ao longo dos cultivos e processos.

Palavras-chave: C-ficocianina. Aloficocianina. Coprodugdo. Meio Zarrouk. Hidratase.
Esterase.
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1 INTRODUCAO

Espécies do género Spirulina sao fontes de ficobiliproteinas (MINKOVA et al.,
2003), as quais sao utilizadas como biocorantes em alimentos e cosméticos (SPOLAORE et
al., 2006). Além disso, a Spirulina apresenta certificado GRAS (Generally Recognized as
Safe) concedido pelo FDA (Food and Drug Administration), o que permite o seu uso em
alimentos. No entanto, pouca aten¢do tem sido dada ao uso desta microalga como fonte da
enzima anidrase carbOnica.

Ficobiliproteinas sdo pigmentos fotossintéticos acessorios que participam de uma
cadeia de transferéncia de energia eficiente durante a fotossintese (ROMAN et al., 2002). E
sao responsaveis por cerca de 50% da captacao de luz nas cianobactérias e algas vermelhas
(WILLIAMS; GINGRICH; GLAZER, 1980). Os trés principais grupos de ficobiliproteinas
sao as ficocianinas, aloficocianina e ficoeritrinas (BENNETT; BOGORAD, 1973). As
principais ficobiliproteinas encontradas na Spirulina platensis sao C-ficocianina (C-FC) e
aloficocianina (AFC) (KUDDUS et al., 2013).

A C-FC tem sido amplamente utilizada em aplica¢cdes comerciais na industria de
alimentos e cosméticos como um corante natural azul (SEKAR; CHANDRAMOHAN, 2008).
Estudos mostraram que a C-FC apresenta atividade antioxidante contra radicais hidroxil
(ESTRADA; BESCOS; FRESNO, 2001; KUDDUS et al., 2013), radicais per6xidos (BHAT;
MADYASTHA, 2000) e radical DPPH (2,2—difenil-1-picril-hidrazila) (GANTAR et al.,
2012), e tem sido utilizada como agente antitumoral e anti-inflamatério (REDDY et al.,
2003).

A AFC ¢é um complexo pigmento-proteina encontrado no nucleo dos
ficobilissomos de Spirulina. Esta proteina solivel em dgua é amplamente utilizada como uma
sonda fluorescente, particularmente para andlise de citometria de fluxo (SHAPIRO et al.,
1983; YEH et al., 1987). A AFC apresenta propriedades hepatoprotetoras, antioxidantes,
antiartriticas e anti-inflamatérias (REDDY et al., 2003; ROMAY et al., 1998).

A anidrase carbdonica (AC) é uma metaloenzima que catalisa a interconversiao
entre o didxido de carbono (CO3) e o ion bicarbonato (HCO3") (BOONE et al., 2013). Devido
as suas propriedades cataliticas, estas sdo estudadas em sistemas enzimaticos de captura de
CO> (SHEKH et al., 2012).

Conforme reportado no Artigo 1, é invidvel o acompanhamento da producdo da
AC expressa em termos de hidratase ao longo do cultivo, uma vez que para a determinagdo da

atividade é necessario alta concentragdo de biomassa (23 g-L"), porém €é possivel monitorar a
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AC pela atividade de esterase utilizando concentracdo de biomassa de 0,2 g-L'l. No entanto,
durante o cultivo de S. platensis LEB-52 outras esterases sem atividade de hidratase podem
ser produzidas, portanto a atividade de esterase ndo diz respeito unicamente a AC. Dessa
forma, é importante saber se existe uma correlagdo entre estas duas atividades, de esterase e
hidratase, ao longo do cultivo.

A composicdo bioquimica da cianobactéria varia conforme o crescimento celular,
portanto € necessario obter as células microalgais no tempo 6timo para garantir a maxima
producdo dos bioprodutos para comercializa¢do (XIE et al., 2015). O primeiro meio sintético
formulado para o cultivo de Spirulina foi o meio de Zarrouk (ZARROUK, 1966) que € ainda
utilizado como meio padrao. Ores (2014) avaliou a producio de ficobiliproteinas e de AC ao
longo do cultivo da microalga Spirulina platensis LEB-52 utilizando o meio Zarrouk diluido
20% (v/v) com agua destilada, no entanto as ficobiliproteinas comecam a ser degradadas no
inicio do cultivo (4° d). Assim, é necessario avaliar se € possivel aumentar a concentragdao
intracelular e/ou ainda estender o tempo de producdo das ficobiliproteinas utilizando o meio
Zarrouk 100% (sem dilui¢cdes), uma vez que segundo Del Rio-Chanona et al. (2015) a fonte e
a concentracdo de nitrogénio contribuem para o crescimento celular e para o acimulo de
ficocianina.

Com base no exposto, o objetivo deste artigo foi acompanhar a produgdo da AC,
C-FC e AFC, além de correlacionar a atividade da AC expressa em termos de hidratase e

esterase durante o cultivo de Spirulina platensis LEB-52.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICROALGA E MEIO DE CULTIVO

A cianobactéria Spirulina platensis LEB-52, gentilmente cedida pelo Laboratério
de Engenharia Bioquimica da Escola de Quimica e Alimentos da Universidade Federal do Rio
Grande (FURGQG), foi utilizada para obtengao simultanea dos bioprodutos anidrase carbonica,
C-ficocianina e aloficocianina. Para o preparo do in6culo, cultivo e manutencdo da microalga
foi utilizado o meio Zarrouk composto por (g-L'l): NaHCOs (16,8); KoHPO4 (0,5); NaNOs
(2,5); KaSO4 (1,0); NaCl (1,0); MgS04.7H20 (0,2); CaClz (0,04); FeS0O4.7H20 (0,01); EDTA
(0,08); 1 mL da solucdo A5 e 1 mL da solucdo B6. A solucdo A5 foi composta por (g-L1):
H3;BOs; (2,86); MnCL.4H.O (1,81); ZnSO4.7H,0 (0,222); CuSO4.5H,O0 (0,079) e
NaMoO4.2H>0 (0,018). A solucio B6 foi composta por (g-L'): NH4VO; (0,0230);
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KCr(S0O4)2.12H>0 (0,1920); NiSO4.6H20 (0,0448); Na;WO4.2H>0 (0,0179); TiO2 (0,040) e
Co(NO:s3)2.6H20 (0,0440) (REINEHR; COSTA, 2006; ZARROUK, 1966).

22CULTIVO DE  Spirulina platensis  LEB-52 PARA PRODUCAO DE
FICOBILIPROTEINAS E ANIDRASE CARBONICA

O cultivo no modo descontinuo foi realizado em Erlenmeyer de 2 L (volume util
de 1,8 L), sendo adicionado 20% (v/v) de in6culo com concentracdo inicial de 0,75 g-L‘l. 0]
meio de cultivo utilizado foi o Zarrouk 100% (MZ 100%). As condi¢oes de cultivo utilizadas
foram conforme propostas por Ores (2014). A cianobactéria foi incubada a 25 °C e a agitacao
foi realizada por injecdo constante de ar estéril (0,5 vvm). A iluminancia foi promovida por
lampadas fluorescente do tipo daylight (40,5 pE-m™s™') com fotoperiodo fixado em 12 h
claro/escuro. Os cultivos foram realizados em triplicata.

Ao longo do cultivo foram retiradas amostras assepticamente para o
acompanhamento da concentragdo de biomassa, pH, anidrase carbdnica, C-ficocianina e
aloficocianina. A biomassa foi separada por centrifugacdo (4757 Xg, 30 min, 4 °C) e
ressuspendida em tampao tris-HCI (20 mmol-L!, pH 8,3) com concentracgdo final de 0,2 g'L'l.
A suspensado celular (8 mL) foi submetida ao tratamento ultrassonico (sonda ultrassonica)
utilizando um homogeneizador Sonic Ruptor 250 (Omni International Inc., Estados Unidos da
América) com frequéncia de 20 kHz (poténcia de 60 W). Durante o tratamento ultrassonico, a
amostra foi mantida a 4 °C, e o tempo de ruptura celular foi 12 min (conforme determinado
no Artigo 1). Apés o rompimento celular, as suspensdes foram centrifugadas (4757 Xxg,
20 min, 4 °C) e o sobrenadante utilizado para determinagdo da atividade enzimadtica (em

termos de esterase), concentracao de C-ficocianina e aloficocianina.

2.2.1 Determinacao dos parametros de crescimento

A partir dos valores de concentragdo de biomassa, foram determinados:
concentracdo de biomassa maxima (Xmax, g-L‘l), velocidade especifica maxima de
crescimento (Umax, d ') e produtividade de biomassa (Px, g-L'-d™!). A velocidade especifica
maxima de crescimento foi calculada pela regressao exponencial da porcdo logaritmica da
curva de crescimento (BAILEY; OLLIS, 1986). A produtividade de biomassa foi calculada
através da Equacdo 1, segundo Schmidell et al. (2001).
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_ (X = Xy)

- ()

Onde X é a concentracdo de biomassa inicial (g-L') no tempo to (d) e X é a
concentracdo de biomassa (g-L"') no tempo t; (d). As produtividades em termos de anidrase
carbdnica (Pac, U-L'-d'), C-ficocianina (Pcrc, pgmL7'-d') e aloficocianina (Parr,

pg-mL'-d!") também foram calculadas.

2.3 CORRELACAO ENTRE AS ATIVIDADES DE ESTERASE E HIDRATASE DE
ANIDRASE CARBONICA

Ao longo do cultivo de Spirulina platensis LEB-52 no meio Zarrouk 100% foram
retiradas amostras em 24, 28, 49, 54, 61 e 67 d para avaliar a correlacdo entre as atividades de
hidratase e esterase de AC. A biomassa foi recuperada por centrifugacdo (4757 Xg, 30 min,
4 °C) e ressuspendida em tampdo tris-HCI (20 mmol-L! e pH 8,3) com concentragio final de
23 g'L"!. A suspensdo celular (8 mL) foi submetida ao tratamento ultrassonico utilizando o
homogeneizador Sonic Ruptor 250 (Omni International Inc., Estados Unidos da América)
com frequéncia de 20 kHz (poténcia de 60 W) por 8 min (conforme determinado no Artigo 1).
Durante o tratamento ultrassonico, a amostra foi mantida a 4 °C. Apds o rompimento celular,
a suspensdo foi centrifugada (4757 Xg, 20 min, 4 °C) e o sobrenadante utilizado para
determinacdo da atividade enzimatica em termos de esterase e hidratase. Os cultivos foram

realizados em triplicata.
2.4 METODOS ANALITICOS
2.4.1 Concentracao de ficobiliproteinas

As concentragdes de C-ficocianina (C-FC, Equacgdo 2) e aloficocianina (AFC,
Equacgdo 3) foram calculadas como descrito por Bennett e Bogorad (1973) com modificacdes
no comprimento de onda. A leitura da absorvancia a 620 e 652 nm foi realizada em

espectrofotometro UV-visivel (Shimadzu UV-1800, Japan).

(Agyo — 0,474 A ¢5,)

C-FC = ey (2)
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(Agsy —0,208[Ag,0)

AFC = 509 3)

2.4.2 Atividade enzimatica de anidrase carbonica

A atividade enzimatica de anidrase carbdnica foi monitorada através das reagdes:
atividade de hidratase e/ou atividade de esterase. A reacdo de esterase foi realizada segundo
metodologia de Pocker e Stone (1967), onde a mistura reacional consistiu em 1,8 mL de
tampao tris-SO4 (50 mmol-L! e pH 7.,4), 0,2 mL de solu¢do enzimatica e 1 mL de solugao
3 mmol-L"! de p-nitrofenil acetato (p-NPA). Apés a adi¢do do substrato, foi registrado o
aumento da absorvancia a 400 nm (&p-nitrofenol = 11,43 mL-cm™-pumol ™) a cada 30 s por 4 min a
temperatura ambiente em espectrofotometro UV-visivel (Shimadzu UV-1800, Japan). Uma
medida de referéncia foi obtida, conforme descrito anteriormente, com excecao da adicdo da
solucdo enzimatica onde esta foi substituida por 4gua. Uma unidade de atividade enzimética
(U) € definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de p-nitrofenol
por minuto, sob as condi¢des do ensaio. A absortividade molar do p-nitrofenol (€p-nitrofenol) €m
tampdo tris-SOs (50 mmol-L'! e pH 7,4) foi determinada através de regressdo linear que
relaciona a absorvancia a 400 nm e a concentracdo de p-nitrofenol (Apéndice 1).

A reacdo de hidratase (hidratacao do CO») foi realizada segundo metodologia
eletrométrica descrita por Wilbur e Anderson (1948), onde a mistura reacional consistiu em
6 mL de tampdo tris-HCI (20 mmol-L! e pH 8,3), 0,4 mL de enzima e 4 mL de agua
deionizada contendo CO>. A reagdo enzimdtica foi mantida a 4 °C. A solucdo de 4gua
deionizada contendo CO; foi obtida através do borbulhamento do COz) em 200 mL de dgua

deionizada a 4 °C por 40 min. Uma unidade de atividade enziméatica Wilbur-Anderson (U) é

definida como (t_o_ IJ , onde 7 e ¢ s@o os tempos para que ocorra a mudanca do pH de 8,0
t

para 7,0 na auséncia (to) e na presenca da enzima (t), nas condi¢des do ensaio.
2.4.3 Concentracao de biomassa e determinacao do pH

A concentracdo de biomassa foi determinada por leitura da densidade Optica a
670 nm (COSTA et al., 2002) e conversdo para biomassa seca através de curva padrdo
previamente preparada (Apéndice 2). Para constru¢do da curva padrdo, as células foram

coletadas por centrifugacao (4757 Xg, 30 min, 4 °C), lavadas com &gua destilada e
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ressuspendidas com d4gua destilada para leitura da absorvancia. Para determinacdo da
biomassa seca as células lavadas com &4gua destilada foram secas a 105 °C até massa
constante.

A determinacao do pH foi realizada através da leitura da amostra em um medidor

pontenciométrico Hanna pH 21 (Hanna Instruments, The United States of America).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PRODUCAO DE FICOBILIPROTEINAS E ANIDRASE CARBONICA POR Spirulina
platensis LEB-52 UTILIZANDO MEIO ZARROUK 100%

Ores (2014) acompanhou a producdo das ficobiliproteinas, anidrase carbdnica e
biomassa ao longo do cultivo de Spirulina platensis LEB-52 utilizando meio Zarrouk diluido
20% (v/v) com 4gua destilada (MZ 20%); no entanto, a concentragdo intracelular de
ficobiliproteinas diminuiu gradualmente ap6s o 4° d de cultivo. Desta forma, optou-se por
trabalhar com o meio Zarrouk 100% (MZ 100%), uma vez que este apresenta maior
concentracdo de nutrientes, incluindo a fonte de nitrogénio — nitrato de sddio (NaNOs). Maior
concentracdo de nitrogénio no meio de cultivo pode favorecer a producdo intracelular de
ficobiliproteinas, em especial a C-ficocianina. Assim, foi realizado o acompanhamento em
termos de pH, biomassa, C-ficocianina, aloficocianina e anidrase carbdnica ao longo do
cultivo de S. platensis LEB-52 com MZ 100%.

A Figura 1 apresenta o acompanhamento da concentragdo de biomassa, pH e
produtividade de biomassa ao longo do cultivo da cianobactéria Spirulina platensis LEB-52.
A concentracio maxima de biomassa (Xmax) foi 3,55 = 0,06 g-L'! em 77 d de cultivo (Figura
la). A velocidade especifica maxima (umax) foi de 0,124 + 0,015 d'. Valores de pmax para
S. platensis LEB-52 estdo na ordem de 0,034 a 0,111 d! quando cultivado em MZ 100%
(REICHERT; REINEHR; COSTA, 2006; REINEHR; COSTA, 2006; SALLA et al., 2016).

Comparando o perfil de producdo de biomassa obtido no presente estudo com o
estudo de Ores (2014) o qual cultivou S. platensis LEB-52 em MZ 20%, é possivel verificar
que a maior concentracdo de nutrientes no MZ 100% promoveu o crescimento da microalga
por um periodo de tempo maior, uma vez que quando cultivada com MZ 20%, ocorreu a
inibicdo do crescimento celular apds 33 d de cultivo. Entretanto, o crescimento celular é mais
acelerado no MZ 20% do que no MZ 100%. As concentrac¢des iniciais de NaHCO3 no MZ

100% e 20% foram de 16,80 e 3,36 g-L'l, respectivamente. Quando as células sdo expostas a
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altas concentracdoes de NaHCOs3, a fotossintese pode ser inibida devido a rapida entrada de
sddio na célula (ANDRADE; CAMERINI; COSTA, 2008), o que justifica a desaceleragao do
crescimento celular nos tempos iniciais quando utilizado o MZ 100%. Além disso, com a
utilizacdo do MZ 100% foi possivel obter altas concentracdes de biomassa por um periodo de
tempo maior sem inibicao do crescimento, embora a concentracdo celular nos tempos iniciais
seja inferior quando comparada com o MZ 20%. Andrade e Costa (2008b) observaram que S.
platensis LEB-52 quando cultivada com MZ diluido a 10% alcancaram a fase de declinio

celular antes do MZ 20%.

Figura 1 — Acompanhamento do cultivo da microalga Spirulina platensis LEB-52
(a) concentracdo de biomassa e pH, e (b) produtividade de biomassa.
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Durante o cultivo da cianobactéria, o pH do meio se manteve alcalino (9,9 a 10,5).
No MZ, a principal fonte de carbono é o bicarbonato de s6dio (NaHCOs3), o qual ajuda a
manter as condic¢des alcalinas e promover o crescimento da cianobactéria Spirulina.

O perfil de produtividade de biomassa (Figura 1b) € praticamente constante até
46 d de cultivo, aumentando gradualmente até 77 d. A maxima produtividade de biomassa foi
de 0,044 g-L''.d! em 77 d. A maxima produtividade de biomassa utilizando MZ 20% foi de
0,060 g-L'""d! em 4 d (ORES, 2014). A dilui¢io do MZ para 20% promoveu um incremento
de cerca de 36% na produtividade de S. platensis LEB-52. Na literatura pode ser verificado
que a produtividade aumenta com a diluicdo do MZ, por exemplo, valores na ordem de
0,0226 g-L!-d"! para MZ 100% (REICHERT; REINEHR; COSTA, 2006); e 0,045 g-L!.d"!
(ANDRADE; COSTA, 2008a) e 0,059 g-L!'-d! (ANDRADE; COSTA, 2008b) para o MZ
20% foram obtidos para S. platensis LEB-52.

Embora a produtividade de biomassa tenha sido maior com o MZ 20%, a sua
utilizacdo € um fator limitante para alcancar concentracdes de biomassa mais elevadas. Cabe
ressaltar que durante este trabalho, foi observado que o uso do MZ 20% para S. platensis
LEB-52 é mais suscetivel a contaminacdo por outros micro-organismos. Este fato ndo foi
observado quando utilizado o MZ 100%, principalmente durante a manutencao da cepa.

A Figura 2 apresenta o perfil de producdo volumétrica e especifica das
ficobiliproteinas (C-ficocianina e aloficocianina) ao longo do cultivo de S. platensis LEB-52
com MZ 100%. As concentracdes volumétricas (ng-mL!, Figura 2a) de C-FC e de AFC
variaram de 13,0 —471,9 pg-mL"' e 9,6 —389,1 ug-mL!, respectivamente. A diluicio do MZ
afeta a concentracdo das ficobiliproteinas. Durante o cultivo com o MZ 20%, no estudo de
Ores (2014), as concentracdes de C-FC e AFC variaram de 26,1 — 90,2 ug-mL'l, e 13,3 -
47,0, ng-mL!, respectivamente; além disso, o perfil de producio das ficobiliproteinas no MZ
20% ¢ diferente, a concentracao volumétrica de C-FC aumentou até o 12° d de cultivo, e apds
diminuiu até ao final do cultivo (33 d); e a concentracdo de AFC aumentou até 12° d e apos
permaneceu praticamente constante.

O Apéndice 4 apresenta a andlise estatistica da producdo intracelular de
ficobiliproteinas e da enzima anidrase carbdnica. A producao intracelular de C-FC (Figura 2b)
foi méxima em 21 d, sendo esta de 137,4 + 9,9 mg- g'l, e fol estatisticamente constante até 74
d de cultivo, variando neste periodo de 134,9 mg-g' a 170,9 mg-g'. Em 77 d, a concentracdo
de C-FC diminuiu para 129,1 mg-g'. A producio intracelular de AFC (mg-g"') foi mixima
em 20 d de cultivo, sendo esta de 100,4 + 2.9, e foi estatisticamente constante at€ 77 d de

cultivo, variando neste periodo de 99,0 — 115,1 mg-g!. Na organizacio do ficobilissomo, a C-
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FC € mais exposta (hastes periféricas) enquanto que a AFC estd numa posi¢cdo mais protegida

(complexo central), devido a isso, ocorre primeiramente a degradacdao da C-FC (BAIER et al.,

2014).

Concentracdo de ficobiliproteinas (ug.mL")

Concentracdo de ficobiliproteinas (mg.g")
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Figura 2 — (a) Concentraciio volumétrica (ng-mL™!) e (b) concentracio especifica

(mg- g 'biomassa) de ficobiliproteinas ao longo do cultivo de Spirulina platensis LEB-52.
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Durante o cultivo de S. platensis LEB-52 em MZ 20% (ORES, 2014), as maiores

concentracdes intracelulares de ficobiliproteinas ocorreram no periodo do 1° ao 4° d de

cultivo, sendo estas na ordem de 119,4 — 131,8 mg-g! para a C-FC e 55,0 — 62,6 mg-g’! para

a AFC. Apds o 4° d de cultivo, a concentracdo de ficobiliproteinas diminuiu gradualmente.

No meio Zarrouk, o nitrogénio esta presente na forma de nitrato de s6dio (NaNO3)

e € essencial para o crescimento de Spirulina (RAOOF; KAUSHIK; PRASANNA, 2006). A
concentracdo de NaNOs3 é de 0,5 ¢ 2,5 g-L'1 no MZ 20% e MZ 100%, respectivamente. A
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producdo intracelular de C-FC e AFC (mg-g!) por S. platensis LEB-52 utilizando o MZ
100% foi em média cerca de 20% e 80%, respectivamente, superior a obtida no meio ZM
20% por Ores (2014); assim a maior concentracdo de nutrientes no meio ZM 100% favorece a
producdo de ficobiliproteinas, obtendo-se maiores concentragdes volumétricas e
intracelulares. Além disso, a produc¢do intracelular de ficobiliproteinas utilizando o MZ 100%
se mantém por um periodo de tempo maior quando comparado ao MZ 20%. Com base na
producdo intracelular de ficobiliproteinas as células de S. platensis LEB-52 podem ser
coletadas em 21 d quando se deseja obter C-ficocianina e em 20 d quando se deseja obter
aloficocianina e para a obtencdo de ambas ficobiliproteinas o cultivo pode ser interrompido
em 21 d.

As ficobiliproteinas sdo uma das proteinas mais abundantes em muitas
cianobactérias e algas, no entanto estas nao sdo essenciais para o funcionamento das células
(ERIKSEN, 2008). A producdo de ficobiliproteinas estd associada a concentracdo de
nitrogénio presente no meio de cultivo (CHEN et al., 2013; XIE et al., 2015). As
ficobiliproteinas sao seletivamente degradadas quando as células sdo expostas a deplecao de
nitrogénio. A deplecdo de nitrogénio no meio de cultivo causa uma redugdo no conteido de
proteina celular, juntamente com um aumento de compostos ricos em energia, como lipidios e
carboidratos (HO; CHEN; CHANG, 2012). Assim, as ficobiliproteinas t€ém um papel
secundario como compostos de armazenamento de nitrogénio intracelular, e as cianobactérias
para manter as suas fun¢des metabdlicas podem utiliza-las como fonte de nitrogénio quando
este composto € escasso no meio de cultivo (ERIKSEN, 2008).

Na literatura, estudos sobre a produgdo de ficobiliproteinas, C-FC e AFC, ao
longo do cultivo sdo reportados (CHEN et al., 2013; LEEMA et al., 2010; SALEH; DHAR;
SINGH, 2011; XIE et al., 2015). Chen et al. (2013) avaliaram a produc¢do de C-FC de
Spirulina platensis durante 10 d, apds estabelecer as melhores condi¢des de crescimento, a
concentragio de C-FC foi de 126 mg-g!'. A producido de C-FC por Arthrospira platensis
cultivada com MZ 100% foi avaliada por Xie et al. (2015) durante 16 d, e a concentragdao
méxima de C-FC foi de 10,3 mg-g! em 7,5 d. Leema et al. (2010) avaliaram a producio de
C-FC de Arthrospira platensis com MZ 100%, os melhores resultados foram obtidos no 25° d
de cultivo com 48,4 mg-g! de C-FC. A producio de ficobiliproteinas de diferentes cepas de
Spirulina foi avaliada por Saleh, Dhar e Singh (2011) durante 25 d, as maiores concentracdes
de ficobiliproteinas foram obtidas para Spirulina platensis mutante, 82,9 ug-mL"! de C-FC no

15° d de cultivo e 62,3 ug-mL™"' de AFC no 25° d de cultivo. No presente estudo, a S. platensis
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LEB-52 cultivada com MZ 100% pode produzir um conteido intracelular de C-FC mais
elevado (mg.g™') quando comparado com os estudos acima mencionados.

Além de obter as ficobiliproteinas a partir das cianobactérias, a anidrase
carbOnica, uma enzima que catalisa a reacdo de hidratacdo de CO., pode ser obtida
simultaneamente. Verificou-se a presenca da enzima AC ao longo de todo cultivo e sua
atividade volumétrica variou de 3,3 a 61,1 U-LL. O perfil da atividade volumétrica da AC
(Figura 3) aumentou ao longo do cultivo. A atividade especifica de AC (U-g!) é a relacio
entre sua atividade volumétrica (U-L!) e a concentracio de biomassa (g-L'). A maior
atividade especifica de AC (46,3 U-g ™) foi obtida no 6° d de cultivo, porém, a concentracio
de biomassa neste periodo foi baixa (0,25 g-L1).

A concentragdo de bicarbonato de sdédio é alta no inicio do cultivo, e a
cianobactéria S. platensis utilizada o ion bicarbonato como fonte priméaria de carbono, o qual
entra na célula por transporte ativo, e este € entdo desidratado nos carboxissomos pela
anidrase carbdonica a CO;, o qual € incorporado no Ciclo de Calvin (COGNE; GROS;
DUSSAP, 2003). A maior atividade especifica de AC (U-g™') foi obtida nos tempos iniciais de

cultivo, provavelmente devido a elevada concentracdo inicial do ion bicarbonato, proveniente
do MZ 100%.

Figura 3 — Perfil de produ¢do de anidrase carbOnica expressa em termos de esterase ao longo
do cultivo de Spirulina platensis LEB-52.
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Com MZ 20%, a atividade volumétrica de AC variou de 4,2 a 41,6 U-L!,
enquanto que as maiores atividades especificas de AC foram obtidas no 6° (25,2 U-g!),
12° (24,8 U-g!) e 33° (28,2 U-g!) d de cultivo; sendo que no 33° d ocorreu inibicdo do
crescimento celular (ORES, 2014).

As células de cianobactérias consomem carbono inorgéanico sob a forma de COz e

HCOs5 (PRICE, 2011; PRICE et al., 2008). Uma vez que a molécula de CO» nao € carregada e
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€ lipossoluvel, pode penetrar na membrana celular por difusdo passiva e escapar facilmente da
célula. Para prevenir a fuga do CO», as células de cianobactérias desenvolveram sistemas de
captura de CO, (NDH-13/4 e a enzima AC presente no espaco periplasmatico), que
convertem o CO> na molécula de bicarbonato carregada, a qual € insolivel em lipidios
(KUPRIYANOVA; SAMYLINA, 2015). Nas cianobactérias, as isoenzimas de AC podem ser
encontradas nos carboxissomos e no espaco periplasmatico. A AC nos carboxissomos
converte o HCO3z  acumulado em CO;, proporcionando o substrato para a enzima
fotossintética ribulose-d-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCo). O CO; é utilizado
pela RuBisCo para iniciar a primeira reagdo no ciclo de Calvin, a carboxilacido do bisfosfato
de ribulose, enquanto que a AC no espago periplasmatico converte o CO> em HCO;5
(KUPRIYANOVA et al., 2011; MORONEY; BARTLETT; SAMUELSSON, 2001).

O dtnico trabalho encontrado na literatura sobre a producdo de AC por
cianobactérias — Spirulina sp. LEB-18 e Synechococcus nidulans, é o publicado pelo presente
grupo de pesquisa (ORES; AMARANTE; KALIL, 2016). Mas varios estudos avaliaram o
perfil da producdo de AC por outras microalgas — Scenedesmus obliquus (BASU et al., 2014),
Dunaliella salina (LI et al., 2012), Tetraselmis gracilis (RIGOBELLO-MASINI; AIDAR;
MASINI, 2003; RIGOBELLO-MASINI; MASINI; AIDAR, 2006), Desmodesmus sp.,
Kirchneriella sp. e Acutodesmus sp. (SWARNALATHA et al., 2015).

Alguns estudos relatam que a atividade de AC ¢ induzida por baixas
concentracoes de CO; dissolvido (AIZAWA; MIYACHI, 1986; SWARNALATHA et al.,
2015). A producdo de AC por Desmodesmus sp., Kirchneriella sp. e Acutodesmus sp. em
meio rico em CO> (10, 20 e 30%) foi avaliada por Swarnalatha et al. (2015) durante 3 d de
cultivo. No meio controle (ar atmosférico, concentracdo de CO; de 0,033%) a atividade de
AC permaneceu constante durante os trés dias de cultivo, no entanto a atividade de AC
diminuiu com o aumento da concentragao de CO,. No presente trabalho, S. platensis LEB-52
foi cultivada em ar atmosférico, contendo baixas concentracoes de CO2 (0,033%, v/v),
mantendo a produ¢do de AC durante o periodo de cultivo.

Rigobello-Masini, Masini e Aidar (2006) avaliaram a atividade de AC
extracelular no cultivo de Tetraselmis gracilis por 10 d. A atividade de AC aumentou quando
a concentracdo inorganica de carbono diminuiu ao longo do cultivo. Os autores também
mostraram que o aumento da atividade foi acompanhado por uma diminui¢do na concentragao
de NO3™ no meio durante o periodo de cultivo. Assim, a presenca deste composto no meio

influenciou a producdo de AC pela microalga Tetraselmis gracilis.
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Com base na atividade volumétrica e especifica da AC produzida por S. platensis
LEB-52 utilizando MZ 100%, as células podem ser obtidas no 6° d, embora a concentracio de
biomassa seja de 0,25 g-L!.

A produgcdo méxima destes bioprodutos ndo ocorreu concomitantemente. Desta
forma, foi considerado que dentre os trés bioprodutos, a C-ficocianina € a que apresenta maior
valor agregado. Assim, para a producdo simultanea de ficobiliproteinas e AC por Spirulina
platensis LEB-52 utilizando MZ 100%, as células podem ser coletadas no 21° d de cultivo
sem perdas no rendimento intracelular de C-FC e AFC. A Tabela 1 apresenta os dados

detalhados sobre a producao simultanea utilizando o MZ 100% no 21° d de cultivo.

Tabela 1- Produ¢do simultanea de C-ficocianina, aloficocianina e anidrase carbonica por
Spirulina platensis LEB-52 utilizando MZ 100% no 21° d de cultivo.

Bioproduto Concentracdo Produtividades

84,8 + 10,0 pg-mL"!

. -1- -1
137,4+9,9 mg- ¢! 3,420 £ 0,369 pg-mL"-d

C-ficocianina

64,3 +4,7 ug-mL'1

Aloficocianina 104.4 % 2.6 mg-g" 2,609 + 0,140 pg-mL"-d"!
Anidrase 16,4+1,5U0-L"! 1ol
carbonica 26,6 +19U-¢g’! 0,618 £0,093 U-L"-d
Biomassa 0,62+ 0,05 g-L! 0,024 + 0,002 g-L"-d"!

3.2 CORRELACAO ENTRE AS ATIVIDADES DE ESTERASE E HIDRATASE DE
ANIDRASE CARBONICA AO LONGO DO CULTIVO DE Spirulina platensis LEB-52

A atividade enzimatica da AC pode ser monitorada por duas reacdes diferentes:
hidratase e esterase. Na reacdo de hidratase, a AC catalisa a hidratacao reversivel entre COz e
a agua (H20), produzindo ions bicarbonato (HCO3") e H*. Este método tem como base a
medida da alteracdo do pH em fun¢do do tempo, uma vez que a producao de prétons leva a
uma alteragdo no pH da reacdo, até atingir o equilibrio. Essas medidas sdo geralmente
realizadas em temperaturas entre 0 — 5 °C para retardar a reagdo catalisada enzimaticamente,
uma vez que esta é muito rapida, e as taxas iniciais sao dificeis de medir (BOND et al., 2001).

A reacdo de esterase tem sido utilizada para monitorar a atividade enzimatica da
AC em adicdo a reacdo de hidratase. Esta reacdo é baseada na hidrélise enzimatica mediada

pelo p-nitrofenil acetato (POCKER; STONE, 1967). A razdo pela qual este ensaio €
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frequentemente utilizado nos estudos de AC é que o mesmo sitio ativo, que € responsavel pela
aceleracdo da hidratagdo do CO,, também acelera a reacdao de hidrdlise, que origina um
produto amarelo (p-nitrofenol) que absorve a 400 nm e pode ser determinado por
espectrofotometro (BOND et al., 2001).

Durante o cultivo de S. platensis LEB-52 outras esterases sem atividade de
hidratase podem ser produzidas. Portanto, a atividade de esterase ndo reflete unicamente na
presenca de anidrase carbOnica. Até o presente momento ndo se tem conhecimento de
trabalhos que reportem essa correlacio ao longo do cultivo de microalgas, incluindo as
cianobactérias. Por esta razdes, ambas atividades (hidratase e esterase) de AC ao longo do

cultivo de S. platensis LEB-52 foram analisadas, e os resultados obtidos estdo apresentados na

Figura 4.

Figura 4 — Relacgao entre a atividade enzimatica de anidrase carbdnica expressa em termos de

hidratase e esterase (U-g™!) ao longo do cultivo de Spirulina platensis LEB-52.
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Ambas atividades (hidratase e esterase) foram determinadas com concentracio de
biomassa de 23 g-L! (Figura 4), e foi verificado que h4 uma correlacio entre as atividades. A
atividade de esterase (U- g‘l) ¢ em média 2,01 + 0,44 vezes maior do que a atividade de
hidratase (U-g!). Dessa forma, percebe-se que a atividade de AC pode ser avaliada e expressa
em termos de esterase, que € uma técnica mais simples e rapida, além disso, ndo necessita de
arrefecimento (em contraste com a rea¢do de hidratase). Essa correlacdo é muito importante,
uma vez que quando desejamos monitorar a producdo de AC durante o cultivo pode-se
utilizar baixas concentra¢des de biomassa (0,2 g-L'') e medir a atividade expressa em termos
de esterase. O uso de altas concentracdes de biomassa (como 23 g-L!) é invidvel para

acompanhamentos de cultivo.
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4 CONCLUSAO

Com a utilizacdo do meio Zarrouk 100% (sem dilui¢do) foi possivel aumentar em
média a produgio intracelular (mg-g™!) de C-ficocianina e de aloficocianina em cerca de 20%
e 80%, respectivamente, quando comparado ao meio Zarrouk 20% (diluido com &gua
destilada) (ORES, 2014). A maxima produg¢do intracelular de C-ficocianina por Spirulina
platensis LEB-52 utilizando o meio Zarrouk 100% foi de 137,4 mg-g! em 21 d de cultivo,
permanecendo estatisticamente constante até 74 d de cultivo; e de aloficocianina foi de
100,4 mg-g! em 20 d de cultivo, permanecendo constante até 77 d de cultivo. A méixima
producdo intracelular de anidrase carbonica (46,3 U-g™!) foi obtida no 6° d de cultivo. A
producdo méaxima destes biocompostos ndo ocorreu concomitantemente, assim estes podem
ser obtidos simultaneamente em 21 d de cultivo, com concentra¢des de 137,4 mg: g‘1 de
C-ficocianina, 104,4 mg-g™! de aloficocianina e 26,6 U-g"! de anidrase carbonica. Somando-se
a isso, uma correlagdo entre a atividade de esterase e hidratase da anidrase carbdnica ao longo
do cultivo de S. platensis LEB-52 foi observada. Assim, pode-se utilizar a atividade de
esterase, ao longo dos cultivos e processos, que ¢ uma técnica mais simples e rapida e nao
necessita de arrefecimento (em contraste com a reagdo de hidratase) para monitorar a anidrase

carboOnica.
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EXTRACAO SELETIVA DE C-FICOCIANINA DE Spirulina platensis UTILIZANDO
LIQUIDO IONICO E AGENTE QUELANTE

RESUMO

Nos tltimos anos, a demanda por corantes alimentares naturais vem crescendo cada vez mais
a medida que os consumidores questionam o uso de corantes artificiais. A ficobiliproteina
C-ficocianina (C-FC) de Spirulina platensis € utilizada como corante azul natural em
alimentos sempre que seu grau de pureza € superior a 0,7. Este estudo propds um método
inovador de ruptura celular e extracdo de C-FC com grau de pureza alimentar a partir da
biomassa umida de Spirulina platensis. O liquido idnico (LI) acetato de trietilamo6nio ou o
agente quelante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) foram utilizados como agente de
ruptura celular; e como agente extrator foi utilizado o tampao tris-SO4 (50 mM e pH 7.,4). A
C-FC nao foi liberada imediatamente apds o processo de ruptura celular. Apés 24 h de
extracdio, foi obtida C-FC com rendimento de extracdo de 140,9 mg-g! e pureza de 0,9
quando utilizado acetato de trietilamonio 10% (m/m) como agente de ruptura celular. No
entanto, o LI é um reagente oneroso, assim este pode ser substituido por EDTA
(3,75 mg'mL‘l). Quando as células foram tratadas com EDTA, ap6s 24 h, foi obtida C-FC
com pureza de 1,0 e rendimento de extracio de 153,0 mg-g!. A C-FC obtida pode ser
utilizada na industria de alimentos como corante natural sem processos prévios de purificagao.

Palavras-chave: Corante. Ficobiliproteina. EDTA. Pureza. Cianobactéria.
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1 INTRODUCAO

A C-ficocianina (C-FC), uma ficobiliproteina solivel em dagua, fortemente
fluorescente, € caracterizada por sua pigmentacdo azul e é encontrada em muitas
cianobactérias, as quais sdo também conhecidas como algas verde azuladas. As C-FCs
apresentam indmeras aplicacdes industriais, podendo ser empregadas como corantes nas
inddstrias de alimentos e de cosméticos, mas também podem ser utilizadas como marcadores
na pesquisa biomédica (ERIKSEN, 2008). Uma potencial fonte de C-FC é a cianobactéria
Spirulina platensis, uma vez que a C-FC pode constituir até 20% da frac@o proteica (COHEN,
1997). Além disso, S. platensis possui o certificado GRAS (Generally Recognized as Safe), o
qual autoriza o seu uso em alimentos.

C-FC pode ser obtida a partir da biomassa seca ou umida de Spirulina. No
entanto, quando a biomassa de S. platensis € seca pode perder cerca de 50% do contetido
intracelular de C-ficocianina; a perda desta provavelmente estéd relacionada com a sua posi¢ao
periférica no ficobilissomo na membrana tilacoide, além da sua sensibilidade a temperatura
(SARADA; PILLAIL; RAVISHANKAR, 1999).

Os métodos de ruptura celular e extracdo de C-FC a partir da biomassa de
S. platensis LEB-52 reportados por Moraes, Burkert e Kalil (2010) e Moraes et al. (2011b)
apresentam rendimento de extracdo na ordem de 46,7 — 82,5 mg-g! e pureza do extrato
inferior a 0,7. Ainda para a biomassa de S. platensis LEB-52, € possivel aplicar a extragao
assistida por ultrassom para se obter C-FC, no entanto a aplica¢do de onda ultrassonicas ndo €
considerado um método seletivo para obtencdo de C-FC, pois a pureza do extrato € inferior a
0,7.

Somando-se a isso, na literatura sdo reportados métodos de ruptura celular e
extracdo de C-FC a partir de Spirulina. Por exemplo, a extracao assistida por campos elétricos
pulsados proporcionou rendimentos de extragio de 159,9 mg-g™! e pureza do extrato de 0,46
(MARTINEZ et al., 2016); a extracdo assistida por ultrassom resultou em rendimentos de
extracdo na ordem de 35,5 — 91,8 mg'g‘1 e pureza do extrato 0,62 — 0,65 (AFTARI et al.,
2015; ORES; AMARANTE; KALIL, 2016; PRABUTHAS et al., 2011); ja o método de
congelamento e descongelamento proporcionou rendimento de extracdo de 86,3 mg-g! e
pureza de 1,32 (SINGH; KUDDUS; THOMAS, 2010); e a extrag@o assistida por micro-ondas
também proporcionou rendimento de extracdo de 56,7 mg-g™! e pureza de 1,27 (AFTARI et

al., 2015).
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O grande desafio € utilizar um método de ruptura celular e extracdo que ndo
acarrete em perdas no rendimento de extracdo de C-FC, porém permita que a pureza do
extrato seja superior a 0,7. A comercializacdo da C-FC € em fun¢do do grau de pureza, sendo
que grau de pureza acima de 0,7 € utilizada como corante em alimentos e pureza acima de 1,5
€ utilizada como corante em cosméticos.

Neste contexto, para se obter maior rendimento de extracdo de C-FC, é necessario
utilizar primeiramente a biomassa imida (SARADA; PILLAI; RAVISHANKAR, 1999); e
para maior grau de pureza do extrato € preciso utilizar um método de ruptura celular que
proporcione aumento na porosidade ou desestabilizacdo da parede celular, e evitar técnicas
que resultem na producdo de fragmentos celulares.

O aumento da porosidade ou a desestabilizacio da parede celular de micro-
organismos geralmente € realizado pela utilizagdo de solventes, tais como: cloroférmio
(FLORES; VOGET; ERTOLA, 1994), tolueno (FLORES; VOGET; ERTOLA, 1994), etanol
(DE FARIA et al., 2013; FENTON, 1982; FLORES; VOGET; ERTOLA, 1994; MANERA,
2010), isopropanol (FENTON, 1982; MANERA et al., 2010), butanol (MANERA, 2010),
metanol (FENTON, 1982) e os detergentes — Triton X-100, Tween 80, brometo de cetil-
trimetilamonio (MANERA, 2010). Recentemente, os liquidos i6nicos (LIs) tém sido
utilizados para aumentar a permeabilidade das células da microalga Haematococcus pluvialis
e posterior extragdo de astaxantina (DESAI et al., 2016). LIs sdo sais compostos por anions e
cations, e, diferentemente dos sais inorganicos, sdo liquidos em uma grande faixa de
temperatura.

Além disso, na area médica, o aumento da permeabilidade ou a desestabilizacao
da parede celular de bactérias patogénicas € requerido principalmente para melhorar a
eficiéncia de antibidticos, bactericidas e lisozimas (DELVES-BROUGHTON, 1993;
WOOLEY; JONES; SHOTTS, 1984). Para isso, utiliza-se o acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) diluido ou associado ao tris hidroximetil aminometano (tris) para bactérias
gram-negativas, como por exemplo: Escherichia coli (WOOLEY; JONES; SHOTTS, 1984),
Pseudomonas aeruginosa (WOOLEY; JONES; SHOTTS, 1984), Proteus vulgaris
(WOOLEY; JONES; SHOTTS, 1984) e Pseudomonas fluorescens (DELVES-
BROUGHTON, 1993).

No que diz respeito as células de Spirulina, até o presente momento, nao se tem
conhecimento de algum processo que extraia C-ficocianina a partir da biomassa tmida

utilizando LI e ou ainda EDTA como agentes de ruptura celular. Desta forma, este trabalho
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desenvolveu um processo inovador de extracdo seletiva de C-ficocianina a partir da biomassa

umida de Spirulina platensis utilizando liquido i0nico e agente quelante — EDTA.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICRO-ORGANISMO E CULTIVO

A cianobactéria Spirulina platensis LEB-52, gentilmente cedida pelo Laboratdrio
de Engenharia Bioquimica da Escola de Quimica e Alimentos da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG), foi utilizada para obtenc¢do de C-ficocianina. Para o preparo do indculo,
cultivo e manutencdo da microalga foi utilizado o meio Zarrouk composto por (g-L):
NaHCOs3 (16,8); KoHPO4 (0,5); NaNOs (2,5); K2SO4 (1,0); NaCl (1,0); MgS04.7H20 (0,2);
CaClz (0,04); FeS04.7H20 (0,01); EDTA (0,08); 1 mL da solugdo A5 e 1 mL da solugdo B6.
A solugdo A5 foi composta por (g-L1): H3BO;3 (2,86); MnCl,.4H,0 (1,81); ZnSO4.7H>0
(0,222); CuS04.5H>0 (0,079) e NaMo0O4.2H,0 (0,018). A solucdo B6 foi composta por
(g-L1): NH4V O3 (0,0230); KCr(SO4)2.12H>0 (0,1920); NiSO4.6H>0 (0,0448); Na;WO4.2H,0
(0,0179); TiO2 (0,040) e Co(NO3)2.6H20 (0,0440) (REINEHR; COSTA, 2006; ZARROUK,
1966).

A cianobactéria foi cultivada no modo descontinuo em Erlenmeyer de 2 L
(volume util de 1,8 L), sendo adicionado 20% (v/v) de inéculo com concentracdo inicial de
0,75 g-L'!. O meio de cultivo utilizado foi o Zarrouk 100%. As condi¢des de cultivo utilizadas
foram conforme propostas por Ores (2014). A cianobactéria foi incubada a 25 °C e a agitagcao
foi realizada por injecdo constante de ar estéril (0,5 vvm). A iluminancia foi promovida por
lampadas fluorescente do tipo daylight (40,5 uE-m2-s') com fotoperiodo fixado em 12 h
claro e 12 h escuro. Conforme reportado no Artigo 2, ao longo do cultivo (entre 21 a 74 d de
cultivo) foram retiradas amostras de biomassa para os ensaios de extracdo. A biomassa de
Spirulina foi recuperada por filtragdo em membrana de acetato de celulose com porosidade de

0,45 um (Sartorius Stedim Biotech, Alemanha).
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2.2 EXTRACAO DE C-FICOCIANINA

2.2.1 Concentracao do agente de ruptura celular: liquido i6nico

Primeiramente, diferentes concentracdes do agente de ruptura celular foram
estudadas. O agente de ruptura celular foi composto por 10, 30, 50 e 70% (m/m) do liquido
idnico acetato de trietilamonio (CsHi9NO2) em tampio tris-SOs (pH 7,4 ¢ 50 mmol-L!). O
liquido i6nico acetato de trietilamdnio foi utilizado com base no trabalho de Attri, Venkatesu
e Kumar (2011).

A biomassa foi ressuspendida no agente de ruptura celular (concentracdo de
1,66 mgbiomassamL!). A suspensdo foi agitada por 30 s em vortex e incubada por 5 min. Apds,
a suspensao foi filtrada em membrana de acetato de celulose com porosidade de 0,45 um
(Sartorius Stedim Biotech, Alemanha) para recuperacdo da biomassa, e esta foi ressuspendida
no agente extrator (tampdo tris-SOs pH 7,4 e 50 mmol-L') com concentracio de
0,5 MghiomassasmL'. O processo de ruptura celular e extracio foram realizados a 25 °C
(MORAES; BURKERT; KALIL, 2010). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

No ensaio controle, a biomassa foi ressuspendida diretamente em tampao tris-HCI
(pH 8,3 ¢ 20 mmol.L") com concentragio de 0,5 mghiomassamL! € a extracdo assistida por
ultrassom (ORES; AMARANTE; KALIL, 2016) foi realizada utilizando o homogeneizador
Sonic Ruptor 250 (Omni International Inc., Estados Unidos da América) com frequéncia de
20 kHz (poténcia de 60 W). Durante o tratamento ultrassonico, a amostra foi mantida a 4 °C,
e o tempo de ruptura celular foi de 12 min.

A concentracdo de C-FC, rendimento de extracdo e pureza do extrato foram
determinados no periodo de 0 a 48 h de extracdo. Antes da leitura das absorvancias, as
amostras foram centrifugadas (4757 xg, 10 °C e 20 min) para separacdo das células e/ou

fragmentos celulares.

2.2.2 Composicao do agente de ruptura celular e extrator

Apos a definicdo da concentracdo do LI, ensaios foram realizados para verificar a
influéncia da composi¢cdo do agente de ruptura celular e agente extrator (Tabela 1) no
processo de extragdo de C-FC. A molaridade e o pH dos tampdes (tris-SO4 e fosfato de sddio)

foram de 50 mM e pH 7,4, respectivamente.
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Nos Ensaios 1, 3 e 5, a biomassa foi ressuspendida no agente de ruptura celular
(concentragdo de 1,66 mgpiomassa-mL ). A suspensio foi agitada por 30 s em vértex e incubada
por 5 min. Apds, a suspensao foi filtrada em membrana de acetato de celulose com porosidade
de 0,45 pum (Sartorius Stedim Biotech, Alemanha) para recuperacdo da biomassa e esta foi
ressuspendida no agente extrator com concentracio de 0,5 mghiomassa-mL . Nos ensaios 2, 4 e
6, a biomassa foi ressuspendida diretamente no agente extrator com concentragdo de
0,5 mghiomassasmL!. Os processos de ruptura celular e extracdo foram realizados a 25 °C

(MORAES; BURKERT; KALIL, 2010). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Tabela 1 — Composicao do agente de ruptura celular e agente extrator no processo de
extragdo seletiva de C-FC de Spirulina platensis.

Ensaio Composiciao agente de ruptura celular Agente extrator

10% (m/m) de acetato de trietilamonio em

! tampao tris-SO4

Tampao tris-SO4

2 - Tampao tris-SO4
o e
3 10% (m/m) de~acetat0 de trlefllgmomo em Tampio fosfato de sédio
tampao fosfato de sddio
4 - Tampao fosfato de sddio
. L o1 . -1
5 EDTA dlSSOdlC? (3,.75 mg-mL™") em Tampio tris-SOx
tampao tris-SO4

6 3 EDTA dissédico (3,75 mg-mL!) em
tampao tris-SO4

7 Controle — Ultrassom

O ensaio controle foi realizado conforme descrito no item 2.2.1. A concentracao
de C-FC, rendimento de extragdo e pureza do extrato foram determinados no periodo de O a
48 h de extracdo. Também foram realizados espectros de absorcdo na faixa espectral de 280 a
800 nm utilizando o espectrofotdmetro UV-visivel (Shimadzu UV-1800, Japdao). Antes da
leitura das absorvancias, as amostras foram centrifugadas para separacdo das células e/ou

fragmentos celulares.

2.3 METODOS ANALITICOS

2.3.1 Concentracao, rendimento de extracao e pureza de C-ficocianina

A concentracdo de C-ficocianina (C-FC, mg-mL'l, Equacdo 1) foi calculada como

descrito por Bennett e Bogorad (1973) com pequena modificagdo no comprimento de onda. O
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rendimento de extragio de C-FC (mg:g 'biomassa) foi calculado conforme a Equagdo 2
(SILVEIRA et al., 2007), onde CB ¢ a concentracido de biomassa (mg-mL'l).

A pureza do extrato de C-ficocianina (PE) foi calcula conforme a Equacdo 3, onde
a absorvancia a 620 nm (Aeo) indica a concentracdo de C-ficocianina e a absorvancia a
280 nm (Axgo) indica a concentragcdo de proteina total na solucdo. As leituras de absorvancia
(A) a 620, 652 e 280 nm foram realizadas em espectrofotometro UV-visivel (Shimadzu UV-
1800, Japao).

(Agy -0,474[Ags,)

C-FC= 1
5,34 M
Rendimento de C-FC = CIC (1000 2)
CB
PE = As 3)
Angp

2.3.2 Concentracio de biomassa

A concentracdo de biomassa foi determinada por leitura da densidade Optica a
670 nm (COSTA et al., 2002) e conversdo para biomassa seca através de uma curva padrao
previamente preparada (Apéndice 2). Para construcdo da curva padrdo, as células foram
coletadas por centrifugagao (4757 Xg, 30 min, 4 °C), lavadas com &4gua destilada e
ressuspendidas com d4gua destilada para leitura da absorvancia. Para determinacdo da
biomassa seca as células lavadas com &4gua destilada foram secas a 105 °C até massa

constante.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata sendo realizado andlise de
varidncia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey, a fim de verificar diferencas significativas

entre as condi¢des estudadas, considerando um nivel de confianca de 95%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CONCENTRACAO DO LIQUIDO IONICO NA EXTRACAO SELETIVA DE C-FC

O LI acetato de trietilamdnio foi escolhido com base no trabalho de Attri,
Venkatesu e Kumar (2011), a estabilidade da enzima a-quimotripsina em diferentes familias
de LIs baseados em sais de amonio, de imidazolio e de fosfonio foi avaliada. Dentre os LIs
testados, o acetato de trietilamdnio apresentou os melhores resultados para estabilizar a
a-quimotripsina. Somando-se a isso, os LIs baseados em sais de amodnio sdo mais econdmicos
do que os baseados no imidazolio e fosfonio. Os resultados obtidos para a extracdo de
C-ficocianina de Spirulina platensis estdo apresentados na Figura 1.

O rendimento de extracdo e a pureza de C-FC do ensaio controle — extracdo
assistida por ultrassom, em O h, foi de 227,7 mg: g'1 e 0,66, respectivamente. O rendimento de
extracdo diminuiu ao longo do tempo de extragdo quando o ultrassom foi aplicado, atingindo
rendimento de extracdo de 198,9 mg-g™! 48 h apés a ruptura celular, enquanto que a pureza do
extrato se manteve constante. Isso provavelmente se deve a desnaturacdao desta biomolécula
por outros compostos que sdo simultaneamente extraidos, uma vez que a extragcdo assistida
por ultrassom nao € seletiva.

Na biomassa tratada com LI, a liberacdo da C-FC ndo é imediata (tempo O h),
sendo necessario um tempo adicional para a liberacdo desta biomolécula (Figura 1). Quando
as células de Artrospira platensis foram tratadas com campos elétricos pulsados (CEP), a
C-FC foi liberada ap6s 150 min do tratamento (MARTfNEZ et al., 2016). Os autores atribuem
este comportamento a massa molar da C-FC e ao tamanho do poro formado pelo CEP,
compostos de baixa massa molar podem atravessar a membrana citoplasmatica imediatamente
ap6s a formagdo do poro, enquanto que as moléculas com maior massa molar podem exigir
que os poros criados pelo CEP se ampliem com o passar do tempo.

Nos ensaios em que a biomassa foi tratada com LI, o rendimento de extracdo e a
pureza da C-FC permaneceram constantes no periodo de 24 a 48 h ap6s a ruptura celular. O
maior diferencial durante a extragdo de C-FC com LI foi no grau de pureza, o qual foi
superior ao ultrassom. A maior pureza do extrato de C-FC foi obtida quando as células foram
tratadas com a menor concentracdo do LI (10% m/m) em 24 e 48 h, sendo esta de 1,10 e 1,14,
respectivamente. Neste ensaio, os rendimentos de extracdo de C-FC foram de 184,9 mg-g' e

189,4 mg-g ! em 24 e 48 h, respectivamente, o que corresponde cerca de 80% do rendimento
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de extracdo do ultrassom (24 h), no entanto o ganho em pureza é de cerca de 66% (24 h).

Assim, os proximos ensaios foram realizados com concentracdo do LI de 10% (m/m).

Figura 1 — (a) Rendimento de extraciio (mg-g!) e (b) pureza de C-ficocianina extraida com
diferentes concentragdes do LI acetato de trietilamdnio em tampao tris-SO4. Letras iguais

indicam que nao ha diferenca significativa entre as médias (Teste Tukey, p > 0,05).
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3.2 COMPOSICAO DO AGENTE DE RUPTURA CELULAR E AGENTE EXTRATOR

Os processos descritos na literatura utilizam métodos mecanicos/fisicos
(MARTINEZ et al., 2016; MORAES; BURKERT; KALIL, 2010; MORAES et al., 2011b;
ORES; AMARANTE; KALIL, 2016; SARADA; PILLAI;, RAVISHANKAR, 1999;
SILVEIRA et al., 2007) ou enzimaticos (CHAUHAN; KOTHARI; RAMAMURTHY, 1994)
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para romper a parede celular da cianobactéria Spirulina. Nestes processos, a C-FC € extraida
em solugdes aquosas, como por exemplo, tampdo tris-HCI (pH 8,3 e 20 mmol-L!) (ORES;
AMARANTE; KALIL, 2016), tampao fosfato de sédio (pH 6,8-7,0 e 10-50 mmol-L1)
(CHAUHAN; KOTHARI; RAMAMURTHY, 1994; SARADA; PILLAI; RAVISHANKAR,
1999; SILVEIRA et al., 2007) e 4gua (MARTfNEZ et al., 2016; MORAES; BURKERT;
KALIL, 2010; MORAES et al., 2011b; SILVEIRA et al., 2007). Nao foram encontrados
relatos na literatura que reportem o uso de tampao tris-SO4 para extrair C-FC, como os
resultados obtidos neste trabalho foram promissores com este tampao, optou-se por manté-lo,
e em adicdo, a extragdo foi avaliada com o tampao fosfato de sédio. Os tampdes utilizados na
composi¢ao do agente de ruptura celular e extrator foram fosfato de sodio e tris-SO4, ambos
com pH de 7,4 e molaridade de 50 mmol-L™'. O perfil de extracio e a pureza de C-FC obtida
através do tratamento das células de S. platensis utilizando diferentes composi¢cdes do agente
de ruptura celular e agente extrator estd apresentado na Figura 2. Na Figura 3 estdo
apresentados os respectivos espectros de absorcao.

O ensaio controle — extragdo assistida por ultrassom — em 0 h proporcionou o
maior rendimento de extracdo de C-ficocianina de 173,5 + 4,60 mg-g! (Figura 2a), e grau de
pureza de 0,52 + 0,01 (Figura 2b). O rendimento de extracdo e a pureza do ensaio controle
apresentaram comportamento similar ao ensaio anterior (Figura 1), ambas respostas
diminuiram ao longo do tempo de extracdo. Conforme dito anteriormente, a extracdo assistida
por ultrassom nao € seletiva, podendo ser confirmado pelo espectro de absor¢do na regido do
ultravioleta-visivel (Figura 3f), no qual outros compostos, além da C-FC (Amax = 620 nm), s@o
extraidos em 0, 12, 24, 36 e 48 h. A concentragdo de C-FC diminui ao longo do tempo de
extracdo (A = 620 nm), enquanto que a concentracdo de proteina permanece constante
(A =280 nm), conforme pode ser observado na Figura 3f.

Chauhan, Kothari e Ramamurthy (1994) ao extrair C-FC de Spirulina utilizando a
homogeneizacdo ultrassOonica também verificaram que este método proporciona alta
recuperagdo de C-FC e baixa pureza. Estes autores sugerem que a baixa pureza do extrato de
C-FC € devido a ruptura excessiva das cé€lulas, liberando outras proteinas celulares.

Para verificar a influéncia do tampdo na extracdo seletiva de C-FC foram
realizados os Ensaios 2 e 4, sem a presenca do LI (Figura 2). As células quando expostas ao
agente extrator tampdo fosfato de s6dio nao liberaram C-FC durante as 48 h de extragcdo
(Ensaio 4). E quando expostas ao tampao tris-SOs (Ensaio 2), nos tempos avaliados, a
primeira deteccdo de C-FC foi em 48 h, com rendimento de extracdo de 35,1 mg-g”' e pureza

de extrato de 0,65.
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Figura 2 — (a) Rendimento de extracdo (mg-g!) e (b) pureza de C-ficocianina extraida com
diferentes composicdes do agente de ruptura celular e agente extrator.
Ensaio 1: 10% (m/m) de LI em tampao tris-SOs + tampao tris-SO4; Ensaio 2: tampao tris-
SOy; Ensaio 3: 10% (m/m) de acet
ato de trietilamodnio em tampao fosfato de sédio + tampao fosfato de sodio; Ensaio 5: EDTA
dissédico (3,75 mg-mL') em tampdo tris-SO4 + tampdo tris-SO4; Ensaio 6: EDTA dissédico
(3,75 mg-mL‘l) em tampao tris-SO4; Ensaio 7: controle — ultrassom.
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Quando as células foram tratadas na presenca do LI em tampao (Figura 2a,
Ensaios 1 e 3) a primeira deteccdo de C-FC, nos tempos avaliados, foi em 12 e
24 h utilizando o tampao tris-SO4 e fosfato de sodio, respectivamente. A liberacdo de C-FC
quando as células foram tratadas com LI — acetato de trietilamdnio — em tampao tris-SO4
(Ensaio 1) aumentou gradativamente até 24 h, permanecendo praticamente constante apds
este periodo; e a pureza do extrato permanece praticamente constante, variando entre
0,82 — 0,91 no periodo de 12 a 48 h. O espectro de absor¢do (Figura 3a) mostra que no

periodo de 12 a 48 h a absor¢do de C-ficocianina (A=620 nm) e de proteinas (A=280 nm) nao
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se alterou, no entanto com o passar do tempo outros compostos ndo proteicos na faixa

espectral de 300 a 500 nm foram extraidos.

Figura 3 — Espectros de absor¢do na regido ultravioleta-visivel da C-ficocianina obtida em 0,
12, 24, 36 e 48 h. (a) Ensaio 1: 10% (m/m) de LI em tampao tris-SO4 + tampao tris-SOs; (b)
Ensaio 2: tampao tris-SO4; (¢) Ensaio 3: 10% (m/m) de acetato de trietilamonio em tampao

fosfato de sodio + tampao fosfato de sddio; (d) Ensaio 5: EDTA dissédico (3,75 mg-mL‘l) em

tampao tris-SO4 + tampdo tris-SO4; (e) Ensaio 6: EDTA dissédico (3,75 mg-mL!) em tampao
tris-SOy4; (f) Ensaio 7: controle — ultrassom.
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O rendimento de extracdo e a pureza do extrato de C-FC quando as células foram

tratadas com acetato de trietilamonio em tampao fosfato de soédio (Figura 2, Ensaio 3)

aumentou gradativamente a partir de 24 até 48 h. Este fato pode ser também observado no
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espectro de absorc@o a 620 nm (Figura 3c). O rendimento de extragdo e a pureza de C-FC em
48 h foram de 126,4 mg: g'1 e 0,76, respectivamente.

Os cations de LIs sdo estruturas organicas com pouca simetria geralmente
baseados em imidazoélio, piridinio, fosfonio e amdnio. A utiliza¢do de LIs para a extragdo de
biocompostos € descrita na literatura (CHOI et al., 2014; DESAI et al., 2016). Desai et al.
(2016) aplicaram diferentes LIs baseados nos cations imidazdlio, fosfébnio e amodnio na
permeabilizacdo celular de Haematococcus pluvialis e simultanea extragdo de astaxantina. A
eficiéncia da permeabilizagdo celular foi medida pela extragdo de astaxantina. Os Lls
baseados no cation imidazdlio foram os mais eficientes para a permeabilizacdo celular e
consequente extracdo da astaxantina. Estes autores atribuem a permeabilizagdo da parede
celular devido a uma possivel interagdo entre os polissacarideos presentes na parede celular e
o LI. Choi et al. (2014) estudaram diferentes misturas de LIs (total de 12 LIs), todos baseados
no cétion imidazolio, para extrair lipidios da biomassa de Chlorella vulgaris. O aumento da
desestabilizacdo ou permeabilidade da parede celular de Chlorella vulgaris foi atribuida aos
ions dos LI, os quais afetam as ligacdes hidrogénio da parede celular das microalgas
modificando a estrutura da parede celular.

No presente trabalho, foi realizado um ensaio com acetato de trietilamoénio 10%
(m/m) em agua destilada (dados ndo mostrados) para extragdo de C-FC, e a extracdo foi
menor do que 5,9 mg-g ! apés 48 h. Desta forma, hd um efeito sinérgico entre o tamp@o (tris-
SO4 ou fosfato de s6dio) e o LI para a desestabilizacdo da parede celular da cianobactéria,
liberando a C-ficocianina.

Silveira et al. (2007) estudaram diferentes solventes (dgua destilada; tampdo
fosfato de s6dio 10 mmol-L! e pH 7,0; tampdo acetato de sédio 10 mmol-L! e pH 5; cloreto
de sédio 0,15 mmol-L'!; e cloreto de cilcio 10 g-L') para a extracio de C-FC a partir
biomassa seca de S. platensis LEB-52. As maiores concentra¢des de C-FC (mg-mL™") foram
obtidas em 24 e 48 h apds a extragdo utilizando o tampao fosfato de sédio, e em 72 h
utilizando 4gua. Na literatura ndo sdo encontrados trabalhos que utilizem o tampao tris-SOg4
para extracdo de C-FC. No entanto, neste trabalho, para a extracdo seletiva de C-FC a partir
da biomassa umida de S. platensis LEB-52, o tampao tris-SOs promoveu maiores rendimentos
de extragdo e pureza de extrato quando comparado ao tampao fosfato de sédio.

O anion acetato forma ligacdes de hidrogénio forte com grupos hidroxil (VERMA
et al., 2008). Dessa forma, € provavel que o acetato de trietilamonio associado ao tampao tris-
SO4 por ligacdes de hidrogénio desestabilize a parede celular da cianobactéria Spirulina,

permitindo a liberagdo de C-ficocianina com grau de pureza alimentar.
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Alguns estudos tém demonstrado que o 4acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) aumenta a permeabilidade ou ainda desestabiliza a parede celular de bactérias Gram-
negativas (DELVES-BROUGHTON, 1993; WOOLEY; JONES; SHOTTS, 1984). Desta
forma, os Ensaios 5 e 6 foram realizados, as células foram tratadas com EDTA em tampao
tris-SO4. A C-FC ¢ liberada gradativamente (Ensaio 5) até 36 h apds ruptura celular, apds este
periodo permanece constante, atingindo rendimentos de extracdo de 153,0, 166,1 e
163,4 mg-g! em 24, 36 e 48 h, respectivamente. A pureza do extrato (Ensaio 5) aumenta
gradativamente até 24 h, sendo esta de 1,02, e ap6s diminui lentamente atingindo 0,89 em
48 h de extracdo. Na Figura 3d € possivel verificar que o incremento na extragdo de C-FC
(A=620 nm) e de proteinas (A= 280 nm) no periodo de 12 h para 24 h. No ensaio 6, as células
permaneceram em contato com o tampao tris-SO4 contendo EDTA, a liberacdo da C-FC
ocorreu apds 36 h de extragdo, sendo os rendimentos de extragdo e a pureza bem inferiores
aqueles obtidos no Ensaio 5. A presenca do EDTA (Ensaio 6) pode inibir e ou desnaturar a
C-FC.

A concentracdo de EDTA teve como base o trabalho de Wong, Nguyen e Franz
(2014). Estes autores verificaram que quando as células de Tetraselmis suecica foram tratadas
com 3,75 mg-mL"! de EDTA ocorreu um aumento significativo na intensidade fluorescente de
Nile red para quantificagdo intracelular de lipidios.

O EDTA age como quelante, removendo os fons Mg>* e Ca*? da parede celular de
células Gram-negativas, permitindo a libera¢ao dos fosfolipidios e das lipoproteinas. A perda
destas duas substancias desestabiliza a parede celular (DELVES-BROUGHTON, 1993). O
tampao tris exerce um efeito sinérgico na presenca do EDTA. O EDTA diluido ou associado
ao tris hidroximetil aminometano (tris) € utilizado para aumentar a desestabilizacdo da parede
celular de bactérias Gram-negativas (DELVES-BROUGHTON, 1993; WOOLEY; JONES;
SHOTTS, 1984). O EDTA danifica a superficie celular das bactérias Gram-negativas,
enquanto que o tampao tris aumenta o efeito do EDTA (WOOLEY; JONES; SHOTTS, 1984).

Os métodos de ruptura celular e extragdo de C-FC a partir de Spirulina platensis
LEB-52 descritos na literatura apresentam pureza maxima de 0,60 (MORAES; BURKERT;
KALIL, 2010; SILVEIRA et al., 2007). Quando esta biomolécula foi purificada por técnicas
de baixa resolugdo apresentou pureza de extrato inferior a 1,0 — precipitacdo com sulfato de
amonio sem didlise: pureza de 0,88 (SILVA et al., 2009); sistema aquoso bifasico: pureza de
0,79 (ANTELO et al., 2010); e diafiltracao/ultrafiltracao pureza de 0,95 (FIGUEIRA, 2014).
Extrato de C-FC com grau de pureza acima de 1,0 foi obtido somente quando utilizado uma

sequéncia de técnicas de purificagdo e/ou técnicas de alta resolugdo, como por exemplo,
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precipitacdo fracionada com sulfato de amonio (0-20%/20-50% de saturac@o) seguido de
dialise e cromatografia de troca idnica (MORAES; KALIL, 2009) ou quando purificada por
cromatografia de troca ionica em leito expandido na presenca de células (MORAES et al.,
2015).

Desta forma, o LI pode ser substituido pelo EDTA para a extracdo seletiva de
C-FC. Do ponto de vista econdmico, esta substituicdo € vantajosa uma vez que o EDTA € em
média 22 vezes mais econdmico do que o acetato de trietilamonio. Comparando o Ensaio 5
(Figura 2) utilizando o EDTA ap6s 24 h da ruptura celular, foi possivel obter C-FC com
pureza cerca de 2 vezes superior, € com uma perda no rendimento de extracdo de apenas 12%
quando comparada ao ultrassom em 0 h.

Nos Estados Unidos da América, existe um cddigo chamado de Code Federal
Regulations (CFR) o qual regulamenta o uso de aditivos corantes isentos de certificacdes
(Titulo 21, Capitulo 1, Subcapitulo A, Parte 73), além de permitir o uso de ficocianina em
confeitos (incluindo doces e goma de mascar), glace, sorvetes e sobremesas congeladas,
revestimento e coberturas de sobremesas, mistura e pé de bebidas, iogurtes, cremes, pudins,
queijo cottage, gelatina, farinha de rosca, cereais prontos pra comer (excluindo os cereais
extrusados), e formulacdes de revestimento aplicadas a céapsulas e comprimidos de
suplementos dietéticos, permite que a ficocianina esteja diluida em EDTA (dissddico) sem
ultrapassar a concentragdo de EDTA de 1% (em massa do diluente). Estas informacdes foram
retiradas do e-CFR, disponivel em http://www.ecfr.gov, o qual teve sua atualizacdo em 23 de

marco de 2017.

A extracdo de C-FC utilizando EDTA ou LI como agente de ruptura celular é
seletiva quando comparada com o ultrassom, conforme pode ser verificado nos espectros de
absor¢ao dos Ensaios 1, 5 e 7 (Figuras 3a, 3d e 3f). Além disso, o extrato extraido utilizando-
se o LI ou EDTA apresenta coloragdo azul em contraste com aquele extraido pelo ultrassom
que apresenta coloracdo verde, conforme a Figura 4. A presenca de coloracdo verde nos
extratos microalgais também € relatada por Gerde et al. (2012) e Safi et al. (2014), em que
lipidios e proteinas, respectivamente, foram extraidos de diferentes microalgas utilizando o
ultrassom. Estes autores atribuem este fenomeno a clorofila — um pigmento hidrofébico, que é
liberado durante a extracdo celular e permanece mesmo depois do processo de centrifugagdo.
Cabe ressaltar que o ultrassom apresenta outras aplicacdes além da extracdo, como por
exemplo, a homogeneizacao de sdlidos em meio liquido e emulsificacdo de fases imisciveis
(LIN; CHEN, 2006). Neste sentido, pode ter ocorrido a formacdo de estruturas micelares de

clorofila no meio aquoso (SAFI et al., 2014), ou ainda alguns fragmentos celulares contendo
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clorofila podem ter sido reduzidos em tamanho pelo ultrassom e estes ndo precipitaram no

pellet ap6s a centrifugagdo (GERDE et al., 2012).

Figura 4 — C-ficocianina extraida com diferentes composicdes do agente de ruptura celular e
agente extrator em 48 h. Ensaio 1: 10% (m/m) de LI em tampdo tris-SO4 + tampao tris-SOq;
Ensaio 2: tampao tris-SO4; Ensaio 3: 10% (m/m) de acetato de trietilam6nio em tampao
fosfato de sddio + tampao fosfato de sddio; Ensaio 5: EDTA dissddico (3,75 mg-mL‘l) em
tampao tris-SO4 + tampdo tris-SO4; Ensaio 6: EDTA dissédico (3,75 mg-mL ') em tampio
tris-SOq; Ensaio 7: controle — ultrassom.

_ Ensaio 3 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7

A melhor condicao pré-estabelecida para extrair C-FC a partir da biomassa umida
de Spirulina platensis LEB-52 utilizando EDTA foi: concentracio do EDTA de 3,75 mg.mL"!
em tampao tris-SO4 50 mM e pH 7,4; concentragdo de biomassa no agente de ruptura celular
de 1,66 mg-mL‘I; concentracdo de biomassa no agente extrator de 0,5 mg-mL‘l; tempo de
contato de 5 min da biomassa com o agente de ruptura celular; e temperatura do processo de
extracdo de 25 °C. Assim, os proximos estudos devem avaliar as condicdes de extragdao, como
temperatura e agitagdo do processo, concentracao de biomassa no agente de ruptura celular e
tempo de contato da biomassa com o agente de ruptura celular, concentracdo de biomassa no

agente extrator, concentracdo de EDTA, entre outros fatores.

4 CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel extrair C-FC com grau de pureza alimentar (> 0,7)
utilizando como agente de ruptura celular o LI acetato de trietilamdnio (10% m/m) ou o
agente quelante EDTA (3,75 mg-mL™") diluidos em tampdo tris-SO4 (pH 7,4 ¢ 50 mM).
Ambos agentes de ruptura celular podem ser utilizados para a extragdo seletiva de C-FC, no
entanto por uma questdo econdmica, optou-se pelo EDTA. Quando as células de Spirulina

platensis foram tratadas com EDTA, foi possivel obter em 24 h de extracao, C-FC com pureza
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de 1,01 e rendimento de extracdo de 153,0 mg: g'l. Dessa forma, este trabalho inova ao
apresentar um processo no qual é possivel obter C-FC com grau de pureza alimentar (> 0,70),
podendo assim ser extraida e aplicada na industria de alimentos como corante natural azul

sem processos prévios de purificagdo.
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EXTRACAO SELETIVA DE C-FICOCIANINA COM GRAU DE PUREZA
ALIMENTAR

RESUMO

C-ficocianina, um pigmento azul, extraida de Spirulina platensis tem sido utilizada como
corante em alimentos e em cosméticos, e devido as suas propriedades também tem sido
utilizada em pesquisas biotecnoldgicas, em farmacos e na area médica. O custo e a aplicagdao
da C-ficocianina é dependente do seu grau de pureza. Neste contexto, a influéncia de seis
varidveis (concentracdo de EDTA, concentracdo de biomassa no agente de ruptura celular e
extrator, tempo de contato com o agente de ruptura celular, agitacdo e temperatura do
processo de extracdo) do processo de ruptura celular e extragdo de C-FC foram avaliadas
através de um delineamento fatorial fracionado 2°2, a fim de obter este biocomposto com
maior grau de pureza e maior rendimento de extragdo. A temperatura do processo de extracao
afetou significativamente a extracdo de C-FC, em termos de pureza e rendimento de extragao,
enquanto que as demais varidveis ndo exerceram influéncia significativa. A melhor condi¢ao
para obter C-ficocianina a partir da biomassa umida de Spirulina platensis LEB-52 foi
concentracdo de EDTA de 1,0 mg-mL'l, concentracdo de biomassa no agente de ruptura
celular de 1,5 mg'mL‘l, concentracdo de biomassa no agente extrator de 0,5 mg'mL‘l, tempo
de contato com o agente de ruptura celular de 1 min, sem agitacdo e temperatura do processo
de extracdo de 25 °C. Nestas condicdes, foi possivel obter C-FC com grau de pureza de 1,0,
rendimento de extracdo de 129,0 mg-g!' e concentracio de 0,071 mg-mL"', podendo ser
utilizada como corante em alimentos sem processos de purificacdo. Por fim, neste extrato foi
aplicado a ultrafiltracdo, a C-FC foi concentrada cerca de 8,8 vezes (0,625 mg-mL'l),
apresentou grau de pureza de 1,6 e recuperacdo de 93,4%. Com uma simples etapa de
ultrafiltracdo foi possivel obter C-FC com grau de pureza para ser utilizada como corante em
cosméticos.

Palavras-chave: Pureza alimentar. Corante. Cianobactéria. Spirulina. Ultrafiltracao.
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1 INTRODUCAO

Nos dltimos anos, a preocupagao do consumidor em relagdo a saide e questdes de
seguranca sobre o uso de corantes sintéticos em alimentos tem aumentado. A Food and Drug
Administration (FDA) nos Estados Unidos da América e a European Food Safety Authority
(AFSA) na Europa tém restringido o uso de corantes sintéticos em alimentos, produtos de
confeitaria e bebidas, por conta da sua associacdo confirmada ou suspeita com o aumento do
desenvolvimento do cancer ou a induc¢do de reacdes alérgicas. Por estas razdes, outros
corantes estdo em estudo e provisoriamente permitidos. A tendéncia na industria de alimentos
€ ir progressivamente no sentido da utilizac@o de aditivos naturais. Entre as diferentes cores, a
industria de confeitos e bebidas tem uma alta demanda em corantes azuis, no entanto, eles niao
sdo comuns na natureza levando assim a utilizacao de sintéticos. A industria de alimentos esta
expressando um crescente interesse na busca por corantes naturais azuis (MARTELLI et al.,
2014). Assim, o uso de C-ficocianina (C-FC), um pigmento fotossintético acessorio azul,
como corante natural na industria de alimentos e cosméticos € atrativo (ARAD; YARON,
1992; KUDDUS et al., 2013).

C-ficocianina € uma ficobiliproteina presente em cianobactérias, como por
exemplo, a Spirulina. O contetido intracelular de C-FC na Spirulina pode chegar até 20% da
fracdo proteica (COHEN, 1997). Estudos tém mostrado que a C-ficocianina possui
propriedades anticarcinogénicas (GANTAR; DHANDAYUTHAPANI; RATHINAVELU,
2012), antioxidantes (THANGAM et al., 2013), hepatoprotetora (NAGARAIJ et al., 2012),
anti-inflamatoria (GONZALEZ et al., 1999), antihipertensiva (ICHIMURA et al., 2013), entre
outras.

Para obtencdo deste biocomposto, é preciso romper a célula para posterior
extracdo. Os processos de ruptura celular que sdo descritos na literatura para obtencdo de
C-FC de Spirulina (AFTARI et al., 2015; MORAES; BURKERT; KALIL, 2010; MORAES et
al.,2011B; ORES; AMARANTE; KALIL, 2016; PRABUTHAS et al., 2011; SILVEIRA et al.,
2007) nao atuam de forma seletiva na ruptura celular e extracdo de C-FC, além do baixo
rendimento de extracdo, o extrato de C-FC apresenta pureza em geral inferior a 0,7. Para
utilizar a C-FC como corante natural em alimentos, € necessario um grau de pureza superior a
0,7 (PATIL et al., 2006). Dessa forma, se a C-FC obtida apresentar pureza inferior a 0,7 é
necessario purifica-la até atingir grau de pureza alimentar, encarecendo dessa forma o custo

de obtencao.
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Neste contexto, a obtencdo deste biocomposto de forma simples, econdmica e
seletiva € de grande interesse ao setor industrial. A liberagdo seletiva de bioprodutos apresenta
beneficios: reduz a liberagao de proteinas contaminantes, assim aumenta a capacidade de
adsor¢do durante a cromatografia; e evita a micronizacdo dos fragmentos celulares com
concomitante beneficio nas etapas de clarificacdo e filtracio. Em conjunto, estas vantagens
tornam a recuperagdo seletiva do bioproduto durante a ruptura celular um dos meios mais
promissores para melhorar a economia do processo de obten¢do de produtos intracelulares
(BALASUNDARAM; HARRISON; BRACEWELL, 2009).

O presente estudo visou maximizar as condi¢des do processo de ruptura celular e
extracdo de C-FC, a fim de obter este biocomposto com maior grau de pureza e maior
rendimento de extracdo. Para tal, as varidveis concentracio de EDTA, concentragdo de
biomassa no agente de ruptura celular e extrator, tempo de contato com o agente de ruptura

celular, agitacdo e temperatura do processo de extracido foram avaliadas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICRO-ORGANISMO E CULTIVO

A cianobactéria Spirulina platensis LEB-52, gentilmente cedida pelo Laboratério
de Engenharia Bioquimica da Escola de Quimica e Alimentos da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG), foi utilizada para obteng¢do de C-ficocianina. Para o preparo do indculo,
cultivo e manutencio da microalga foi utilizado o meio Zarrouk composto por (g-L'):
NaHCOs3 (16,8); KoHPO4 (0,5); NaNOs (2,5); K2SO4 (1,0); NaCl (1,0); MgS04.7H20 (0,2);
CaCl; (0,04); FeSO4.7H20 (0,01); EDTA (0,08); 1 mL da solucdo A5 e 1 mL da soluciao B6.
A solucdo A5 foi composta por (g-L): H;BOs (2,86); MnCl..4H20 (1,81); ZnSO4.7H,0
(0,222); CuS04.5H>0 (0,079) e NaMo00O4.2H,0 (0,018). A solugdao B6 foi composta por
(gL' NHsVOs (0,0230); KCr(SO4)2.12H,0  (0,1920); NiSO4.6H20  (0,0448);
Na;WO04.2H20 (0,0179); TiO2 (0,040) e Co(NO3)2.6H,O (0,0440) (REINEHR; COSTA,
2006; ZARROUK, 1966).

A cianobactéria foi cultivada no modo descontinuo em Erlenmeyer de 2 L
(volume 1til de 1,8 L), sendo adicionado 20% (v/v) de inéculo com concentracio inicial de
0,75 g'L‘l. O meio de cultivo utilizado foi o Zarrouk 100%. As condi¢des de cultivo utilizadas
foram conforme propostas por Ores (2014). A cianobactéria foi incubada a 25 °C e a agitacao

foi realizada por injecdo constante de ar estéril (0,5 vvm). A iluminancia foi promovida por
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lampadas fluorescente do tipo daylight (40,5 uE-m™>s') com fotoperiodo fixado em 12 h
claro/escuro. Entre 21 d e 74 d de cultivo foram retiradas amostras de biomassa para os

ensaios de extracao.

2.2 MAXIMIZACAO DA EXTRACAO SELETIVA DE C-FICOCIANINA

2.2.1 Delineamento fatorial fracionado 262

A influéncia de 6 variaveis (Tabela 1) foi avaliada na extracdo seletiva de
C-ficocianina utilizando delineamento fatorial fracionado 2%2. Os niveis das varidveis
independentes foram escolhidos com base na melhor condi¢ao pré-estabelecida anteriormente
(Artigo 3) e com a literatura (MORAES; BURKERT; KALIL, 2010; SILVEIRA et al., 2007).
A matriz do delineamento fatorial fracionado estd apresentada na Tabela 2, totalizando

19 ensaios, incluindo 3 pontos centrais.

Tabela 1 — Varidveis independentes e seus niveis reais e codificados estudados no
delineamento fatorial fracionado 22,

Niveis
Variaveis independentes Unidade
-1 0 +1
X;: Concentragao de EDTA mg'mL‘1 1,00 3,75 6,50
X>: Concentragdo de biomassa no agente de ruptura meml? 1,50 225 3,00
celular
X3: Concentracdo de biomassa no agente extrator mg-mL! 0,50 1,75 3,00
X4: Tempo de contato da biomassa com agente de min 1 5.5 10
ruptura
Xs: Temperatura de extracdo °C 10 17,5 25
Xs: Agitagao durante a extracdo rpm 0 100 200

As células do meio de cultivo foram filtradas em membrana de acetato de celulose
com porosidade de 0,45 um (Sartorius Stedim Biotech, Alemanha) e ressuspendidas no agente
de ruptura celular EDTA diluido em tampdo tris-SO4 50 mM e pH 7,4. A suspensdo foi
agitada por 30 s em vortex e incubada a 25 °C pelo tempo pré-determinado. Apds, as células
foram recuperadas por filtracio em membrana de acetato de celulose com porosidade de
0,45 pm (Sartorius Stedim Biotech, Alemanha), e ressuspendidas no agente extrator (tampao

tris-SOs pH 7.4 e 50 mmol-L"). Durante a extracio, as amostras foram mantidas em
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incubadoras com ou sem agitagdo orbital conforme as condi¢des de agitagdo e de temperatura

de cada ensaio.

Tabela 2 — Matriz do delineamento fatorial fracionado 2°2, valores codificados e reais (entre

parénteses).
Ensaios X1 X2 X3 X4 Xs Xs
1 -1 (1,0) -1 (1,50) -1 (0,50) -1 (1) -1 (10) -1 (0)
2 +1 (6,5) -1 (1,50) -1 (0,50) -1 (1) +1 (25) -1 (0)
3 -1 (1,0) +1 (3,00) -1 (0,50) -1 (1) +1 (25) +1 (200)
4 +1 (6,5) +1 (3,00) -1 (0,50) -1 (1) -1 (10) +1 (200)
5 -1 (1,0) -1 (1,50) +1 (3,00) -1 (1) +1 (25) +1 (200)
6 +1 (6,5) -1 (1,50) +1 (3,00) -1 (1) -1 (10) +1 (200)
7 -1 (1,0) +1 (3,00) +1 (3,00) -1 (1) -1 (10) -1 (0)
8 +1 (6,5) +1 (3,00) +1 (3,00) -1 (1) +1 (25) -1 (0)
9 -1 (1,0) -1 (1,50) -1 (0,50) +1 (10) -1 (10) +1 (200)
10 +1 (6,5) -1 (1,50) -1 (0,50) +1 (10) +1 (25) +1 (200)
11 -1 (1,0) +1 (3,00) -1 (0,50) +1 (10) +1 (25) -1 (0)
12 +1 (6,5) +1 (3,00) -1 (0,50) +1 (10) -1 (10) -1 (0)
13 -1 (1,0) -1 (1,50) +1 (3,00) +1 (10) +1 (25) -1 (0)
14 +1 (6,5) -1 (1,50) +1 (3,00) +1 (10) -1 (10) -1 (0)
15 -1 (1,0) +1 (3,00) +1 (3,00) +1 (10) -1 (10) +1 (200)
16 +1 (6,5) +1 (3,00) +1 (3,00) +1 (10) +1 (25) +1 (200)
17 0 (3,75) 0 (2,25) 0 (1,75) 0 (5,9 0 (17,5) 0 (100)
18 0 (3,75) 0 (2,25) 0 (1,75) 0 (5,9 0 (17,5) 0 (100)
19 0 (3,75) 0 (2,25) 0 (1,75) 0 (5,5) 0 (17,5) 0 (100)

X,: concentracdo de EDTA (mg-mL™"); X,: concentragiio de biomassa no agente de ruptura celular (mg-mL™"); X;:
concentracio de biomassa no agente extrator (mg-mL); Xu: tempo de contato da biomassa com agente de
ruptura (mg-mL!); Xs: temperatura de extracdo (°C); X¢: agitacdo durante a extragio (rpm).

O rendimento de extracdo e a pureza de C-FC foram determinadas em 0, 12, 24,
48, 60, 72 e 84 h apos a ruptura celular e extracdo. Espectros de absor¢cdo na faixa de
comprimento de onda de 280 a 800 nm utilizando o espectrofotometro UV-visivel (Shimadzu

UV-1800, Japao) foram realizados. Antes da leitura das absorvancias, as amostras foram

centrifugadas para separacao das células e/ou fragmentos celulares.

2.2.2 Maximizacao da extraciao de C-FC

Com base nos resultados obtidos no delineamento fatorial fracionado 2%% foram
realizados dois ensaios (Ensaios A e B) descritos na Tabela 3. Os experimentos foram
realizados em triplicata.

As células do meio de cultivo foram filtradas em membrana de acetato de celulose

com porosidade de 0,45 um (Sartorius Stedim Biotech, Alemanha) e ressuspendidas no agente



141

de ruptura celular. A suspensao foi agitada por 30 s em vortex e incubada a 25 °C pelo tempo
pré-determinado. Apos, as células foram recuperadas por filtragdo em membrana de acetato
de celulose com porosidade de 0,45 um (Sartorius Stedim Biotech, Alemanha), e

ressuspendidas no agente extrator (tampao tris-SO4 pH 7,4 e 50 mmol-L1).

Tabela 3 — Descricdo das varidveis dos ensaios para maximizacao da extragao de C-FC.

Variaveis Ensaio A Ensaio B
Concentragiao de EDTA (mg-mL‘l) 1,00 3,75
Concentragio de biomassa no igente de 1.50 205
ruptura celular (mg-mL™)
Concentragdo de blomassz_a1 no agente 0.50 175
extrator (mg-mL™)
Tempo de contato da biomassa com agente
. 1 5,5
de ruptura (min)
Temperatura de extracdo (°C) 25 25
Agitacdo durante a extrag@o (rpm) 0 100

2.3 CONCENTRACAO E  PURIFICACAO DE  C-FICOCIANINA  POR
ULTRAFILTRACAO

O extrato de C-ficocianina foi obtido na melhor condicdo estabelecida
anteriormente, e este foi concentrado e purificado por ultrafiltracdo. Para a ultrafiltracdo
foram utilizados os tubos Vivaspin® 15 Turbo (Sartorius Stedim Biotech, Alemanha). Estes
tubos permitem a concentragdo de bioprodutos por ultrafiltragdo utilizando a forca centrifuga,
conforme a Figura 1. A reten¢do nominal da membrana de polietersulfona foi de 50 kDa

(FIGUEIRA, 2014).

Figura 1 — Tubos de ultrafiltracdo Vivaspin® 15 Turbo utilizados para concentrar a
C-ficocianina.
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No ensaio de ultrafiltracdo, 5 mL do extrato de C-FC foi adicionado ao tubo e este
foi centrifugado por 10 min, 10 °C e 3304 Xxg, ap6s foi mensurado o volume da fracdo
permeada. No extrato inicial de C-FC, nas fra¢des permeada e retida foram analisadas a

concentracdo e a pureza de C-ficocianina. Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.4 CONCENTRACAO, RENDIMENTO DE EXTRACAO, RECUPERACAO E PUREZA
DE C-FICOCIANINA

A concentracdo de C-ficocianina (C-FC, mg-mL'l, Equagdo 1) foi calculada
conforme descrito por Bennett e Bogorad (1973) com pequena modificacdo no comprimento
de onda. O rendimento de extracio de C-FC (mg- gviomassa ') foi calculado conforme a Equacio
2 (SILVEIRA et al., 2007), onde CB € a concentracido de biomassa.

A pureza do extrato de C-ficocianina (PE) foi calculada conforme a Equacdo 3,
onde a absorvancia a 620 nm (As20) indica a concentracao de C-ficocianina e a absorvancia a
280 nm (A2g0) indica a concentragdo de proteina total na soluc@o. As leituras de absorvancias
(A) a 620, 652 e 280 nm foram realizadas em espectrofotometro UV-visivel (Shimadzu
UV-1800, Japao).

A recuperagdo de C-FC ap06s o processo de ultrafiltracao foi calculada conforme a
Equacio 4, onde C-FCretida € C-FCinicial 530 as concentracdes de C-FC (mg-mL") na fracdo
retida e inicial, respectivamente, € Vietida € Vinicial S0 0s volumes (mL) da fracdo retida e

inicial, respectivamente.

C-FC= 1
5,34 M
Rendimento de C-FC = C-FC (1000 2)
CB
PE = % (3)
Ang
C-FC_... [V .
% Re cuperagio = retida —retida_ 7y 4)
C-F A

inicial nicial
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2.5 CONCENTRACAO DE BIOMASSA

A concentracdo de biomassa foi determinada por leitura da densidade Optica a
670 nm (COSTA et al., 2002) e conversdao para biomassa seca através de uma curva padrao
previamente preparada (Apéndice 2). Para construcdo da curva padrdo, as células foram
coletadas por centrifugacdo (4757 Xg, 30 min, 4 °C), lavadas com &agua destilada e
ressuspendidas com 4gua destilada para leitura da absorvancia. Para determinacdo da
biomassa seca as células lavadas com &4gua destilada foram secas a 105 °C até massa

constante.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os efeitos do delineamento fatorial fracionado 2%2 foram avaliados a um nivel de
confianca de 90%. A anélise de varidncia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey foi realizada
nos demais experimentos, a fim de verificar diferencas significativas entre as condig¢des

estudadas, considerando um nivel de confianca de 95%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A melhor condi¢ao pré-estabelecida no Artigo 3 para extrair C-FC a partir da
biomassa umida de Spirulina platensis LEB-52 utilizando EDTA foi: concentragdo do EDTA
de 3,75 mg.mL"! em tampdo tris-SO4 50 mM e pH 7,4; concentracio de biomassa no agente de
ruptura celular de 1,66 mg-mL!; concentracio de biomassa no agente extrator de 0,5
mg-mL!; tempo de contato de 5 min da biomassa com o agente de ruptura celular;
temperatura do processo de extracao de 25 °C, e sem agitacdo. A faixa de estudo das varidveis
do delineamento fatorial fracionado 26-2 foi baseada na melhor condi¢do pré-estabelecida no
Artigo 3 e nos estudos de extracio de C-FC (MORAES; BURKERT; KALIL, 2010;
SILVEIRA et al., 2007). Silveira et al. (2007) verificaram que o aumento na temperatura de
extracdo de 23,6 °C para 41 °C diminuiu significativamente a pureza do extrato de C-FC em
0,05. Dessa forma, optou-se por estudar temperaturas de extracdo inferiores e iguais a 25 °C.
Com relacdo a agitacdo durante a extracdo, Moraes, Burkert e Kalil (2010) avaliaram a
extracdo de C-FC com agitagdo orbital na faixa de 100 a 200 rpm e verificaram que o
aumento da agitacdo diminuiu a pureza do extrato de C-FC, portanto no presente estudo a

influéncia da agita¢do no processo de extracdo de C-FC na faixa de 0 a 200 rpm foi avaliada.
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A Figura 2 apresenta o rendimento de extragdo e a Figura 3 apresenta a pureza de
C-FC ao longo de 84 h para os ensaios do delineamento fatorial fracionado 2%2. O rendimento
de extragdo variou de 3,7 mg-g‘1 (Ensaio 6, 48 h) a 155,5 mg'g‘1 (Ensaio 19, 72 h), enquanto
que a pureza de C-FC variou de 0,08 (Ensaio 6, 48 h) a 1,05 (Ensaio 18, 36 h).

A temperatura do processo de extracdo influenciou na liberacdo seletiva de C-FC
de Spirulina platensis. Quando a temperatura foi de 10 °C, nos tempos avaliados, a primeira
deteccdo de C-FC foi em 36 h (Figura 2a), e quando a temperatura de extragcao foi de 17,5 °C
(Figura 2b) e 25 °C (Figura 2c), a liberacao de C-FC foi detectada em 12 h.

A agitagdo do processo influenciou somente quando a extra¢do foi realizada a
temperatura de 10 °C (Figura 2a). Nos ensaios 1, 7, 12 e 14 — temperatura de 10 °C e sem
agitacdo (0 rpm), a liberacdo de C-FC ocorreu apds 72 h da ruptura celular. Nestes ensaios,
em 84 h, o rendimento de extragdo de C-FC foi baixo, variando de 21,0 mg-g‘1 (Ensaio 7) a
57,2 mg-g! (Ensaio 1), e a pureza variou de 0,32 (Ensaio 7) a 0,61 (Ensaio 1). Em
contrapartida, nos ensaios 4, 6, 9 e 15 — temperatura de 10 °C e agitacao de 200 rpm, a C-FC
foi liberada a partir de 36 h, com exce¢ao do Ensaio 6, no qual foi liberada em 48 h. O
rendimento de extragio maximo nestes ensaios em 48 h foi de 93,9 mg-g! (Ensaio 9) e pureza
de 0,66 (Ensaio 15).

Nos ensaios a 25 °C, a influéncia da agitagdo do processo de extracdo nao ficou
evidente (Figura 2c), o maior rendimento de extracdo de C-FC foi de 139,3 mg-g"! (Ensaio 2)
obtido em 24 h e a maior pureza foi de 0,87 (Ensaio 11) em 24 h.

Nos Ensaios 3, 4, 5, 9, 10 e 16, € possivel verificar que ao longo da extragao de
C-FC, apds atingir o maximo rendimento de extracdo, ocorreu uma diminuicdo na
concentracdo e na pureza de C-FC. E nos ensaios 2, 8, 11, 13, 15, 17, 18 e 19, ap6s atingir o
maximo rendimento de extragdo, a concentracdo e a pureza de C-FC estabilizam. A redugao
na concentracio e na pureza de C-FC pode estar relacionada a extracdo de outros compostos e
de outras proteinas contaminantes, conforme pode ser verificado nos espectros de absor¢do
(Apéndice 5), e/ou ainda relacionado a desnaturacdo da C-FC por proteases que podem ter

sido extraidas ao longo do tempo.



Figura 2 — Rendimento de extracdo de C-ficocianina para cada ensaio do delineamento
fatorial fracionado 22 durante 84 h: (a) 10 °C (b) 17,5 °C e (¢) 25 °C.

Rendimento de extragdo de C-FC (mg.g'l)

Rendimento de extragdo de C-FC (mg.g'l)

Rendimento de extracido de C-FC (mg.g'l)

1754
1504
1254
100 + A
754 =1
—0—4
— 6
50 o7
— A 9
——12
254 —*— 14
—— 15
O 'Ih T ? 1 1 T T
0 12 24 36 48 60 72 84
Tempo (h)
(@)
175 4
150 1
125 1
1004
754
50
251 A7
—%—18
O T T T T T T T 19
0 12 24 36 48 60 72 84
Tempo (h)
(b)
175
150
125
100
75 4 ——2
——3
—v—5
504 —v—38
—*— 10
—%—11
254 13
—— 16
0
0 12 24 36 48 60 72 84
Tempo (h)

(0

145



146

Figura 3 — Pureza de C-ficocianina para cada ensaio do delineamento fatorial fracionado 2%
durante 84 h: (a) 10 °C (b) 17,5 °C e (¢) 25 °C.
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Este estudo visa estabelecer um processo que permita obter concomitantemente o
maior rendimento de extracdo e pureza do extrato de C-FC no menor tempo de extragdo. Os
maiores rendimentos de extracdo e a maior pureza de C-FC foram obtidos concomitantemente
na condi¢do do ponto central (Ensaios 17, 18 e 19, Figuras 2b e 3b). No intervalo de 36 h a
84 h de extracdo, o rendimento de extracdo e a pureza de C-FC estabilizaram, variando em
média de 141,8 mg-g! a 148,7 mg-g' e 0,89 a 1,00, respectivamente.

A Figura 4 apresenta os espectros de absor¢cdo dos Ensaios 17, 18 e 19, sendo
possivel verificar que os espectros de absor¢ao a partir de 36 h até 84 h nido apresentaram
muitas variacdes na faixa de 280 a 800 nm. Neste sentido, os efeitos das varidveis na extracao
seletiva de C-FC foram avaliados em 36 h de extracdo, e os resultados obtidos estdo

apresentados nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 — Efeito das varidveis independentes no rendimento de extracio (mg-g™!') de C-FC
em 36 h de extracgdo.

Variaveis independentes Efeito pf(ll.:go t(12) p-valor
Média* 67,97 11,57 5,87 < 0,001
Concentracao de EDTA -4,78 25,22 -0,19 0,853
Concentracdo de biomassa no agente de ruptura 6.50 2520 0.26 0.801
celular
Concentracio de biomassa no agente extrator -5,13 25,22 -0,20 0,842

Tempo de contato da biomassa com agente de
ruptura celular

Temperatura de extracao* 75,85 25,22 3,01 0,011
Agitacdo durante a extracao 7,64 25,22 0,30 0,767

*Efeito significativo considerando p < 0,10.

25,88 25,22 1,03 0,325

Tabela 5 — Efeito das variaveis na pureza do extrato de C-FC em 36 h de extracgao.

Variaveis independentes Efeito pgg:go t(12) p-valor
Média* 0,49 0,08 6,08 <0,001
Concentracao de EDTA -0,09 0,18 -0,53 0,608
Concentragdo de biomassa no agente de ruptura 0.03 0.18 0.19 0.853
celular
Concentracdo de biomassa no agente extrator 0,01 0,18 0,08 0,939

Tempo de contato da biomassa com agente de 0.17 0.18 0.99 0.341
ruptura celular

Temperatura de extracao* 0,44 0,18 2,47 0,030
Agitacdo durante a extracao 0,11 0,18 0,61 0,553

*Efeito significativo considerando p < 0,10.
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Figura 4 — Espectros de absor¢do para os (a) Ensaio 17; (b) Ensaio 18; e (¢) Ensaio 19
correspondentes ao ponto central do delineamento fatorial fracionado 22 durante 84 h de

extracao.
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Conforme pode ser verificado nas Tabelas 4 e 5, apenas a temperatura do processo
de extracdo influenciou significativamente o rendimento de extracdo e a pureza de C-FC,
sendo que quando a temperatura passou de 10 °C para 25 °C, o rendimento de extracdo
aumentou em média cerca de 75,8 mg-g™! e a pureza aumentou cerca de 0,44.

Considerando que a anilise de efeitos do delineamento fatorial fracionado 2°2
demonstrou que apenas uma varidvel apresentou efeito significativo (p < 0,10) e que os
pontos centrais do delineamento apresentaram valores superiores em termos de rendimento de
extracdo e de pureza quando comparado aos demais ensaios, foi realizado a andlise de
curvatura.

Segundo Rodrigues e Iema (2009), quando se utilizada delineamentos fracionados
para uma prévia selecdo das variaveis, pode ocorre que 0s pontos centrais apresentem valores
inferiores ou superiores as demais condi¢des dos ensaios. Quando isso ocorre, o erro padrdo
fica muito alto, pois na verdade os resultados ndo podem ser representados por um modelo de
1* ordem, indicando possivel existéncia de curvatura. Se a curvatura for estatisticamente
significativa, o erro padrao diminui, consequentemente o tca aumenta e o p-valor diminui e as
variaveis estatisticamente significativas deixam de ficar “mascaradas” pelo erro padrao que
estava alto em razdo dos pontos centrais.

As Tabelas 6 e 7 apresentam a andlise de efeitos apds a checagem da curvatura.
Conforme pode ser verificado, a curvatura € significativa para ambas respostas — rendimento
de extracdo e pureza. No entanto, mesmo apds a checagem da curvatura, apenas a variavel

temperatura influenciou o rendimento de extragao de C-FC e a pureza do extrato.

Tabela 6 — Efeito das varidveis independentes no rendimento de extracio (mg-g™') de C-FC
em 36 h de extragdo (apds checagem de curvatura).

Variaveis independentes Efeito pfgigo t(11) p-valor
Média* 54,11 7,93 6,82 <0,001
Curvatura*® 175,48 39,93 4,40 0,001
Concentracao de EDTA -4,78 15,86 -0,30 0,769
Concentracdo de biomassa no agente de ruptura 6.50 15.86 041 0.690
celular
Concentracio de biomassa no agente extrator -5,13 15,86 -0,32 0,753

Tempo de contato da biomassa com agente de 25.88 15.86 1,63 0.131
ruptura celular

Temperatura de extracao* 75,85 15,86 4,78 0,001
Agitac@o durante a extracao 7,64 15,86 0,48 0,640

*Efeito significativo considerando p < 0,10.
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Tabela 7 — Efeito das variaveis na pureza do extrato de C-FC em 36 h de extracdo (ap6s
checagem de curvatura).

Variaveis independentes Efeito pgggo t(11) p-valor
Média* 0,40 0,06 6,90 <0,001
Curvatura™® 1,20 0,29 4,13 0,002
Concentracdo de EDTA -0,09 0,12 -0,81 0,437
Concentragdo de biomassa no agente de ruptura 0.03 0.12 0.29 0.778
celular
Concentragdo de biomassa no agente extrator 0,01 0,12 0,12 0,907

Tempo de contato da biomassa com agente de 0.17 0.12 1.52 0.158
ruptura celular

Temperatura de extracao* 0,44 0,12 3,78 0,003
Agitacao durante a extragao 0,11 0,12 0,93 0,370

*Efeito significativo considerando p < 0,10.

A influéncia da temperatura em processo de extracdo e C-FC tem sido reportada
(MARTfNEZ et al., 2016; SILVEIRA et al., 2007). A pureza do extrato de C-FC foi
influenciada significativamente pelo aumento na temperatura do processo de extracdo de
23,6 °C para 41 °C, o que resultou na reducdo da pureza em torno de 0,05, uma vez que
facilitou a extracdo de proteinas contaminantes (SILVEIRA et al., 2007). O aumento da
temperatura do processo de 25 °C para 40 °C influenciou positivamente no rendimento de
extracdo de C-FC (mg-g") enquanto que a pureza do extrato nio foi alterada (MARTINEZ et
al., 2016).

A anélise estatistica dos resultados do delineamento fatorial fracionado indicou
que a concentracdo de EDTA, concentracio de biomassa no agente de ruptura celular,
concentracdo de biomassa no agente extrator, tempo de contato da biomassa com agente de
ruptura celular, e agitacdo durante a extracdo sejam mantidas no nivel inferior (-1), e a
temperatura no nivel superior (+1) ou ainda que se estudem temperaturas de extracdo acima
de 25 °C.

Conforme descrito anteriormente o ponto central apresentou os melhores
resultados para a extragdo seletiva de C-FC, assim este ndo foi descartado. Neste sentido,
foram realizados dois ensaios, descritos na Tabela 3: (i) condicdes experimentais que o
delineamento fatorial fracionado 22 indicou (Ensaio A); (ii) condi¢des experimentais do
ponto central do delineamento fatorial fracionado 252 com excecdo da temperatura do
processo de extracdo que foi de 25 °C (Ensaio B). Os resultados obtidos estdo apresentados na

Figura 5. Nestes ensaios o rendimento de extracdo (Figura 5a) variou de 16,8 mg-g™' (Ensaio
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A, 12 h) a 145,03 mg-g"! (Ensaio A, 36 h) e a pureza do extrato de C-FC (Figura 5b) variou
de 0,4 (Ensaio A, 12 h) a 1,03 (Ensaio A, 24 h). A cinética de extracdo de C-FC (Figura 5)

atinge um méaximo de rendimento e pureza de C-FC em 24 h e estabiliza apds este periodo de

extracao.

Figura 5 — (a) Rendimento de extracdo e (b) pureza de C-FC na maximizagdo da extragao
seletiva de C-FC utilizando EDTA durante 60 h. Letras iguais entre as médias ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de significancia (Teste de Tukey).
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O Ensaio B foi realizado nas mesmas condi¢des do ponto central do delineamento

fatorial fracionado 2% (Ensaios 17, 18 e 19) com excecdo da temperatura a qual foi de 25 °C.

Assim, a Tabela 8 apresenta o tratamento estatistico dos dados entre estes dois ensaios. A

mudanca da temperatura do processo de 17,5 °C (Ensaio 17, 18 e 19) para 25 °C (Ensaio B)

influenciou negativamente na pureza do extrato de C-FC (24 a 60 h apds a extracdo),
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enquanto que o rendimento de extracdo foi alterado apenas nos tempos iniciais de extracdao
(12 h). O aumento na temperatura favoreceu a extragdo de outras proteinas contaminantes, o
que pode ser verificado pelo espectro de absorcao a 280 nm (Figura 6b e Figura 4), e assim a
pureza do extrato de C-FC extraido a 25 °C foi em média 17% menor quando comparado a
17,5 °C, concordando com os resultados obtidos anteriormente por Silveira et al. (2007).
Dessa forma, estudar temperaturas acima de 25 °C (temperatura ambiente) além de onerar o

processo de extracdo, provavelmente, diminuiria a pureza.

Tabela 8 — Rendimento de extragao e pureza de C-FC dos Ensaios 17, 18 e 19 realizados a
17,5 °C e Ensaio B realizado a 25 °C. Letras iguais entre as médias ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de significancia (Teste de Tukey).

Rendimento de extracdo (mg-g™!) Pureza
Tempo (h) ) i ) .
Ensaio 17, 18 ¢ 19 Ensaio B Ensaio 17, 18 ¢ 19 Ensaio B
12 22,9 +0,59 100,1 £23,0° 0,53 +0,01¢ 0,74 +£0,08°¢
24 117,32 + 10,8 125,0 + 6,22 0,90 +0,07% 0,81 +0,01%
36 141,8 £ 4,7% 132,9 +5,6% 1,00 = 0,05? 0,81 £0,01°
48 147,4 £2,22 133,5 £2,3% 0,97 £0,05° 0,80 + 0,02°¢
60 147,8 +2,5° 129,4 +2,7% 0,96 + 0,06? 0,75 £ 0,01°¢

A Figura 6 apresenta os espectros de absor¢do para os Ensaios A e B. E possivel
verificar que a extracdo € mais seletiva no Ensaio A, uma vez que ndo hd uma grande
absor¢do por parte de outros compostos, os quais sdo extraidos na faixa de 300 — 500 nm.
Aliando ambas respostas — rendimento de extra¢do e pureza, ao menor tempo de extracdo, o
Ensaio A em 24 h se destaca, obtendo-se pureza do extrato de C-FC 1,03 + 0,09 e rendimento
de extracdo 1299 = 1,0 mg-g'.

Os processos de extracdo de C-ficocianina da biomassa de S. platensis LEB-52
foram estudados por Silveira et al. (2007), Moraes, Burkert e Kalil (2010) e Moraes et al.
(2011b). O processo de extracdo proposto por Silveira et al. (2007) foi secar a biomassa
(40 °C por 48 h), congelar (-18 °C), moer (didmetro de particula menor de 0,106 mm), e
ressuspender a biomassa com concentracdo de 0,08 g-mL! em 4gua. O processo de extragio
ocorreu por 4 h, a 25 °C e com agitagao orbital de 100 rpm. O extrato de C-FC obtido
apresentou pureza de 0,46 e rendimento de extracio de 46,8 mg-g”!. No estudo de Moraes,
Burkert e Kalil (2010) a biomassa foi seca (40 °C até atingir umidade de 12%), congelada
(-18 °C) e moida (didmetro de particula entre 0,106 e 0,125 mm). A biomassa foi
ressuspendida em 4gua com concentracdo de 0,16 g-mL™'. O processo de extracio ocorreu

durante 1 h, a 25 °C e sem agitacdo. Ao final, o extrato de C-FC apresentou pureza de 0,60 e
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rendimento de extracdo de 82,5 mg-g™!. No estudo de Moraes et al. (2011b), a C-FC foi obtida
a partir da biomassa timida, ressuspendida em 4agua (5 g-L'') e submetida ao banho

ultrassonico (50 kHz), com pérolas de vidro, durante 40 min. O rendimento do processo de

extracdo de C-FC foi de 43,75 mg-g’".

Figura 6 — Espectro de absorc¢do para o (a) Ensaio A e (b) Ensaio B.
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A extragdo de C-FC proveniente de outras cepas de Spirulina é reportada na
literatura (AFTARI et al., 2015; MARTINEZ et al., 2016; ORES; AMARANTE; KALIL,
2016; PRABUTHAS et al., 2011). Nestes trabalhos, os rendimentos de extragdo foram
159,9 mg-g! (MARTINEZ et al., 2016), 86,3 mg-g' (PRABUTHAS et al., 2011) e
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35,5 mg-g'1 de C-FC (AFTARI et al., 2015); e as purezas do extrato de C-FC foram 0,46
(MARTINEZ et al., 2016), 0,65 (AFTARI et al., 2015) e 1,32 (PRABUTHAS et al., 2011).

C-FC de S. platensis LEB-52 com grau de pureza alimentar (> 0,7) até entdo s6
era obtida quando purificada por sistema aquoso bifasico (ANTELO et al., 2010), precipitacao
com sulfato de amoénio (SILVA et al., 2009), cromatografia de troca idnica (MORAES;
KALIL, 2009; MORAES et al., 2011a; SILVEIRA et al., 2008) e ultrafiltracdo (FIGUEIRA,
2014). Neste sentido, este estudo é inovador uma vez que € possivel extrair seletivamente
C-ficocianina de Spirulina platensis LEB-52 com grau de pureza alimentar sem processos de
purificagdo.

Para verificar a quantidade de C-FC que é perdida quando a biomassa é seca a
40 °C (até atingir umidade de 12%) e congelada, foi realizado um teste, a C-FC foi extraida a
partir da biomassa seca nas melhores condi¢des estabelecidas para a biomassa imida. Com a
biomassa seca, o rendimento de extragdo foi de 63,8 = 4,2 mg: g'1 e pureza de 0,6 = <0,1, isto
representa uma perda de 50% no contetido intracelular de C-FC, corroborando com os
resultados obtidos por Sarada; Pillai e Ravishankar (1999). Este resultado demonstra a

importancia de se utilizar a biomassa imida para a obtencao de C-FC.

3.1 CONCENTRACAO E PURIFICACAO DE C-FC POR ULTRAFILTRACAO

Os resultados obtidos para a concentracdo e purificacgdo de C-FC estdo
apresentados na Tabela 9. Na ultrafiltracao foi utilizado membrana com retencdo nominal de
50 kDa com base no trabalho de Figueira (2014) . A C-ficocianina permaneceu na fracao
retida conforme esperado, uma vez que a massa molar da C-ficocianina é cerca de 120 kDa, e
esta nao foi detectada na fracdo permeada. Na fracdo permeada, foi verificado a presencga de
proteinas contaminantes (A2g0). Estas proteinas que possuem massa molar inferior a 50 kDa
permearam pela membrana. A remocdo das proteinas contaminantes permitiu um incremento
de 50% na pureza de C-FC. A recuperagdo média de C-FC apoés a ultrafiltragdo foi de 93,4%,
parte deste bioproduto ficou aderido a membrana. Além disso, durante o processo de
ultrafiltracdo, foi possivel concentrar (mg-mL‘l) a C-FC cerca de 8,8 vezes.

Figueira (2014) estudou a concentragdo e purificagdo de C-ficocianina de
Spirulina platensis LEB-52 utilizando a ultrafiltracdo/diafiltracdo, apds 6 ciclos de

diafiltracdo obteve um extrato com pureza de 0,91 e recuperacao de 92%.
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Tabela 9 — Concentracdo, pureza e recuperacdo de C-FC apds o processo de ultrafiltragao.

Concentragdo de Recuperacao de
Fracoes o Pureza o
C-ficocianina (mg-mL™") C-ficocianina (%)
Inicial 0,071 + 0,002 1,08 £0,17 100,0
Retida - Ultrafiltracao 0,625 = 0,050 1,62 + 0,04 934+29

Visando estabelecer um processo de extragdao de C-FC que resulte em obter alto
rendimento de extracdo, e pureza de C-FC com grau alimentar, no presente estudo se
estabelece um novo protocolo de ruptura celular e extracdo de C-FC a partir da biomassa

umida de Spirulina conforme fluxograma apresentado na Figura 7.

Figura 7 — Processo de obten¢do de C-FC com grau de pureza alimentar.

e N
Spirulina platensis — Células coletadas no periodo de 32 a 74 d de cultivo.
\ J
e N
Filtracdo — Membrana com poro de 0,45 pm.
\ J
R lul EDTA 1,0 mg-mL"' em tamp3o tris-SO, (50 mM e pH 7,4).
uptura celular Concentragdo: 1,5 mgcélulas-mL'l. Tempo: 1 min

Extragdo agitacdo. Tempo: 24 h.

\
Filtracao 4[ Membrana com poro de 0,45 pm. ]

Tampao tris-SO4 (50 mM e pH 7.4). Temperatura: 25°C. Sem ]

C-ficocianina com grau de
pureza alimentar (> 0,7)

. 5 Tubos de centrifuga com membrana de retencdo nominal de 50
Ultrafiltragao

kDa (10 min e 3300 xg)

C-ficocianina com grau de
pureza cosmético (> 1,5)

Para a obten¢do de C-ficocianina, as células da cianobactéria devem ser cultivadas
em meio Zarrouk 100% e coletadas entre 32 e 74 d. As células sdo recuperadas por filtracdo e
ressuspendidas no agente de ruptura celular na concentracdo de 1,50 mg-mL!. O agente de
ruptura celular é composto por EDTA 1,0 mg-mL™! diluido em tampio tris-SO4 (50 mM e pH
7,4). A suspensdo é agitada em vortex por 30 s, e mantida em repouso por 1 min. As células

sdo recuperadas por filtracdo e ressuspendidas com concentracdo de 0,5 mg-mL™! no agente
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extrator. O agente extrator é composto por tampao tris-SO4 (50 mM e pH 7,4). O processo de
extracdo € realizado a 25°C e sem agitacdo. Apos 24 h, obtém-se extrato de C-FC com pureza
alimentar, acima de 0,7, na ordem de 1,0 e rendimento de extragdao na faixa de 129,0 mg: g‘l.
Conforme observado no Artigo 2, o rendimento de extragdo dependerd do tempo de cultivo
das células, sabendo-se que em cultivos com maior tempo podem ser obtidos rendimentos de
extracdo mais elevados. Assim a C-FC obtida pode ser comercializada e utilizada na industria
alimenticia sem processos prévios de purificagdo. Esta ainda pode ser purificada e
concentrada por um processo simples que € a ultrafiltracdo utilizando os tubos Vivaspin® 15
Turbo com reten¢do nominal da membrana de 50 kDa, e assim obter C-ficocianina com grau

de pureza acima de 1,5, a qual pode ser comercializada como corante em cosméticos.

4 CONCLUSAO

Foi possivel maximizar as condi¢cdes de ruptura celular e extracdo de
C-ficocianina a partir da biomassa timida de Spirulina platensis LEB-52. A temperatura do
processo de extracdo influenciou significativamente na extracdo de C-FC, sendo que um
incremento na temperatura de 10 °C para 25 °C aumentou o rendimento de extracdo em
75,8 mg-g!, e a pureza em 0,44. O processo de ruptura celular consistiu em recuperar as
células por filtragdo, ressuspender no agente de ruptura celular na concentracio de
1,50 mg-mL"!. O agente de ruptura celular foi composto por EDTA 1,0 mg-mL'diluido em
tampao tris-SO4 (50 mM e pH 7,4). A suspensao foi agitada em voértex por 30 s, e mantida em
repouso por 1 min. As células foram recuperadas por filtracdo e ressuspendidas com
concentragio de 0,5 mg-mL! no agente extrator (tampdo tris-SO4 (50 mM e pH 7,4)). O
processo de extracdo foi realizado a 25°C e sem agitacdo. Apos 24 h, obtém-se extrato de
C-FC com pureza alimentar, acima de 0,7, na ordem de 1,0 e rendimento de extracdo na faixa
de 129,0 mg-g!. A C-FC obtida pode ser comercializada e utilizada na inddstria alimenticia
sem processos prévios de purificacdo. Somando-se a isso, a C-FC foi purificada e concentrada
por ultrafiltracdo utilizando os tubos Vivaspin® 15 Turbo com retencdo nominal da
membrana de 50 kDa, e assim foi obtido C-ficocianina com grau de pureza acima de 1,5, a

qual pode ser comercializada como corante em cosméticos.
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4 CONCLUSAO GERAL

O estudo demostrou que a biomassa de Spirulina platensis LEB-52 apresenta-se
como uma fonte atrativa para a obtencdo simultinea de ficobiliproteinas — C-ficocianina e
aloficocianina, e da enzima anidrase carbonica. Estes biocompostos foram obtidos a partir da
biomassa imida de S. platensis LEB-52. As condicdes de extragdo assistida por ultrassom
para obtencdo destes bioprodutos foram definidas utilizando-se duas concentragdes de
biomassa (0,2 g-L!' e 23,0 g-L"). Com concentracdo de 0,2 g-L™!' foi necessario o tempo de
12 min de ultrassom para obter C-FC, A-FC e AC (esterase). Para detectar a presenca da AC
expressa em termos de hidratase a concentracdo de biomassa foi de 23,0 g-L'!, uma vez que a
concentracdo de AC (expressa em termos de hidratase) nas cianobactérias é muito baixa, e o
tempo de ultrassom de 8 min. A extracdo assistida por ultrassom foi eficaz para a obtencdo
destes bioprodutos, no entanto se apresenta como um método ndo seletivo extraindo
concomitantemente muitas impurezas e fragmentos celulares. O extrato bruto de AC mostrou
potencial para acelerar a reagdo de hidratacdo do CO» e posterior precipitagao deste na forma
de carbonato de calcio, demonstrando que esta enzima proveniente de S. platensis LEB-52
pode ser aplicada em processo de captura enzimética de COa.

A cianobactéria produziu simultaneamente as ficobiliproteinas € a enzima ao
longo de todo cultivo de S. platensis LEB-52 utilizando o Meio Zarrouk 100% (v/v). A
maxima concentracao intracelular de C-ficocianina (137,4 mg-g‘l) foi obtida em 21 d, sendo
esta estatisticamente constante até 74 d de cultivo. A maxima producdo intracelular de
aloficocianina (100,4 mg-g!) foi obtida em 20 d de cultivo, e esta foi estatisticamente
constante até 77 d de cultivo. A maior concentracdo intracelular de anidrase carboOnica
expressa em termos de esterase (46,3 U-g!) foi obtida no 6° d de cultivo. Estes biocompostos
podem ser obtidos simultaneamente em 21 d de cultivo sem perdas na concentragdo
intracelular de ficobiliproteinas, 137,4 mg-g' de C-ficocianina e 1044 mg-g' de
aloficocianina, e com atividade de anidrase carbdOnica expressa em termos de esterase de
26,6 U- g‘l. Também, foi observado que existe uma correlacdo entre a atividade de esterase e
hidratase da anidrase carbonica ao longo do cultivo de S. platensis LEB-52. Assim, € possivel
utilizar a atividade de esterase — que € uma técnica mais simples e rapida, além disso, ndo
necessita de arrefecimento (em contraste com a reagdo de hidratase) — para monitorar a
anidrase carbdnica ao longo dos cultivos e processos.

Um método inovador de ruptura celular e extragdo de C-ficocianina com grau de

pureza alimentar (> 0,7) utilizando como agente de ruptura celular o LI acetato de
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trietilamonio ou agente quelante EDTA diluidos em tampao tris-SO4 (pH 7,4 € 50 mM) foi
proposto. Ambos agentes de ruptura celular podem ser utilizados para a extrag@o seletiva de
C-FC, no entanto por uma questdo econdmica, optou-se pelo EDTA. Quando as células de
S. platensis foram tratadas com EDTA, foi possivel obter em 24 h, C-FC com pureza de 1,01
e rendimento de extracido de 153,0 mg-g™!. A C-FC obtida nestas condi¢des pode ser utilizada
na industria de alimentos como corante natural sem processos de purificagdo.

As condicdes de ruptura celular e extracdo foram maximizadas avaliando-se a
influéncia de seis variaveis utilizando um delineamento fatorial fracionado 252, A temperatura
do processo de extracdo influenciou significativamente na extracdo de C-FC, sendo que um
incremento na temperatura de 10 °C para 25 °C aumentou o rendimento de extracdo em
75,8 mg-g’!, e a pureza em 0,44. O processo de ruptura celular consistiu em recuperar as
células por filtracio e ressuspender no agente de ruptura celular na concentracdo de
1,50 mg-mL"". O agente de ruptura celular foi composto por EDTA 1,0 mg-mL"! diluido em
tampao tris-SO4 (50 mM e pH 7,4). A suspensao foi agitada em vortex por 30 s, e mantida em
repouso por 1 min. As células foram recuperadas por filtracdo e ressuspendidas com
concentracdo de 0,5 mg-mL™! no agente extrator (tampdo tris-SO4 (50 mM e pH 7,4)). O
processo de extragdo foi realizado a 25 °C e sem agitacdo. Apds 24 h, obtém-se extrato de
C-FC com pureza alimentar, acima de 0,7, na ordem de 1,0 e rendimento de extracdo na faixa
de 129,0 mg-g!. A C-FC obtida pode ser comercializada e utilizada na inddstria alimenticia
sem processos prévios de purificacdo. Somando-se a isso, a C-FC foi purificada e concentrada
por ultrafiltragdo utilizando os tubos Vivaspin® 15 Turbo com retencdo nominal da
membrana de 50 kDa, e assim foi obtido C-ficocianina com grau de pureza acima de 1,5, a

qual pode ser comercializada como corante em cosméticos.
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5 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Purificar por precipitacdo e cromatografia de troca idnica a C-ficocianina obtida através
da extracdo com EDTA;

Estudar a purificacdo simultanea da anidrase carbonica e C-ficocianina obtida através da
extracdo com o ultrassom;

Estudar a estabilidade da C-ficocianina obtida através da extracdo com EDTA;

Caracterizar a biomassa residual obtida apds a extracdo com o ultrassom.
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APENDICE 1

Curva da absortividade molar (¢) do p-nitrofenol em tampao tris-SO4 (50 mM e pH 7.4).
y= 11,4301, R?=0,999
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APENDICE 2

Curva padrao da concentra¢do de biomassa de Spirulina platensis LEB-52.

y= 2,405%, R*=0,996

0,8

0,6

04r

Absorvancia a 670 nm

027

0.0 : : : : : :
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

Concentragdo de biomassa (g.L‘l)



193

APENDICE 3

Curva padrdo de concentragdo proteina segundo metodologia de Lowry et al. (1951),
utilizando albumina de soro bovino como padrao.

y= 3,079%, R?=0,989
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APENDICE 4

Concentragdo intracelular de ficobiliproteinas (C-FC e AFC) e anidrase carbonica expressa
em termos de esterase ao longo do cultivo de Spirulina platensis LEB-52 com Meio Zarrouk
100%. Letras iguais entre as médias de uma mesma coluna nao diferem estatisticamente ao

nivel de 5% de significancia (Teste de Tukey).

Tempo (d) Concentracdo de C-FC Concentragdo de AFC ~ AC expressa em termos
d (mg-g™) (mg-g™) de esterase (U-g")
0 108,1 + 17,2‘g 796 £155°¢ 283+55 b,c,d' |
2 112,7 15,0 ¢ 81,0 %12,5¢ 20.4 + 3.3 Shehid
4 127,2 10,0 4efe 93,7 5,7 dbede 31,8+3,5°
6 1294 + 14,4 c4ets 90,5 % 12,3 © 46,3%3,1°
11 118,1 £8,0 e,f,g 88,0+£9,0 de 31,1 +1,8 b.c ‘
17 117,0 + 6,8 &b 91,0 + 5,8 bede 26,0 + 2,0 beder
20 129,7 + 6,5 bedele 100,4 + 2,9 abede 242 +7.73 defgh
21 137,4 £9,9 abedefe 104,4 + 2,6 *bed 26,6 +2,0 bede
24 134,9 + 15,2 #bedele 101,3 £7,32bede 23,1 0,8 deteh
26 124.6 + 6,3 ' 99,0 + 4,1 2bede 20,6 + 1,8 chehil
32 143,8 + 25,8 abedetsg 109.3 + 10,0 2b<d 20,0 +3.6 e,‘f,g,h',l.,‘]
35 154,7 5,4 wbede 112,3 2,0 *b 19,4 +0,3 fehii
39 151,2 % 11,7 bedet 109,6 + 4,7 b 21,5 0,6 efehii
42 161,1 £9,8 ~0ed 111,3+3,0 %0« 19,9 % 0,7 efehii
46 1684 +52 113,0 +2,4 20 18,5 +0,28h4
49 152,0 + 13,0 @bede 110,8 + 7,6 >4 24,6 + 1,6 “defe
52 163,3 +5,9 abed 115,1+3,432 20,8 £0,7 i
55 166,1 £ 12,7 *>¢ 1138 +6,8 *° 23,6 +0,3 defeh
59 162,4 + 6,9 &b<d 112,1 £4,3 ab¢ 20,2 £ 2,4 olehil
63 1457 £ 6,2 “Pedete 109,0 £ 2,1 #bed 21,0 £ 0,8 ehehi
67 1709 +7,4° 114,0 5,0 *° 15,6 + 1,64
70 161,6 £ 6,4 =><¢ 14,1 £55° 19,8 % 0,6 "£hii

74 150,7 + 13,8 *Pedef 111,5+2,1 3b¢ 17,5 +0,7 4
77 129,1 + 24,8 dete 109,5 £12,7 2bed 17206 "
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APENDICE 5
Espectros de absorcdo para os ensaios do delineamento fatorial fracionado 22 durante
84 h de extracao.
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