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RESUMO

As cianobactérias, conhecidas como algas azuis e verdes, sdo um grupo de microrganismos
autotrofos fotossintetizantes. Elas sdo capazes de produzir uma diversidade de compostos
bioativos, podendo ser metabdlitos, como compostos antibacterianos, anticoagulantes, anti-
inflamatoérios, antivirais, antitumorais e citotoxicos ou compostos pigmentados, como clorofila
a, b e c, beta-caroteno e ficobiliproteinas (FBP). Dentre os compostos pigmentados destacam-
se as FBP, que s3o um conjunto de proteinas pigmentadas, hidrossoluveis e fluorescentes, com
aplicacdes na industria de alimentos como corantes naturais e na industria farmacéutica como
marcadores fluorescentes em diagnésticos de doengas. A principal FBP encontrada nas
cianobactérias ¢ a ficocianina (FC). Seu processo de obtencdo ¢ baseado em trés etapas,
representadas por cultivo, extragdo e recuperagao/purificagao. O presente trabalho foi um
estudo que abordou as etapas de produgdo e recuperagdo de FBP de duas cepas de
cianobactérias pouco exploradas na literatura, Anabaena variabilis e Nostoc sp. Foram
investigados diferentes métodos de extragdo das FBP, método de recuperacdo por Sistemas
Aquosos Bifasicos (SAB) e producao de FBP por suplementacdo de fonte de carbono organico
e nitrogé€nio ao meio de cultivo basal, visando aumentar sua produtividade. Para purificacdo foi
utilizado SAB, por ser uma técnica atrativa para biomoléculas, pelo fato de possuir 4gua em
alta concentracdo em ambas as fases, sendo assim um ambiente compativel e ndo toxico. O
SAB utilizado foi do tipo polietilenoglicol (PEG)-sal, variando o peso molecular do PEG (1500
e 4000) e o tipo de sal (fosfato de potassio, sulfato de amoénio e citrato de sédio) para
purificagao, em diferentes proporgdes, visando aumentar a pureza inicial das FBP obtidas pelo
método de extragdo. Dentre os resultados obtidos para extra¢do, destacam-se a presenca de
apenas FC em ambas cianobactérias, melhor solucao extratora sendo o tampao fosfato pH 7,0
0,1M, o melhor método de extracdo sendo por congelamento ¢ descongelamento em banho
ultrassonico obtendo as maiores concentragdes de FC (32,8 ug/mL e 34,6 pg/mL) e purezas
(0,545 e 0,5938) para Nostoc sp. € Anabaena variabilis respectivamente e a melhor razao
solido-liquido de 0,4 g de célula/L de solugdo extratora, obtendo 0,35 mg de FC. Para a
recuperac¢do, a melhor condicao encontrada foi para o SAB PEG 1500-fosfato de potassio, para
proporcao (10% PEG e 15,9% sal), obtendo recuperagao de 79,10%, coeficiente de parti¢ao de
FC de 6,36 e pureza final de 1,34 o extrato de Nostoc sp. e recuperagao de 82,10%, coeficiente
de particdo de FC de 5,73 e pureza final de 1,12 para o extrato de Anabaena variabilis. Para a
suplementagdo ao meio de cultivo o melhor resultado foi a suplementagdo de glicose 2 g/L e
nitrato de sdédio 5 mM, obtendo aumento na concentra¢ao de FC de até 50% em relacdo ao meio
basal, com produtividade de 48,73 pg/mL para Nostoc sp. em 14 dias e 18,57 pg/mL para
Anabaena variabilis em 10 dias.

Palavras-chave: Anabaena variabilis, Nostoc sp., Ficocianina



ABSTRACT

Cyanobacteria also known as algae blue green, are a group of autotrophic photosynthetic mi-
croorganisms. They produce a variety of bioactive compounds, and may be metabolites like
antibacterial, anticoagulant, anti-inflammatory, antiviral, antitumor and cytotoxic compounds
or pigmented compounds, such as chlorophyll a, b and c, beta-carotene and phycobiliproteins
(PBP). Among the pigmented compounds are the PBP, which are a set of pigmented proteins,
water-soluble and fluorescent, with applications in the food industry as natural dyes and in the
pharmaceutical industry as fluorescent markers in disease diagnosis. The main FBP found in
cyanobacteria is phycocyanin (PC). The procurement process is based on three stages, repre-
sented by cultivation, extraction and recovery / purification. The present work was a study about
the production and recovery of PBP of two strains of cyanobacteria little explored in the litera-
ture, Anabaena variabilis and Nostoc sp. Different extraction methods of PBP, recovery for
Aqueous Two-Phase System (ATPS) and production of PBP by supplementation with organic
carbon and nitrogen sources in addition to the basal culture medium were investigated in order
to increase their productivity. The ATPS was used since it is an attractive technique for bio-
molecules, because it has water in high concentration in both phases, being thus a compatible
and non-toxic for proteins. The ATPS used was of the polyethylene glycol (PEG)-salt type,
varying the molecular weight of the PEG (1500 and 4000) and the salt type (potassium phos-
phate, ammonium sulfate and sodium citrate) for purification, in different proportions, in order
to increase the initial purity of the FBP obtained by the extraction method. Results were ob-
tained for extraction, only FC was found in both cyanobacteria, the best extractive solution
being phosphate buffer pH 7.0 0.1M, the best method of extraction by freezing and thawing in
ultrasonic bath obtaining the highest concentrations of FC (32.8 pg/mL and 34.6 pg/mL) and
purities (0.54 and 0.59) for Nostoc sp. and Anabaena variabilis, respectively, and the best solid-
liquid ratio of 0.4 g of cell/L of extractive solution, yielding 0.354 mg FC. For recovery, the
best condition was ATPS PEG 1500-phosphate, in proportion (10% PEG and 15.9% salt), re-
covering 79.10%, partition coefficient of 6.36 and final purity of 1.34 the extract of Nostoc sp.
and recovery of 82.10%, partition coefficient of 5,73 and final purity of 1.12 for the Anabaena
variabilis extract. The best result for supplementation to the culture medium was 2 g/L glucose
and 5 mM sodium nitrate, increasing the FC concentration by up to 50% compared to the basal
medium, with a yield of 48.73 pg/mL. Nostoc sp. at 14 days and 18.57 pg/mL for Anabaena
variabilis at 10 days.

Keywords: Anabaena variabilis, Nostoc sp., Phycocyanin



CAPITULO 1.
INTRODUCAO

Corantes sao substancias amplamente difundidas na industria, principalmente nas areas
de alimentos, cosméticos e téxtil, sendo importantes para a apresentacdo e aceitacdo destes
produtos. A crescente demanda e a necessidade por corantes naturais e nao toxicos, vem sendo
fonte de novas pesquisas e investimentos. Dentre estas fontes, destaca-se a sintese de pigmentos
por microrganismos, por fatores como a produc¢ao independentemente da época e de condi¢des
geograficas, seu carater nao toxico, além da facilidade de sua extragdo (RIZZO et al., 2015).
Microrganismos que tém sido investigados na produgdo de pigmentos sdo as cianobactérias.
Estas sdo responsaveis pela produgdo de uma diversidade de compostos de alto valor, como
compostos ativos farmacologicos e pigmentos, destacando-se para essa finalidade as
ficobiliproteinas (PATIL et al., 2008; LAUCERI et al., 2018).

As ficobiliproteinas (FBP) sdo proteinas providas de cor e soluveis em agua (MORAES
et al., 2010). Essas proteinas podem ser isoladas como complexos pigmentares por serem
fluorescentes (ABALDE et al., 1998) e representam aproximadamente 20% do peso seco total
desses organismos (PRASANNA et al., 2010). Nas cianobactérias ocorrem principalmente trés
tipos de FBP: ficocianina (FC) e aloficocianina (AFC), de coloracdo azul, e ficoeritrina (FE),
de coloragdo vermelha (GANTT, 1981).

A importancia industrial das FBP provém das propriedades relacionadas aos altos
coeficientes de absorbancia, fluorescéncia, e estabilidade e caracteristicas como cor unica,
natureza proteica, ndo-toxica e capacidade antioxidante, que as tornam importantes tanto
ecologicamente quanto economicamente (RASTOGI et al., 2015). Uma aplicagdo interessante
das FBP ¢ como corantes naturais, que desempenham papel importante na industria alimenticia
(RIZZO et al., 2015), substituindo parcial ou completamente os corantes artificiais, agregando
valor nutricional e reduzindo a toxicidade dos alimentos. Destaca-se para esta finalidade a
ficocianina, apos purificacdo (PRADO e GODOQY, 2003).

No ambito clinico e biotecnologico, as FBP sdo aplicadas para o diagndstico de doengas
como marcadores fluorescentes. Tal aplicacdo se deve a suas propriedades espectroscopicas,
tendo inimeras aplicacdes em imunoensaios, histoquimica, citometria de fluxo, deteccdo de
espécies reativas de oxigénio. Além disso, atuam como agentes terapéuticos, sendo que sua
aplica¢do como antiviral, antifingica, antibacteriana e antitumoral tem sido explorada. Para este
fim, necessitam de alto grau de pureza (YADAYV et al., 2011).

De modo a favorecer a obtengcdo das FBP, tém-se estudado fatores que afetam o

crescimento das cianobactérias e a sua producdo, como composi¢do do meio, cor da luz e
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intensidade luminosa, além da extracdo e purificacao destes pigmentos, sendo estas as etapas
criticas do seu processo produtivo (LEBEDEVA et al., 2005; KHATTAR et al., 2015).

Na etapa de purificagdo de biomoléculas, como as FBP, os sistemas aquosos bifasicos
(SAB) apresentam-se como uma técnica atrativa (CHETHANA et al., 2007; SARAVANAN et
al., 2008) e consistem-se em um método de extracao liquido-liquido que emprega duas fases
compostas por dois polimeros imisciveis ou um polimero e um sal acima de sua concentragao
critica. As principais vantagens do SAB sao alta capacidade e alto rendimento, baixo tempo de
processo, baixo consumo de energia, facilidade de ampliagdo de escala e ndo toxicidade (ZHAO
et al.,2014). Além disso, na maioria dos casos, a 4gua em alta concentragao em ambas as fases,
resulta em um ambiente biocompativel para utilizacdo em biomoléculas, evitando perda de
atividade e mudangas estruturais (OLIVEIRA, 2009).

Neste contexto, este estudo tem como objetivo abordar tanto a produgdo de
ficobiliproteinas a partir das cianobactérias Anabaena variabilis ¢ Nostoc sp., como sua
extracdo e recuperagdo por sistemas aquosos bifasicos do tipo PEG-sal a 15°C.

A escolha destas cianobactérias esta no fato de serem pouco estudadas até o momento.
O uso de sistemas aquosos bifasicos para separagdo e purificagdo justifica-se por ser uma
técnica promissora e ser um ambiente estavel para biomoléculas.

Apresentam-se a seguir os objetivos especificos deste trabalho:

v Avaliar o efeito da suplementacao de diferentes fontes de carbono organico e de
nitrato de sddio ao meio de cultivo basal das cianobactérias, visando aumentar a produgdo de
biomassa e de ficobiliproteinas.

v Testar métodos de extragdo das ficobiliproteinas: ciclos de congelamento e
descongelamento combinado com ultrassom, rompimento por vortex com esferas de vidro,
fragmentacdo em almofariz e pistilo com esferas de vidro e rompimento utilizando
homogeneizador ultrassonico.

v Avaliar os sistemas aquosos do tipo PEG-sal, investigando o efeito do peso
molecular do PEG (Peso molecular 1500 e 4000) e do tipo de sal utilizado (fosfato de potéssio

e citrato de sddio) na purificacao e recuperagdo das ficobiliproteinas.
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2.1 CIANOBACTERIAS

As cianobactérias, conhecidas também como algas azuis ou verdes, sdo um grupo de
bactérias gram-negativas e autédtrofas fotossintéticas oxigenadas, compostas por cerca de 150
géneros e 2.000 espécies e possuem tracos fosseis datados de 3,5 bilhdes de anos
(TAMAGNINI et al., 2007; SHARMA et al., 2011). Possuem nivel de organizagdo simples e
sao divididas em espécies unicelulares, filamentosas e formadoras de colonias. Devido a grande
flexibilidade a adaptacdes bioquimicas, fisioldgicas, genéticas e reprodutivas, sao encontradas
em ambientes terrestres e, principalmente, ambientes aquaticos, sendo mais comuns em agua
doce. Além disso, desempenham papel importante nos ciclos biogeoquimicos da Terra
(MOLICA e AZEVEDO, 2009; KEHR et al., 2011).

As cianobactérias detém a capacidade de tolerar condigdes ambientais extremas, como
altas e baixas temperaturas, baixa concentragdo de oxigénio, radiagdo UV, dessecacgdo, altas
concentragdes de metais pesados e ambientes salinos (MOLICA e AZEVEDO, 2009).

Historicamente, as cianobactérias t€ém sido apontadas como principais contribuintes
para evolucdo do oxigénio atmosférico, produzido através da fotossintese em Eras passadas,
possibilitando o seu acimulo na atmosfera. A elas ¢ creditada a origem da vida vegetal
eucaridtica no planeta, ja que o cloroplasto de células eucarioticas ¢ derivado de um antepassado
de cianobactérias. Esta capacidade de fotossintese ocorre mesmo em condigdes de baixa
luminosidade e as cianobactérias ainda usam ion bicarbonato em condi¢des de pH elevado para
fotossintese (KASTING e SIEFERT, 2002; RASTOGTI et al., 2015).

As cianobactérias sdo também as principais responsaveis pela fixacdo de nitrogénio
atmosférico no planeta em formas soltiveis, mesmo sendo apenas 1% da biomassa marinha
(TYRELL, 1999). A nitrogenase, enzima responsavel pela fixacao do nitrogénio, ¢ afetada pelo
oxigénio produzido na fotossintese e devido ao processo evolutivo, alguns desses
microrganismos desenvolveram heterocistos, camadas com paredes espessas, que dificultam a
troca de gases e mantém o meio intracelular essencialmente anaerdbio. Outras cianobactérias
realizam a fixa¢do durante a noite e realizam fotossintese durante o dia, ou seja, ocorrem com
separacgdo temporal (BERMAN-FRANK et al., 2001). A reducdo do nitrogénio catalisada pela
nitrogenase € acompanhada pela formagdo de hidrogénio. Esse hidrogénio ¢ rapidamente
consumido pela hidrogenase, enzima encontrada na maioria das espécies fixadoras de N>
(TAMAGNINI et al., 2007). Além disso, utilizam fontes de enxofre e fosforo (SHARMA et
al.,2011).
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As cianobactérias, apesar de apresentarem diversidade morfolégica e de habitat, sao
bastante uniformes em termos nutricionais ¢ metabodlicos (TAMAGNINI et al., 2007). Seu
potencial primario provém da industria alimenticia, sendo utilizadas na nutri¢do humana como
fonte de proteinas (SILVA, 2008), corantes comestiveis naturais, produ¢do de biomassa e
moléculas fluorescentes (YOON ef al., 2012); e da importincia agrondmica como
biofertilizantes, decorrente da fixacdo de N> que as ajuda a crescer com sucesso em habitats
onde pouco ou nenhum N combinado esta disponivel (SHARMA et al, 2011).

A producdo de compostos a partir das cianobactérias ou microalgas requer dois tipos
consecutivos de processos: processos upstream, representados pela producao de biomassa e
concentracdo ou acumulo de seus compostos e processos downstream, representados pelos
métodos de extracdo, recuperagdo e purificagdo destes compostos (MANIRAFASHA et al.,
2016).

Em relagdao a metabolitos, considerados compostos secundarios, as cianobactérias sao
responsaveis por originar um amplo conjunto de compostos de alto valor (RASTOGI e SINHA,
2009), com potencial farmacéutico significativo e diversas aplicagdes, como compostos de
toxicidade animal, antibacterianos, anticoagulantes, antifungicos, anti-inflamatorios,
antiprotozoarios, antivirais, antitumorais e citotoxicos. Quimicamente, estes compostos podem
ser polipeptideos, alcaldides, alcaldides inddlicos, amidas, acidos graxos, policetideos e
terpenos (YADAV et al., 2011).

No que se refere a compostos extraidos de cianobactérias, destacam-se clorofila a, b e
¢, beta-caroteno, astaxantina, xantofilas e ficobiliproteinas (FBP). As FBP representam cerca
de 40% das proteinas soliveis das cianobactérias e estdo sendo utilizadas como corantes na
industria de alimentos, em doces e bebidas, devido as suas propriedades ndo toxicas e nao
carcinogénicas, quando comparadas aos corantes sintéticos (KHATOON et al., 2018).

Dentre as cianobactérias, destacam-se os géneros: Anabaena, Arthrospira,
Anabaenopsis, Hapalosiphon, Microcystis, Nostoc, Oscillatoria, Planktothrix, Nodularia,

Aphanizomenon, Cylindrospermum, Phormidium e Rhaphidiopsis (YADAV et al., 2011).

2.2 FICOBILIPROTEINAS

Ficobiliproteinas (FBP) sdo um conjunto de proteinas pigmentadas, hidrossoluveis e
fluorescentes, presentes em cianobactérias, algas vermelhas e criptoficeas (MORAES et al.,
2010; RUIZ-RUIZ et al., 2013). Juntamente com a clorofila, sdo os principais pigmentos
fotossintéticos nas cianobactérias (GANTT, 1981; RASTOGI et al., 2015) e estdo organizadas



15
Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica

em estruturas chamadas ficobilissomos, os quais estdo ligados na superficie estromal da
membrana do tilacoide. Estes permitem a otimizacdo da captura de luz e transferéncia de
energia, gragcas a organizacdo e posicionamento dos pigmentos (DOUST et al, 2004;
MANIRAFASHA et al., 2016). Uma representagdo de um ficobilissomo ¢ apresentada na
Figura 1.

Figura 1-Estrutura do Ficobilissomo
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Fonte: Adaptado de Sonani et al. (2014).

Estes pigmentos sdo divididos em quatro principais classes, sendo diferenciados de
acordo com seu comprimento de onda maximo na regido do visivel de absor¢dao do espectro,
sendo eles: ficoeritrina (FE, Amax = 565 nm), ficoeritricocianina (FEC, Amax = 575 nm),
ficocianina (FC, Amax= 620 nm) e aloficocianina (AFC, Amax = 650 nm) (BRYANT et al., 1976).
A FC e AFC apresentam coloragdo azul, enquanto FE e FEC, cor vermelha.

A FC e a AFC sao as ficobiliproteinas encontradas em maior quantidade nas
cianobactérias, representando cerca de 20% da proteina total das mesmas. A FC ¢€ o principal
constituinte dos ficobilissomos, sendo localizada ao seu redor, € a AFC esta contida no ntcleo
dos ficobilissomos e € o pigmento de ligagcdo entre os ficobilissomos e a lamela fotossintética.
As outras ficobiliproteinas, FE e FEC sdo encontradas nas redondezas da cianobactéria. A FE
¢ flexivel e responsavel por facilitar a adaptacdo a mudangas ambientais, captando a luz do
ambiente (JOHNSON et al, 2014).

A importancia industrial das ficobiliproteinas provém das propriedades relacionadas aos

altos coeficientes de absorbancia, fluorescéncia e estabilidade (SILVA, 2008), e caracteristicas
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como cor unica, natureza protéica ndo-toxica e capacidade antioxidante, que as tornam
importantes tanto ecologicamente quanto economicamente (RASTOGI et al., 2015).

Uma aplicacdo das FBP ¢ como corantes naturais. Os corantes desempenham papel
importante na induastria alimenticia, sobretudo por ser um fator critico para a aceitacdo do
produto pelo consumidor (RIZZO et al., 2015). O interesse na utilizacdo de fontes naturais para
obten¢do de corantes, substituindo parcial ou completamente os corantes artificiais, esta na
agregacao de valor nutricional e reducao de toxicidade dos alimentos, uma vez que as criangas
sdo as principais consumidoras de produtos coloridos artificialmente (PRADO ¢ GODOY,
2003, ORES et al.,2016). A FC, em grau alimentar, tem sido empregada na fabricagao de doces,
sobremesas, chicletes, geleias e bebidas alcodlicas (MOHAMMADI-GOURAIJI et al., 2018).

No ambito clinico e biotecnoldgico, as ficobiliproteinas possuem grande potencial como
ferramenta para o diagndstico de doencgas, agindo como marcadores fluorescentes, devido a
suas propriedades espectroscopicas, tendo inimeras aplicagdes em imunoensaios (sonda
fluorescente e marcador para imunoglobulinas e proteinas receptoras), histoquimica, citometria
de fluxo, deteccdo de espécies reativas de oxigénio e atuando como agentes terapéuticos. Para
este fim, necessitam de alto grau de pureza (RODRIGUES et al., 2015, HEMLATA et al., 2018;
NWOBA et al., 2019).

A FC ¢ considerada a principal FBP, encontrada em maior quantidade e propor¢ao nas
cianobactérias e sendo, atualmente, a mais estudada. Seu valor comercial dependente da sua
pureza, obtida pela razdo entre o valor da absor¢dao maximo da FC (615 nm) e o valor de
absorbancia relacionado com a proteina total (280 nm). A ficocianina com pureza maior que
0,7 é considerada como grau alimenticio, maior que 3,9 como grau reativo e acima de 4,0 como

grau analitico (LAUCERI et al., 2018).

2.3 MEIOS E PROCESSOS DE CULTIVO

As cianobactérias sdo microrganismos fotoautotréficos facultativos, ou seja, podem
crescer em meios de cultivo com ou sem fonte de carbono organico.

Os meios comumente utilizados para cultivo de cianobactérias sao Meio BG-11 liquido
ou so6lido (com ou sem cicloheximida) e Meio ASM-1 liquido ou so6lido (com ou sem
cicloheximida), sendo que a cicloheximida ¢ um antibidtico usado para eliminar organismos
eucariontes. A utilizacdo de diferentes meios de cultura ¢ motivada pelas diferentes
concentragdes e tipos de nutrientes, proporcionando condi¢cdes nutricionais especificas para

alguns grupos de cianobactérias (JACINAVICIUS et al., 2013).
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Atualmente, o meio mais empregado para cultivo de biomassa ¢ de FBP ¢ o meio
mineral BG11o, constituindo um cultivo fotoautotrofico, como relatado para Arthrospira sp.
para a producdo de ficocianina (VONSHAK, 1997). No entanto, alguns pesquisadores tém
estudado a influéncia de cultivos mixotroficos, onde a fonte de carbono ¢ constituida por
substancias minerais e organicas (BORSARI et al., 2007; RIZZO et al., 2015). Seguem, no

Quadro 1, as diferentes formas de cultivos de cianobactérias ¢ suas caracteristicas.

Quadro 1 — Diferentes condi¢des de metabolismo celular

Condicoes de metabolismo Fonte de Fonte de Densidade
Celular energia Carbono celular
Foto-Autotrofico Luz Inorgéanica Baixa
Quimio-Heterotrofico Organica Organica Alta
Mixotroxico Luz e Orgéanica Inorgénica e Meédia
Organica
Foto-heterotrofico Luz Organica Meédia

Fonte: Adaptado de Cheng et al. (2012).

A obtengdo de FBP em concentracdes elevadas depende de fatores que influenciam a
producdo efetiva de biomassa e estimulam o acimulo de FBP. Luz e fontes de carbono
favorecem a sintese de FBP e inibem a sintese de outras proteinas. Fontes de nitrogénio
beneficiam o crescimento celular e a acumulagdo de FC nas células (MANIRAFASHA et al.,
2016).

Lebedeva et al. (2005) verificaram que a glicose, por ser um dos principais componentes
da regulacdo da fotossintese, foi capaz de aumentar tanto a producdo de biomassa quanto de
ficobiliproteinas e que a produ¢do de FC e FE foi afetada diretamente pela quantidade e
qualidade da fonte de luz utilizada, sendo que a luz vermelha induziu a sintese de FC e impediu
o acumulo de FE e, com a luz verde, observou-se o efeito contrario.

Ainda de modo a aumentar a produtividade de biomassa e produtos de forma mais
eficiente, sdo estudados outros fatores que possam melhorar seu crescimento celular, sendo
estes: intensidade luminosa, nitrogénio, enxofre e fosforo, além da cor da luz utilizada
(LEBEDEVA et al., 2005; YOON et al., 2012). Porém, segundo Manirafasha et al. (2016), as
variaveis mais importantes a serem analisadas visando a otimizagdo do meio de cultivo sdo

fontes de carbono e nitrogénio.



18
Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica

24 EXTRACAO E RECUPERACAO DE FBP

Os processos downstream envolvem as etapas de extracao e purificacdo das FBP, sendo
fundamentais para sua identificag¢do e quantificacdo nas cianobactérias (MORAES et al., 2010).
As formas fisicas da biomassa para extragao podem ser congelada, seca ou umida, sendo esta
Giltima a mais utilizada (ILTER et al., 2018).

A extra¢do de FBP envolve a ruptura celular e liberacdo das proteinas da célula. A
parede celular das cianobactérias é extremamente resistente, composta por quatro camadas,
compostas por fibras, peptideo-glicanos e proteinas. Desse modo, ¢ necessario a utilizacdo de
métodos de extragdo, baseados em variagdes na pressao osmotica, tratamentos quimicos, ciclos
de congelamento e descongelamento, maceragdo, fluido supercritico, extrusdo, French press e
sonicagio (MORAES ef al., 2010; {LTER et al., 2018; PAN-UTAI e IAMTHAM, 2018).

Durante o processo de extracio de FBP podem ocorrer alguns inconvenientes,
relacionados a grande quantidade de contaminantes como detritos e organelas celulares, além
de outros compostos como carotenoides e clorofila (KUMAR et al., 2014). Portanto, a escolha
do método de extracdo ¢ primordial na obtencdo de um produto de maior pureza e de maior
recuperacao.

Para a extra¢do de FBP, ha uma diversidade de métodos empregados na literatura, com

vantagens e desvantagens, como mostrado no Quadro 2:

Quadro 2 - Vantagens e desvantagens de diferentes métodos de extragdo de FBP

Método de extracgao Vantagens Desvantagens
- Alta reprodutibilidade
Congelamento/ -Método simples - Ampliacao
Descongelamento -Ambiente biocompativel de escala
- Alta pureza obtida para FC
- Método simples - Baixa pureza obtida
Esmagamento -Alta produtividade - Desnaturagao
- Fécil ampliacdo de escala
Sonicagio - Alta prod}ltividade em pequena escala - Ampliagao
- Baixo tempo de processo de escala
. . - Alta produtividade - Baixa pureza obtida
Trituracao . ~
- Baixo tempo de processo - Desnaturagao

- Répida extracdo de FC - Desnaturagao
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- Ampliacao
de escala

Adicao de solucao

. - Método simples
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Fonte: Adaptado de Manirafasha et al. (2016)

E relatado na literatura a combinacéo de diferentes métodos de extracdio, como Mittal ez
al. (2017), que combinaram maceragao com ultrassonicagdo € maceragao com congelamento e
descongelamento, obtendo maiores concentragoes de FBP extraidas em relacdo aos métodos
em separado. A principal vantagem dessa combinagdo de técnicas ¢ reduzir limitagao dos
processos, quando analisados individualmente.

Nos ultimos anos, a técnica de congelamento e descongelamento tem sido uma das
técnicas mais estudadas para extracdo de FBP, apresentando maior quantidade de FC que os
demais métodos e apresentando algumas vantagens por ser um método simples, reprodutivel e
por ndo apresentar perdas significativas da capacidade biologica da proteina, embora possua
dificuldade de ampliag@o de escala. Este método de extracdo baseia-se na formacao de cristais
de gelo intracelulares durante o congelamento e no decorrer do descongelamento estes cristais
de gelo causam danos a célula, promovendo assim a extracdo de compostos intracelulares
(MORAES et al., 2010).

Como exemplos utilizados de congelamento e descongelamento citam-se Liu et al.
(2012), que utilizaram extracdo por congelamento (-20°C) e descongelamento a temperatura
ambiente, para extracdo de FC de Spirulina platensis; Kumar et al. (2014) que utilizaram o
método de congelamento e descongelamento para extracdo FC de A. platensis; e Khattar et al.
(2015) que empregaram congelamento e descongelamento para extracdo de FC e FE de

Anabaena fertilissima.

2.5 RECUPERACAO POR SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS (SAB)

Posterior a extracdo, segue-se a etapa de purificacdo que envolve geralmente a
combinagdo de varias técnicas como precipitagdo, centrifugacdo, dialise, cromatografia de
filtragdo em gel e cromatografia de troca-idnica. Porém, a principal desvantagem destas técnicas
¢ a quantidade de etapas envolvidas no processo de purificacdo, acarretando perda de
rendimento do produto (CHETHANA et al., 2007, PATIL ¢ RAGHAVARAO, 2007;
LAUCERI et al., 2018).

Os sistemas aquosos bifasicos apresentam-se como uma técnica atrativa para a
purificagdao de biomoléculas, como as FBP (GUO-QING et al., 2005; CHETHANA et al., 2007;
SARAVANAN et al., 2008). Eles sao constituidos por espécies quimicas que, em determinadas

concentragdes e temperatura, formam duas fases liquidas distintas (fase topo e fase fundo), em
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equilibrio termodinamico, com propriedades intensivas e composigdes diferentes
(HARAGUCHI et al., 2004; BARBOSA et al., 2016). Basicamente ¢ um método de extragao
liquido-liquido que emprega duas fases compostas por dois polimeros imisciveis ou um
polimero e um sal de baixo peso molecular acima de sua concentracdo critica, sendo alguns
exemplos mostrados no Quadro 3.

Quadro 3 - Exemplos de componentes formadores de SAB

Componente 1 Componente 2
Polietileno glicol (PEG) Polipropileno glicol
Polietileno glicol (PEG) Dextrana
Polietileno glicol (PEG) Sulfato de amonio
Polietileno glicol (PEG) Fosfato de potassio
Polietileno glicol (PEG) Citrato de sodio

Fonte: Adaptado de SILVA ¢ LOH (20006).

As principais vantagens do SAB sdo alta capacidade e rendimento, menor tempo de
processo, baixo consumo de energia, facilidade de ampliagdo de escala. Além disso, os SABs
oferecem um ambiente biocompativel e sem toxicidade, por possuirem, na maioria dos casos,
alta concentragdo de agua em ambas as fases e baixa tensdo superficial, resultando em um
ambiente ameno, favordvel e estavel para utilizagdo em biomoléculas, uma vez que
desnaturagdo, mudangas estruturais e perda de atividade bioldgica dificilmente ocorrem nestas
condigdes (OLIVEIRA, 2009; ASENJO e ANDREWS, 2012, ZHAO et al., 2014). Dessa
forma, os SABs tém sido utilizados para separagdo de proteinas, enzimas, aminoacidos e
peptideos (HARAGUCHI et al., 2004).

Sistemas PEG-sal tém sido utilizados para separacdo de proteinas em larga escala
devido a maior diferenca na densidade entre as fases, menor viscosidade e baixo custo
(NASCIMENTO et al.,2011), levando a uma separagdao bem mais rapida (cerca de 30 minutos)
do que sistemas Polimero/Polimero (cerca de 1 a 6 horas), dependendo do tamanho da proteina.
No sistema PEG-sal a carga do anion tem papel importante para formagao de SAB’s, sendo
assim, anions multivalentes sdo mais eficazes do que cations monovalentes, em ordem fosfato
(PO4) > citrato (C¢HsO7°") > sulfato (SO42) > hidroxila (OH") e quanto maior a carga do anion,
menor sera a concentracao do sal necessaria para ocorréncia da separacao das fases. Em relagao
aos cations a ordem para formar duas fases € NaxSO4 > MgSO4 > ZnSO4 > Li2SO4, embora a
contribuicdo do anion seja maior para a separagao de fases (OLIVEIRA, 2009). Uma
desvantagem deste tipo de sistema € a separacdo e purificagdo de substancias sensiveis a alta
forca i0nica, sendo, nestes casos, preferivel a utilizagdo de sistemas polimero-polimero (IGBAL

etal. 2016).
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Uma aplicag¢ao importante para o SAB PEG-sal em escala laboratorial esta na separagao
de proteinas de dendritos celulares ou para purificacao de uma proteina especifica dentre outras
proteinas. A maioria das particulas soluveis e particulados tendem a se particionar para a fase
mais polar (fase sal ou fundo) enquanto as proteinas tendem a se particionar na fase hidrofobica
(fase polimero ou topo) (ASENJO e ANDREWS, 2012). Além disso, o SAB do tipo polimero-
sal apresenta taxas de recuperacdo da ordem de 90% e fator de purifica¢do de até 4, ou seja, o
composto recuperado possui concentracio 4 vezes maior que o componente inicial (IGBAL et

al., 2016).

2.6 FUNDAMENTO DA FORMACAO DOS SAB

A formagao de um sistema aquoso bifasico ¢ dependente de interagcdes moleculares entre
seus componentes formadores, explorando a incompatibilidade entre solu¢des de dois
polimeros ou entre solu¢do polimérica e um sal de alta forca idnica (SILVA e LOH, 2006;
ASENJO e ANDREWS, 2012).

Nos sistemas polimero-polimero sdo formados agregados poliméricos, que causam
exclusdo estérica, ocasionando a separacdo dos polimeros nas duas diferentes fases. Em
sistemas polimero-sal, a separacdo entre as fases estd relacionada com a absor¢do de grande
quantidade de agua pelo sal utilizado, aumentando a hidrofobicidade da fase polimérica
(IGBAL et al., 2016).

Estes componentes formadores sdo responsaveis pelas propriedades termodinamicas das
duas fases, como distribui¢do dos diferentes componentes no sistema, da relagdo de volumes
entre as fases e do coeficiente de particdo dos solutos; sempre dependentes do estado
termodindmico do sistema, caracterizados por composicao, temperatura e pressao (SILVA e
LOH, 2006; IGBAL et al., 2016).

O SAB pode ser apresentado na forma de diagramas de fase, que ¢ uma representacdo
do sistema sob certas condi¢des, como temperatura e pH. Este diagrama fornece a identidade e
a regido de trabalho do sistema (IGBAL ef al., 2016). Um exemplo ¢ o diagrama de fase,

normalmente representado na forma retangular, mostrado na Figura 2.

Figura 2- Representacdo do diagrama de fases a uma dada temperatura e pH
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Fonte: Adaptado de IGBAL et al. (2016).

A curva TCF ¢ denominada curva binodal, uma curva de equilibrio termodinamico, que
separa o sistema em duas regides: monofasica e bifasica. A regido monofasica ¢ localizada ao
exterior da curva binodal e a regido bifésica, ao interior da curva. Uma caracteristica importante
da curva sdo as linhas de amarragdo, como representado pela reta TNF. Elas representam
composi¢des das fases topo (T), rica no componente A e fundo (F), rica no componente B, apos
uma amostra de composi¢ao global (N) atingir o equilibrio termodinamico. Além disso, todos
os pontos da linha de amarragdo possuem composicoes iguais nas fases topo e fundo, mas com
volumes relativos diferentes (S1 e S2), implicando em composi¢des globais diferentes. A razao
entre a massa da fase superior e inferior ¢ calculada pela razdo de comprimento das linhas NT
e NF. Dessa forma, para concentrar um produto em uma das fases, essa fase deve
necessariamente ter um pequeno volume relativo, como N mais proximo de T ou N mais
proximo de F, como representado em S1 e S2 (ASENJO e ANDREWS, 2012; IGBAL et al.,
2016).

Outra caracteristica importante do diagrama de fases € o ponto critico, representado por
C. Neste ponto as propriedades fisico-quimicas, como volume e composi¢do, sao teoricamente
iguais. Dessa forma, quanto mais proximo do ponto critico de um sistema, menor serd a
diferen¢a das composigdes das fases e qualquer leve alteragdo na composi¢do do sistema podera
provocar grandes mudancas, levando o sistema de uma fase para duas ou vice-versa

(OLIVEIRA, 2009).
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A relagdo de equilibrio entre as fases superior e inferior no SAB ¢ determinada pelo
coeficiente de particdo (K). Este coeficiente define a particdo de uma substancia entre as fases

topo e fundo, definido pela Equacao 1.

C
K — Topo 1
c (1)

Fundo
sendo Cropo a concentragao da substancia na fase topo e Crundo @ concentracao da substancia na
fase fundo.

Os fatores que podem influenciar os SABs para purificagdo de proteinas podem ser do
proprio sistema: temperatura, pH, concentracdo e tipo de sal, forca idnica do sal, massa
molecular e tipo do polimero ou da propria proteina: hidrofobicidade, ponto isoelétrico,
distribuicdo de cargas e massa molar (OLIVEIRA, 2009; ASENJO e ANDREWS, 2012).

A aplicacdo de SAB para recuperagdo de ficobiliproteinas de cianobactérias tém sido
investigada em diferentes tipos de cepas e variando o peso molecular do PEG, tipo de sal e o
valor do pH do sistema.

Rito-Palomares et al. (2001) avaliaram a recuperacdo de FC de Spirulina maxima,
avaliando sistemas PEG-sal, para os PEG 1000 e PEG 1450, para os sais fosfato de potassio e
sulfato de amonio, variando as composigdes do sistema ¢ o pH. O melhor sistema encontrado
foi para PEG 1450-fosfato de potassio, para o sistema formado com 7% (m/m) PEG e 20 %
(m/m) de fosfato e pH 6,5. Foram avaliados dois estagios de recuperagdo por SAB, sendo no
primeiro estagio obtido pureza de FC de 2,1 e no segundo de 2,4.

Patil e Raghvarao (2007) estudaram a recuperacao de FC de Spirulina platensis por SAB
do tipo PEG-sal, variando o peso molecular do polimero (1500, 4000 e 6000) e o tipo de sal
(fosfato de sddio, fosfato de potassio, sulfato de magnésio, sulfato de sodio, sulfato e amodnio e
citrato de sodio). O melhor SAB observado foi o sistema PEG 4000-fosfato de potéssio, obtendo
maior pureza de FC, sendo de 2,75, tendo partido de um extrato com pureza de 1,18 e
coeficiente de particao de FC de 10,47.

A recuperagdo de FC e AFC de Spirulina platensis foi investigada por Liu et al. (2012)
que empregaram SAB do tipo PEG-fosfato, variando o peso molecular do PEG (2000, 4000 e
6000). O melhor resultado geral para SAB observado foi pra PEG 6000-fosfato de potéssio,
com coeficiente de particdo para FC de 10,64 e de 0,57 para AFC, com pureza de FC de 0,82
obtida na fase topo.

A partir destes estudos, o presente trabalho visou a obten¢ao e recuperagdo de FBP para
as cianobactérias Nostoc sp. € Anabaena variabilis, pouco estudadas na literatura, investigando

o potencial destas cepas.
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O processo foi avaliado desde o cultivo das cianobactérias, investigando o efeito da
suplementagao de aditivos ao meio basal, analisando sua influéncia no crescimento celular e
producdo de FBP, até sua recuperacao por SAB do tipo PEG-sal, buscando definir os principais

parametros significativos para aumentar a produ¢ao e pureza das FBP.



CAPITULO 3.
MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

As linhagens das cianobactérias utilizadas neste trabalho, Nostoc sp. PCC 7423 e
Anabaena variabilis ATCC 29413, foram gentilmente doadas pelo Laboratério de
Cianobactérias e Ficotoxinas da FURG (Rio Grande, RS).

Permeado de soro de leite em pd (77% lactose), adquirido da empresa Sooro
Concentrado Industria de Produtos Lacteos Ltda, foi utilizado nos testes de producao de
ficobiliproteinas. Os demais reagentes usados para manutengdo do inoculo, assim como nos

ensaios experimentais e nas analises fisico-quimicas possuiram pureza analitica.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Manutenc¢ao das cianobactérias

As cianobactérias Anabaena variabilis e Nostoc sp. foram cultivadas em meio basal
BG11o em Erlenmeyers de 250 e 500 mL, a 30°C, luminosidade de 1.553 lux, com fotoperiodo
de 12 h, em ambiente aerdbico e com repiques periddicos de 14 dias. Na Figura 3 mostra-se a

camara de fotoperiodo usada para manutencao das cianobactérias e ensaios experimentais.

Figura 3 — Camara de fotoperiodo mantida a 30°C, luminosidade de 1.553 lux e fotoperiodo

de12h

Ambas as cepas mantidas em meio basal (BG110) foram usadas nos ensaios para: (i)

determinagdo do melhor método de extracao de ficobiliproteinas; (ii) avaliacdo do sistema PEG-



26
Capitulo 3— Material e Métodos

sal que proporcione maior recuperacao destes pigmentos por sistemas aquosos bifasicos e (iii)
investigacao do efeito da suplementacao de fonte de carbono e de nitrogénio na produgao de
ficobiliproteinas por cianobactérias por fermentacdo, sendo que nestes ensaios, ao meio basal

foram adicionados agticar e nitrato de sodio (Figura 4).

Figura 4 - Ensaios realizados usando as cianobactérias Anabaena variabilis e Nostoc sp.

Cepas
¥" Nostoc sp.
v' Anabaena variabilis

|

Manutenc¢io
v" Meio basal - BGllo

A J
Ensaios
l \ A 1
Métodos de Recuperagio de Ensaios de fermentacio
extragio de FBP FBPpor SAB v Meio Basal BG110 — Controle

¥ Suplementagio de fonte de C
v Suplementagio de fonte de N

Fonte: O autor.

Os procedimentos de repique, assim como o preparo dos ensaios para estudo da
producao de FBP pelas cianobactérias, foram feitos em camara de fluxo laminar, com os
cuidados de assepsia com alcool 70% e luz UV, utilizando vidrarias € o meio de cultivo
previamente esterilizados em autoclave a 121 °C por 20 min, a fim de eliminar qualquer

contaminagao.

3.2.2 Analise do processo de extracao de FBP

Para a andlise do processo de extragdo das FBP, foram investigados parametros e
diferentes técnicas, a fim de obter maiores concentragdes de FBP e maiores purezas do extrato
obtido. Para este fim, foram analisados: solugdo extratora, método de extracdo e razao solido-
liquido (relacdo massa de célula e volume de solucdo extratora). Resume-se, na Figura 5, o

processo utilizado.
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Figura 5 - Fluxograma dos ensaios para avaliacdo do processo de extragao das FBP.

Avaliacio extracio de
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v pH 7.0 v" Congelamento/descongelamento v' 0,3 g células/L
v pH 8,0 com ultrassom
- Agua destilada v" Maceragdo por pistilo
v Homogeneizador ultrassénico

Fonte: O autor.

Em todos os ensaios, 10 mL de in6culo (ver item 3.2.7) foi coletado, ¢ mediu-se a
concentragdo celular para garantir que o valor se mantivesse constante. Em seguida, foi
centrifugado a 5000 rpm, o sobrenadante foi descartado e se completou o volume com 10 mL
de solugao extrator.

Nos ensaios para se avaliar a melhor solugao extratora, foi fixado o método de extragao
de rompimento mecanico por vortex (Phoenix Luferco AP 56) com esferas de vidro. Foi
empregada razao solido-liquido de 1 g de células/L e 1,1g de esferas de vidro por mL de solugao
extratora, em tubos Falcon de 50 mL. O processo foi repetido 3 vezes, sendo que, para cada
ciclo, a amostra ficou sob agitacdo em vortex por 5 min seguida de 2 min em banho de gelo
(SOUSA, 2016). Estes testes foram restritos a Nostoc sp. e foram empregados os principais
tampoes citados pela literatura para extracdo de FBP (tampdes fosfato 0,1 M de pH 6, pH 7, pH
8) e dgua destilada (AJAYAN et al., 2012; JOHNSON et al., 2014; MITTAL et al., 2017). A
escolha da melhor solugdo extratora foi baseada na maior extracdo de FBP e na maior pureza
de extrato obtida.

A partir da andlise da melhor solucdo extratora, foram analisados diferentes métodos de
extracdo de FBP, sendo estes: ciclos de congelamento e descongelamento combinado com
ultrassom, choque mecanico por vortex com esferas de vidro, fragmentagdo por maceragao com
pistilo e rompimento celular por homogeneizador ultrassonico, utilizando a solugdo extratora

definida no ensaio anterior (MANIRAFASHA et al., 2016; MITTAL et al., 2017).
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Primeiramente, para comparacao dos métodos de extragao, foram utilizadas amostras de
uma mesma cepa, a partir de uma mesma concentragao celular de cada cianobactéria e a razao
massa celular/volume de solugao extratora foi fixada como 1 g/L.

Apresentam-se na Tabela 1 as caracteristicas de cada processo de extracdo. Para o
método de congelamento e descongelamento por banho ultrassonico, a amostra 15 mL contida
em tubo Falcon foi congelada em refrigerador comercial (-15°C) por 1,5 h e descongelada
dentro de banho ultrassonico (Thornton) por 30 min com temperatura de 25°C, durante 5 ciclos.

O rompimento mecanico com esferas de vidro foi realizado seguindo as mesmas
condigdes empregadas no teste para escolha da solugdo extratora.

Na macera¢ao manual utilizou-se o pistilo e 1,1 g de esfera de vidro por mL de solugdo
extratora durante 45 minutos.

No método utilizando homogeneizador ultrassonico, 15 mL de amostra foi submetida a

ciclos de pulso/descanso de 1:1 s cada, totalizando 20 minutos de processo.

Tabela 1 — Condi¢des experimentais dos ensaios para avaliagdo dos métodos de extracao

Método de Tempo Referéncia
Caracteristicas Ciclos
Extracao (min) Adaptada
Congelamento/ )
-15°C 1,5h e Mittal
Descongelamento . 5 600
) 25°C por 30 min etal. (2017)
por banho ultrassonico
Agitacao 5 min vortex e ; . Sousa
Vortex 2 min banho de gelo (2016)
Maceragdo pistilo Rito-Palamares
Maceragdo ) 1 45
por 45 min et al. (2001)
Homogeneizador 1 s de pulso: 0 20 Falleiros
Ultrassonico 1 s de descanso (2016)

Apos a extragdo, foi realizada a centrifugacdo das amostras a 10.000 g por 10 min,
separando o sobrenadante (produto de interesse) do pellet (detritos celulares). Por fim cada
sobrenadante foi filtrado em filtros de 0,14 pm.

Para cada extrato, foi realizada a varredura espectral de modo a investigar a presenga
dos picos de absorbancia caracteristicos das FBP, sendo ficoeritrina (FE, A = 562 nm),
ficocianina (FC, A = 615 nm) e aloficocianina (AFC, A = 652 nm).

Apo6s a escolha do melhor método de extracdo de FBP e solugdo extratora, foram

testadas diferentes razdes solido/liquido 0,6; 0,4 e 0,3 g de biomassa/L. de solucao extratora, de
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modo a determinar a saturagao de FBP extraidas e a condi¢ao que promova a obtengdo do maior
teor de FBP no sobrenadante. Os resultados foram comparados com os obtidos usando 1 g/L.
Estes ensaios foram realizando usando somente para Nostoc sp. Além disso, assim como para
os testes anteriores com razao solido-liquido de 1 g/L., 10 mL de indculo foi coletado, mediu-
se a concentracao celular, e apds centrifugagao e descarte do sobrenadante, foram completados
com diferentes volumes de solu¢do extratora para se obter a razdo solido-liquido desejada,

conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Razdes solido-liquido para extragao de FC de Nostoc sp. por ciclo de

congelamento e descongelamento em banho ultrassdnico

Razao S/L (g/L) Volume tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 (mL)
0,6 14
0,4 21
0,3 28

3.2.3 Estudo do processo de recuperacio das FBP

Sistemas Aquosos Bifasicos do tipo PEG-sal foram utilizados no processo de
recuperacdo de FBP, variando o peso molecular do polimero e o tipo de sal. Foram investigados
dois tipos de PEG, com pesos moleculares 1500 e 4000, e dois sais, fosfato de potéssio e citrato
de sodio, para analisar o efeito do tipo de ion na parti¢do e o efeito do pH do sistema, uma vez
que os sais citados sdo neutro e basico, respectivamente.

Os extratos empregados nesta etapa foram obtidos pelo método de extragdo estabelecido
no item 3.2.2.

O fluxograma do processo de recuperacdo das FBP utilizado ¢ mostrado na Figura 6.
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Figura 6 - Fluxograma do processo de recuperagao de FBP por SAB
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Fonte: O autor.

3.2.4 Obtencao do diagrama de fase

De modo a definir as proporgdes de PEG e sal para formacdo dos SAB, que levam a
formacgdo de sistema bifasico, primeiramente, foi necessario a obtencdo do diagrama de fases
para cada sistema.

Os diagramas de fase para os SAB PEG-sal foram obtidos por turbidimetria, sendo
determinada a curva binodal do sistema, ou seja, a curva de equilibrio que separa as regides de
uma ¢ duas fases (HARAGUCHI et al., 2004; OLIVEIRA, 2009; PIRDASHTI et al., 2015;
BARBOSA et al., 2016).

Foram preparadas solugdes estoque de concentragdes conhecidas: solucao de PEG 1500
50% (m/m), solugdo de PEG 4000 50% (m/m), solugdes de citrato de sddio, fosfato de potéssio

e sulfato de amonio 30 % (m/m). Em tubos Falcon de 15 mL, foram pipetadas amostras de 5
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mL da solucdo de PEG, variando de 50% até 5% (v/v), sempre com dilui¢des utilizando dgua
deionizada. Os tubos foram colocados em um suporte dentro do banho termostatico a 15°C.
Apds 1 h no banho, foi acrescentada a cada amostra volumes de 30 pL solucdo de sal com
micropipeta automatica de modo a atingir a turbidez no sistema, sendo este volume utilizado
para o calculo do equilibrio liquido-liquido (curva binodal). O procedimento foi realizado para
os dois tipos de PEG e para os dois sais (fosfato de potassio e citrato de so6dio) e todos os

experimentos foram realizados em duplicata, com tempo de equilibrio de 24 h.

3.2.5 Obtencido dos SAB

Os sistemas aquosos bifasicos foram preparados a partir da analise das curvas de
equilibrio, de modo a escolher uma composi¢do global na regido de 2 fases. As propor¢des
foram escolhidas de modo a manter constante a porcentagem de extrato utilizado em todos os
sistemas (27%, m/m), variando apenas as composi¢des de PEG e sal, em um total de 20 g. As
trés propor¢des dos SABs empregadas foram as mesmas para cada tipo de PEG, e estdo

representadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicdes dos SABs PEG 1500-sais e PEG 4000-sais

% (m/m) % (m/m) % (m/m) Massa Total
PEG Sal Extrato do Sistema (g)
1* Proporcao 13 14,0 27 20
2* Propor¢ao 10 15,9 27 20
3* Proporgao 20 9,9 27 20

Para cada uma das proporcdes, os sistemas foram realizados empregando o extrato
obtido de cada cianobactéria, todos em triplicata. Foi feito o sistema branco, sendo o extrato
substituido por tampado fosfato (0,1 M e pH 7,0), usado como solugdo extratora. Antes do
preparo de cada SAB, analisou-se o extrato quanto a pureza de cada FBP de modo ser
comparada apds a recuperagao.

As etapas adotadas nestes procedimentos sdo ilustradas na Figura 7.
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Figura 7 - Procedimento para recuperagao de FBP por SAB
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Os SABs foram preparados em funil de separagdo graduado, sendo mantidos em
equilibrio por 2 h no banho termostético a 15° C. Apds isso, mediu-se o volume de cada fase
em equilibrio apos a separagao das fases, e separou-se a fase topo por pipeta Pasteur e fundo
pelo funil.

Apods a separacdo das fases, fez-se a leitura de absorbancia e foram calculadas
concentracdo ¢ pureza de cada FBP em ambas as fases (ver item 3.2.7.3). A partir das
concentragdes de cada FBP no topo e no fundo, foi possivel calcular o coeficiente de particao
(K), que € um coeficiente adimensional que define a relagdo com que uma substancia se divide

nas fases topo e fundo, definido pela Equagao 2.

[Ficobiliproteinal,,, ()
B [Ficobiliproteinal ,,,,

em que [Ficobiliproteinalwpo € [Ficobiliproteina]mundo representam a concentragdo (mg/mL) das
proteinas de interesse na fase de topo e na fase de fundo, respectivamente.

Se o coeficiente de parti¢ao for maior que 1 significa que o composto € encontrado em
maior quantidade na fase topo; se for menor que 1 o composto ¢ preferencialmente encontrado
na fase fundo; e em caso de coeficiente ser igual ou proximo a 1, o composto se particiona de
forma igualitaria em ambas as fases.

Foi calculado também a razdo de volume entre as fases (V7), definida como a razao entre
o volume da fase topo (V'toro) € volume da fase fundo (Vrunpo) no SAB, definida pela Equagao

3.
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A recuperagao de FBP (R) nas fases foi definida de acordo com a Equacao 4

(BASKARAN et al., 2018).

100

e

(4)

que representa a porcentagem de cada FBP encontrada preferencialmente em uma de suas fases,
apenas a partir dos parametros, como coeficiente de particdo (K) e razdo de volume entre as

fases (Vr).

3.2.6. Avaliacio do efeito da suplementacido do meio com fonte de carbono e de nitrogénio

na producao de FBP

No presente trabalho também foram estudados os efeitos da adi¢dao, ao meio de cultivo
basal, de lactose proveniente de permeado de soro e de glicose P.A., como fontes de carbono
organico, ¢ de nitrato de s6dio, como fonte de nitrogénio, visando o aumento na concentragao
de biomassa e a maior producdo de FBP por fermentagdo. A escolha de NaNO3 como fonte de
nitrogénio, se baseou em uma das variagcdes existentes da composi¢do do meio de cultivo
BG11o, sendo esta chamada de BG11N.

A proposta de suplementacdo do meio para promover o aumento do teor de FBP por
cianobactérias foi mostrada na literatura, como nos trabalhos de Lebedeva et al. (2005) e de
Khattar et al. (2015). Lebedeva et al. (2005) estudaram diferentes fatores que aumentam e
quantidade e qualidade de FBP, dentre eles a glicose, adicionada ao meio de cultivo para a
cianobactéria Calothrix sp. e verificaram efeito positivo na obten¢do de FBP. Khattar et al.
(2015) estudaram diferentes fontes de carbono organico (glicose, frutose e sacarose) e
diferentes fontes de nitrogénio (nitrato e nitrito de potdssio) ao meio de cultivo de Anabaena
fertilissima na investiga¢do aumento da produtividade de FBP.

Os ensaios foram todos realizados sob agitagdo de 150 rpm em mesa agitadora e sob
fotoperiodo de 12 h, com intensidade de luz de 1.553 lux.

A primeira analise foi baseada na adi¢do de 2 g/L de glicose P.A. ou de 2 g/L de lactose
proveniente do permeado de soro de leite ao meio BG11o, de modo a analisar seu efeito no

crescimento celular, comparado ao meio controle (meio basal BG110). Nesta etapa, somente
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Nostoc sp. foi utilizada na proporcao de 10% de indculo e 90% de meio (v/v), com volume total
de 100 mL, utilizando Erlenmeyers de 250 mL.

Ao se definir a fonte de carbono baseado nos resultados do primeiro teste, na segunda
analise, considerou variar a concentragdo do acucar além de suplementar o meio também com
nitrato de sodio como fonte de nitrogénio, considerando a fonte de carbono. Novamente,
empregou-se somente a cepa de Nostoc sp., com indculo de 10% em volume de in6culo. Foram

analisados seis tipos de meio cultivo, conforme Tabela 4.

Tabela 4 - Suplementagdo ao meio basal com agticar e/ou NaNO3 durante fermentacao por

Nostoc sp. 10% (v/v), 30 °C

Meio de cultivo Cagircar (g/L) Cnano3 (mM)
1 (controle) 0 0
2 2 0
0 2 (0,17 g/L)
4 2 2 (0,17 g/L)
5 5 2 (0,17 g/L)
6 2 5(0,425 g/L)

Em seguida, foi avaliado o aumento da concentragdo inicial de inoculo ao se utilizar
20% em volume de indculo de Nostoc sp. Foram preparados 4 meios de cultivo diferentes,

conforme Tabela 5.

Tabela 5 - Suplementagdo ao meio de cultivo utilizando fonte de carbono e/ou nitrato para

Nostoc sp. 20% (v/v)

Meio de cultivo Cagiicar (g/L) Cnano3 (mM)
1 (controle) 0 0
2 0 2 (0,17 g/L)
3 2 2 (0,17 g/L)
4 5 5(0,425 g/L)

A partir dos dados obtidos usando a cepa Nostoc sp., ensaios de fermentagdo para
investigar o efeito da suplementacdo do meio de basal BG11o com fonte de carbono organico
e nitrogénio também foram realizados com a cepa de Anabaena variabilis. Foi usado volume

de indculo de 20% e os meios de cultivo sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Suplementagao ao meio de cultivo utilizando fonte de carbono e/ou nitrato para

Anabaena variabilis 20% (v/v)

Meio de cultivo Cagiicar (g/L) Cnanos (mM)
1 (controle) 0 0
2 2 0
3 0 2 (0,17 g/L)
4 2 2 (0,17 g/L)
5 5 2 (0,17 g/L)
6 2 5(0,425 g/L)

Em todos os ensaios, amostras foram retiradas ao longo da fermentagdo para
acompanhamento do crescimento celular e ao final do processo, o teor de ficobiliproteinas foi
medido ap6s extracdo. O método de extragdo de FBP empregado nesta etapa foi definido pela
investigacdo da melhor técnica de extragdo destes pigmentos que correspondeu a uma das

etapas abordadas neste trabalho (ver item 3.2.2).

3.2.7 Métodos analiticos

3.2.7.1 Concentracao Celular

A determinagdo do crescimento celular foi realizada por analise de absorbancia da
aliquota do meio de cultivo em espectrofotdmetro (Shimadzu UV mini-1240) e correlacionando
com a concentragdo em massa seca de célula (g/L).

Para se obter a curva de calibragdo, a concentragdo de massa seca de célula foi
determinada por gravimetria. Uma amostra de volume conhecido das cepas em manutengao
(camara de fotoperiodo a 1.553 lux, a 30 °C, com ciclo claro/escuro de 12 h) foi coletada e
submetida a centrifugacao de 5000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado, adicionou-
se agua destilada e a amostra foi novamente centrifugada. O procedimento de lavagem foi
realizado 2 vezes. Apos o descarte do sobrenadante, o pellet foi transferido para um cadinho
previamente seco em mufla (30 min, 550 °C) e pesado. Levou-se a estufa a 105 °C até peso
constante e, em seguida, mediu-se a massa do conjunto cadinho mais a massa seca. A partir da
massa de células e do volume da amostra, tem-se a concentragao de células em g/L.

Paralelamente, a amostra da mesma cepa em manutencdo foi coletada e preparam-se
dilui¢des, sendo que, para cada uma delas, fez-se a leitura de absorbancia, sendo o comprimento

de onda de 610 nm para Anabaena variabilis € 650 nm para Nostoc sp, que foram determinados
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por varredura espectral. Para o branco, foi usado dgua destilada. As curvas de calibragdo padrao
(concentragao de célula versus absorbancia) estao dispostas no Apéndice A (Figuras A.1 e A.2).
Durante os ensaios, toda amostra coletada seguiu o mesmo procedimento de

centrifugacdo e de 2 lavagens com agua destilada antes da leitura da absorbancia.

3.2.7.2 Concentracio de acucares

A quantificagdo dos actcares foi realizada por cromatografia liquida de alto
desempenho HPLC (High Performance Liquid Chromatography). A amostra foi filtrada em
filtro 0,22 pm e injetada no cromatografo marca Shimadzu modelo LC-20A Pronience,
equipado com coluna SUPELCOGEL C-610H. As concentragdes de glicose e lactose foram
determinadas por detector de indice de refragdao. As analises foram realizadas utilizando acido
fosforico (0,1 %) como fase movel sendo a vazdo da bomba de 0,5 mL/min, temperatura do

forno de 32 °C e volume de inje¢do de 20 pL.

3.2.7.3 Concentraciao de FBP

As amostras apos as extragdes ou separagao das fases dos ensaios de recuperagao, foram
analisadas por espectrofotometria ((Shimadzu UV mini-1240), de acordo com o comprimento
de onda para cada FBP, sendo FE A = 562 nm, FC A =615 nm e AFC A = 652 nm e para
proteina total — A = 280 nm (AJAYAN et al., 2012).

A concentragio de cada FBP (mg.mL™") foi calculada de acordo com as Equagdes 5, 6 e

7, respectivamente (BENNETT e BOGORAD, 1973; LIU et al., 2012).

A615 - 0’ 474-(’%52)

LFel= 5,34 (%)
_ A, - 0,208.(A4,5)
[4Fc]= 5,09 (6)
[FE]: A, - 2,41.(FC) - 0,849.(AFC) -
9,62

A pureza (P) das FBP foi calculada também por espectrofotometria pela proporcao entre
os valores de absorbancia da proteina de interesse pela absorbancia de proteina total, de acordo
com a Equagdo 8 (ABALDE et al., 1998).

P = Arsp (8)
A

280
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sendo Arpp absorbancia caracteristica de cada FBP e Axgo absorbancia correspondente a

proteina total.

3.2.7.4. Concentracio de proteina total

De modo a determinar a concentragao de proteinas totais de forma mais precisa apos
cada método de extracao, utilizou-se o método de Bradford, utilizando o padrao soro de
albumina bovina (AJAYAN et al., 2012). A curva de calibragdo padrdo utilizada, para

macroensaio, esta disposta no Apéndice A (Figura A.3).



CAPITULO 4.
RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DO METODO DE EXTRACAO DE FICOBILIPROTEINAS

Nesta secao serao apresentados os resultados dos seguintes estudos: analise da solugao
extratora, do método de extracao e da razao solido-liquido (relagdo massa de célula e volume
de solugdo extratora). Estas analises foram realizadas empregando Nostoc sp. Para Anabaena
variabilis foram testados os mesmos métodos de extragdo, usando a solug¢ao extratora ¢ a razao

solido-liquido que apresentaram melhores resultados nos ensaios com a Nostoc sp..

4.1.1 Avaliacdo da melhor solucio extratora de FBP de Nostoc sp.

O método de extragao utilizado para analise da melhor solucao extratora foi o método
de choque mecanico por vortex com esferas de vidro, tendo sido realizados 3 ciclos de 5 minutos
de rompimento combinados com 2 minutos da amostra no banho de gelo. Utilizou-se a razao
de 1,1 g de esferas de vidro por mL de solugdo extratora e a analise foi realizada para uma cepa
de Nostoc sp. com razao solido-liquido de 1 g/L.

Sabendo que a ficocianina ¢ a mais estudada na literatura e geralmente encontrada em
maior teor dentre as ficobiliproteinas, determinou-se somente sua concentragdo nesta etapa e os
resultados obtidos para cada solugdo extratora analisada sdo mostrados na Figura 8.

Pela Figura 8, observa-se que todas as solugdes utilizadas foram capazes de extrair FC,
sendo que a maior extracdo de FC foi obtida com tampao fosfato 0,1 M de pH 7,0 com obtengao
de 33,7 pg/mL, apresentando concentracao 29% maior que a segunda melhor solucao extratora,
o tampao fosfato pH 8,0. A solugdo extratora tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 ¢ muito reportada
na literatura para extracdo de FC (AJAYAN et al., 2012; JOHNSON et al., 2014), devido ao

pH neutro, sendo um ambiente biocompativel para proteinas.
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Figura 8 - Concentragdo de FC extraida por cada solugdo extratora usando o método de
rompimento mecénico por vortex e choque de esferas de vidro. Agua destilada (M), Tampio

fosfato: pH 6,0 (W), pH 7,0 (W) e pH 8,0 (M)

40

25 -

20 A

15 +

10 +

Concentragdo FC (pg/mL)

Valores representam média = desvio padrdo. Letras diferentes entre as colunas representam diferenca estatistica

do Teste Tukey com p < 0,05.

4.1.2 Avaliaciao do método de extraciao

Para avaliacdo de diferentes métodos de extragdo, foi fixada solucdo extratora tampao
fosfato pH 7,0 e ilustram-se na Figura 9 os extratos obtidos nos experimentos que empregaram
a cepa de Nostoc sp., pelos diferentes métodos de extragdo testados, antes (a) e apos (b) a

centrifugacao e filtracdo.
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Figura 9 - Extratos obtidos pela cepa de Nostoc sp., pelos diferentes métodos de extracao, (a)
antes e (b) apds filtragdo e centrifugacdo a 10.000 rpm. 1 - Ciclos de
Congelamento/descongelamento; 2- Vortex e esferas de vidro; 3- Almofariz e pistilo e 4-

Homogeneizador ultrassonico

@) )

Ao comparar as Figuras 9(a) e 9(b), pode-se verificar que apos a centrifugacao, todos
os extratos ficaram translicidos, podendo ser analisados com mais precisdo por
espectrofotometria.

Para identificar as caracteristicas do extrato obtido pelos diferentes métodos de extracao
e confirmar a presenca de cada FBP, foi realizada a varredura espectral por espectrofotometria,
verificando a presenca de seus respectivos picos de absorbancia maxima que, sendo estes: FE
A =562 nm, FC A =615 nm e AFC A = 652 nm (AJAYAN et al., 2012). As varreduras

espectrais para os extratos obtidos sdo mostradas na Figura 10.
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Figura 10 - Varredura espectral dos extratos obtidos para Nostoc sp.
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Pela Figura 10, notam-se picos acentuados de absorbancia na regido de 615 nm para
todos os extratos, indicando presenca de FC, e pico na regidao de 675 nm no espectro 4 indicando
presenca de clorofila no extrato. Outras informagdes importantes obtidas da varredura espectral
estdo relacionadas com a pureza, onde o espectro do método de congelamento e
descongelamento apresentou o pico mais acentuado de absorbancia em 615 nm e menor
amplitude das linhas interferentes, indicando maior pureza de FBP no extrato. Além disso, ndo
foram encontrados picos de absorbancia nas regides de 540-575 nm e 640-660 nm em nenhum
dos extratos analisados, desconsiderando as presencas de FE e AFC para os extratos de Nostoc
sp. Dessa forma, elas ndo serdo consideradas nas andlises e calculos de FBP nos proximos
ensaios de extracdo, assim como nas demais etapas que compdem este estudo (andlise de
sistemas aquosos bifasicos e producao de FBP).

Para cada extrato obtido foram analisadas pureza e concentragdo de FC, conforme a

Tabela 7.
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Tabela 7 - Pureza obtida do extrato da Nostoc sp.

Método de Pureza [FC]
Extracao (FO) (ng/mL)
Congelamento/descongelamento 0,54 £0,01 32,8+ 1,00
Vortex 0,38 +0,03 29,1 +1,67
Maceragao 0,22 +0,03 10,5+ 1,54
Homogeneizador 0,34 £ 0,01 30,1 +£0,77

Pela Tabela 7 verifica-se maior concentragdo de FC nos métodos de congelamento e
descongelamento por ultrassom (32,8 pg/mL), vortex (29,1 pg/mL) e homogeneizador
ultrassonico (30,1 pg/mL), indicando que o método de maceracdo (10,5 pg/mL) ndo foi
eficiente para extracdo. Quanto a pureza, o método do ciclo de congelamento e
descongelamento por ultrassom apresentou a maior pureza (0,54), mostrando ser o mais
eficiente dentre os métodos testados.

De modo a realizar uma analise mais precisa da concentracdo de proteinas em cada

extrato, foi realizado o método de Bradford (AJAYAN et al., 2012). Os resultados estdo

dispostos na Tabela 8.

Tabela 8 - Concentragdo total de proteinas para cada extrato medida por Bradford

[Proteina Total]

Método de Extracao
(mg/mL)
Congelamento/descongelamento 0,24 + 0,01
Vortex 0,12 +0,01
Maceragao 0,05 +0,00
Homogeneizador 0,17 +0,01

Nota-se maior concentragdo de proteina no extrato de congelamento e descongelamento,

confirmando este método como o de melhor extragdo de proteinas para a Nostoc sp..

Os mesmos procedimentos foram realizados para os extratos obtidos a partir da cepa de

Anabaena variabilis. Os extratos obtidos apos cada método de extracao sao mostrados na Figura

11 antes (a) e apds (b) centrifugacdo e filtracdo.
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Figura 11 - Extratos obtidos pela cepa de Anabaena variabilis pelos diferentes métodos de
extracdo. 1 - Ciclos de Congelamento/descongelamento; 2- Vortex e esferas de vidro; 3-

Almofariz e pistilo e 4- Homogeneizador ultrassonico

(a) (b)

Do mesmo modo para identificar as caracteristicas de cada extrato obtido pelos
diferentes métodos de extragdo e confirmar a presenca de cada FBP foi a realizada a varredura

espectral para cada amostra, representada pela Figura 12.

Figura 12 - Varredura espectral dos extratos obtidos para Anabaena variabilis
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Pela varredura espectral, a tendéncia dos espectros de Nostoc sp. foi encontrada também
para Anabaena variabilis, com maior pureza e absorbancia na regido de 615 nm para o extrato
proveniente do congelamento e descongelamento, presen¢a de absorbancia caracteristica de
clorofila para o extrato utilizando homogeneizador e auséncia de picos de absorbancia para FE
e FC. Para a cepa de Anabaena variabilis, também foi considerada apenas a presenca de FC nas
analises futuras.

As analises de pureza e concentragao de FC obtidas estdo representadas na Tabela 9.

Tabela 9 - Pureza e concentracao obtida dos extratos da Anabaena variabilis

Pureza [FC]
Método de Extracao
FC (ng/mL)
Congelamento/descongelamento 0,59 £ 0,03 34,6 £1,27
Vortex 0,41 + 0,05 12,6 £1,73
Maceracao 0,37+ 0,03 13,7+ 1,27
Homogeneizador 0,50 £0,02 30,6 £0,31

Os resultados para concentracao de proteina total, obtido pelo método de Bradford, estao

mostrados na Tabela 10.

Tabela 10 - Concentracao de proteinas totais em cada extrato para Anabaena variabilis

[Proteina Total]
Método de Extracao

(mg/mL)

Congelamento/descongelamento 0,27 +0,01
Vortex 0,13 +0,00
Maceracao 0,16 £ 0,00
Homogeneizador 0,21 £0,01

De acordo com a Tabelas 9 e 10, o extrato obtido por congelamento e descongelamento
com ultrassom apresentou a maior concentragao de FC (34,6 pg/mL) e proteina total (0,27
mg/mL), como também verificado para a cepa de Nostoc sp.

A escolha do método de extragdo ¢ fundamental para obten¢do de FBP, uma vez que
sua qualidade depende do tipo de método utilizado.

Conforme discutido, as amostras extraidas pelo método de ciclos de congelamento e
descongelamento apresentaram apenas um pico de absor¢ao na regido de 615 nm (ficocianina),

com menor amplitude das linhas interferentes. Neste tipo de extracdo, durante o congelamento
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lento (temperaturas entre -20 e -4 °C), ocorre a formacao de cristais de gelo maiores, com
ruptura das membranas celulares, o que justifica a liberagdo de compostos intracelulares como
as FBP, sendo mais facilmente extraidos com auxilio de uma solugdo extratora (COLLA e
PRENTICE-HERNANDEZ, 2003). Realizando o descongelamento no banho ultrassonico, a
extracdo ¢ mais efetiva devido as caracteristicas do método de sonicacao como alto rendimento
e menor tempo de processo (MANIRAFASHA et al., 2016).

O método de congelamento e descongelamento combinado com ultrassom ndo ¢
reportado na literatura, mas a combinacdo de seus efeitos apresentou melhores resultados do
que quando realizados de forma separada, conforme reportado por Mittal et al. (2017). A
utilizacdo apenas de congelamento e descongelamento, em 10 ciclos de congelamento por 3
horas a -40°C e descongelamento a temperatura de 27°C, obteve concentracdo especifica de
ficocianina de 0,17 mg/g de biomassa seca e a utilizagdo apenas de ultrassonicagdo, a 30° C,
com amplitude de 120 pm e 10 min, apresentou concentragdo especifica de 0,11 mg/g biomassa
seca para Gelidium pusillum (Rhodophyta). O presente trabalho, combinando congelamento e
descongelamento com ultrassom, partindo de uma razdo soélido-liquido de 1 g/L, obteve
concentragdo especifica de FC de 32,8 mg/g para Nostoc sp. e 34,6 mg/g para Anabaena
variabilis.

Em trabalhos realizados anteriormente por este mesmo grupo de pesquisa, foi testado a
utilizacdao de ciclos de congelamento e descongelamento, alterando tempo e temperatura do
processo. Diferentemente do indicado pela literatura, onde conseguiram extrair somente pelos
ciclos, em nenhuma das condi¢des avaliadas foi obtido extrato contendo FBP, indicado pelo
sobrenadante sem a cor caracteristica destes pigmentos. Diante destes resultados, ¢ possivel
sugerir que, primeiramente, pode haver diferencas dependendo da cepa utilizada e também que
a combinag¢do dos processos, como mostrado este trabalho, levou a um efeito sinérgico,
melhorando consideravelmente a extracao das FBP.

Métodos que desintegram ou esmagam as células (vortex, maceracdo e
homogeneizador) apresentam mais interferentes e contaminantes. Métodos por trituragdo em
homogeneizador apresentam picos na regido de 680 nm e 430 nm, indicando presenca de
clorofila (representando a colora¢do verde obtida no extrato). J& métodos de esmagamento
(vortex e maceragdo) apresentam picos de menor amplitude, ocasionados pela presenca de
resquicios e detritos celulares presentes no extrato (SILVA, 2008).

A escolha de métodos utilizando baixas temperaturas se deve a pureza do extrato

obtido. Silveira et al. (2007) demonstraram que ao aumentar a temperatura da extracdo, outras
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proteinas e lipideos acabavam sendo extraidas junto com as FBP, além de poder ocasionar sua
desnaturagdo, gerando reducdo de sua pureza no extrato bruto.

Desse modo, o método de extracdo escolhido para obtengdo do extrato bruto das
cianobactérias Nostoc sp. e Anabaena variabilis foi o método de congelamento e
descongelamento com ultrassom, pelas vantagens de maior pureza obtida no extrato bruto,
maior quantidade de FBP obtida e maior capacidade para extragdo, levando em conta a

utilizagdo de congeladores comerciais na etapa de congelamento.

4.1.3 Avaliacdo da melhor razao sélido-liquido

Fixada a solugdo extratora tampao fosfato 0,1 M e pH 7,0 e o método de extragdo por
congelamento e descongelamento com ultrassom, foi realizado o estudo para a razio so6lido-
liquido (massa de célula/volume de tampao fosfato) capaz de obter maior massa de FC durante
a extracao.

As concentracdes ¢ massas de FC obtidas, para cada razdo soélido-liquido estdo

mostradas na Tabela 11.

Tabela 11 - Concentracao de FC obtidas nas diferentes razoes S/L para Nostoc sp.

Crc especifica

Razao S/L (g/L) Crc (ng/mL) (mg FClg célula)
1,0 32,80 + 1,00 32,80
0,6 19,15+ 0,33 31,92
0,4 16,93 + 0,04 42,32
0,3 10,19 + 0,06 33,97

Analisando as razdes solido-liquido, nota-se que, a0 aumentarmos o volume de solugao
extratora em 40% (razdo de 1,0 para 0,6), ocorre reducdo de 2,8% na concentracao especifica
de FC extraidas. Por outro lado, ao aumentarmos o volume de solu¢do extratora em 110% (razao
de 1 para 0,4), ocorre aumento de 29% da concentracao especifica de FC extraida, sendo a razao
da qual se obteve a maior concentracao obtida. Ao aumentar o volume da solucao extratora em
180% (razao 1 para 0,3), ocorre aumento de apenas 3,6% na concentragcdo de FC obtida, nao
justificando sua utilizagdo. Desse modo, a razdo solido-liquido utilizada nos demais

experimentos foi fixada como 0,4 g células/L de solucdo extratora utilizada.
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Assim sendo, a partir da avaliacdo dos procedimentos de extracdo de FC das
cianobactérias Nostoc sp. € Anabaena variabilis, cultivadas em meio basal BG11o, foi definida
a condi¢do para se obter um extrato com o maior teor de FC aplicando o método de
congelamento e descongelamento com ultrassom, solucdo extratora tampao fosfato 0,1 M pH
7,0 e razao solido-liquido de 0,4 g/L.

Nestas condigdes, foram obtidos extratos de ambas cianobactérias para a posterior etapa

deste trabalho, o processo de recuperacao de FBP por sistemas aquosos bifasicos do tipo PEG-

sal.

4.2 ESTUDO DO PROCESSO DE RECUPERACAO DAS FBP

Os sistemas aquosos bifasicos avaliados neste estudo para recuperagdo de FC de
cianobactérias utilizaram PEG 1500 e PEG-4000 e os sais fosfato de potéssio e citrato de sodio.
De modo a definir as propor¢des a serem avaliadas, primeiramente, determinaram-se as curvas

binodais para cada um destes sistemas, indicadas no diagrama de fases da Figura 13.

Figura 13 - Diagrama de fase PEG—sais a 15 ° C. PEG 1500-fosfato de potassio ((J), PEG
1500-citrato de sodio (A ), PEG 4000-fosfato de potassio (M) e PEG 4000-citrato de sddio
(%)
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A partir do diagrama de fase obtido, verifica-se que a formagao do sistema bifésico foi
facilitada nos sistemas formados com fosfato de potéssio e pelo uso do PEG de maior peso

molecular, uma vez que uma menor quantidade deste sal ou uma menor quantidade de PEG
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4000 permitem ampliar a regido de duas fases. Tomando como pontos para ilustrar esta
observagao, pode-se comparar as curvas binodais PEG 1500 para ambos os sais. Ao escolher a
concentragdo de PEG de 22,8% (m/m), uma concentragao superior a 6,4 % (m/m) de fosfato de
potassio € suficiente para obter duas fases, enquanto que para o citrato de sodio, esta
porcentagem ¢ cerca de 9%. De forma semelhante, observando as duas curvas binodais PEG
1500 e 4000 para fosfato de potassio, para a concentragdo do sal de 6,4%, a concentragdo o
polimero ¢ reduzida de 22,8% para o PEG 1500 para, aproximadamente. 12,5%, ou seja, com
uma quantidade 45% menor de PEG 4000 ja ¢ possivel se ter uma separagdo de fases.

Com relagao ao efeito do peso molecular do polimero, este resultado estd de acordo com
a literatura (ASENJO e ANDREWS, 2012), ou seja, quanto maior o peso molecular do PEG,
uma menor concentragdo € necessaria para se atingir a regido bifasica do diagrama de fases.

De acordo com a literatura, a influéncia do sal na formagdo do sistema bifasico ¢é
complexa e depende da forca i6nica do sal, das cargas dos cétions e anions e da solubilidade do
sistema.

Baskaran et al. (2018) ao estudarem SABs formados por PEG 600 e os sais fosfato de
potassio, sulfato de amonio e sulfato de sodio, verificaram que o sistema formado por fosfato
de potassio apresentou maior facilidade de formar sistema bifasico. Apesar de ndo apresentar
dados de solubilidade dos sais nestes sistemas, estes autores sugerem que esta facilidade se deve
ao fosfato de potassio ser mais solavel.

A solubilidade ndo € o tnico parametro a ser considerado na formacao dos SABs, deve-
se considerar também o efeito da carga dos ions. No trabalho desenvolvido por De Souza et al.
(2013), foram analisados sais que possuiam o mesmo cation (Na*) e foi verificado que os
sistemas com citrato de sddio também levaram a menores regides bifasicas do que os sistemas
contendo fosfato de sodio.

Com base nos diagrama de fases, estabeleceram-se as proporcdes de 13% PEG — 14%
sal, 10% PEG — 15,9% sal e 20% PEG — 9,9% sal, que estdo localizados na regido de duas fases
para os quatro diagramas e, em seguida, foram preparados SABs para PEG 1500 e PEQ 4000
com os sais citrato de sddio e fosfato de potassio, de modo a estudar a particdo das FBP em
entre as fases topo e fundo.

Os extratos iniciais utilizados para recuperagdo por SAB de cada cianobactéria,
cultivada em meio BG1 10, estio mostrados na Figura 14, com suas respectivas concentragdes

e purezas de FC, apresentados na Tabela 12.
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Figura 14 - Extratos utilizados para purificagdo por SAB. 1- Extrato A. variabilis ap0s ciclos
de congelamento e descongelamento, 2- Extrato de 4. variabilis ap6s centrifugagdo e

filtracdo; 3- Extrato de Nostoc sp. ap0s os ciclos de congelamento e descongelamento; 4-

Extrato de Nostoc sp. ap0ds centrifugacao e filtragdo

Tabela 12 - Concentragao e pureza de FC dos extratos iniciais utilizados para separagao por

SAB
Cepa A 280 A 615 Pureza FC [FC] (ng/mL)
Anabaena variabilis 0,435 0,292 0,548 32,87
Nostoc sp. 0,288 0,184 0,638 28,1

Para os extratos de Anabaena variabilis, os resultados das 3 propor¢des utilizadas sdo

mostrados nas Tabelas 13, 14 e 15.

Tabela 13 - 1* Propor¢do SAB para extrato de 4. variabilis (13% PEG e 14% sal)

Sal PMPEG K-FC' P-FC? RFC%) Vr! pH
Fosfato de 1500 544 1,11+0,02 81,76+0,13 0,82
. 7,17+ 0,04
Potéssio 4000 2,77 0,96+0,04 67,77+0,10 0,76
Citrato de 1500 457 0,88+0,01 8354+0,11 1,11
. 8,31+ 0,04
Sodio 4000 1,74 0,82+0,01 56,66+021 0,75

! coeficiente de parti¢io, > pureza, ° recuperacio, * razio de volume (topo/fundo)
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Tabela 14 - 2* Propor¢cao SAB para extrato de 4. variabilis (10% PEG e 15,9% sal)

Sal PMPEG K-FC' P-FC? RFC(%) vr pH
Fosfato de 1500 574 1,12+0,02 82,40+0,11 0,80
. 7,17 + 0,04
Potssio 4000 3,93 1,00£0,03 79,22+0,14 0,58
Citrato de 1500 580  0,83+0,01 72,49+0,07 044
. 8,31 + 0,04
Sédio 4000 500 1,02+0,02 71,85+0,14 0,51

3

! coeficiente de partigdo, 2 pureza, > recuperacio, * razdo de volume (topo/fundo)

Tabela 15 - 3% Propor¢do SAB para extrato de 4. variabilis (20% PEG e 9,9% sal)

Sal PMPEG K-FC!' P-FC? RFC(%) vr pH
Fosfato de 1500 402  091+0,02 91,87+0,11 1,62
7,17 + 0,04
Potassio 4000 321 1,06+0,05 83,60+0,14 1,59
Citrato de 1500 3,66 094+003 92,42+0,15 145
. 8,31 + 0,04
Sédio 4000 230 0,70+0,01 80,16+0,06 1,76

I coeficiente de parti¢do, 2 pureza, > recuperacio, # razio de volume (topo/fundo)

De acordo com as Tabelas 13 a 15, primeiramente notam-se coeficientes de particao
maiores que 1, indicando para todos os SABs a parti¢do preferencial da FC pela fase topo, ou
seja, a fase rica em PEG. Esse comportamento ¢ atribuido a maior afinidade da FC com PEG
(PATIL et al., 2008).

Com relagao a variagdo do peso molecular do PEG, principalmente para as proporgdes
entre PEG e sal de 13% PEG e 14% sal (1? propor¢ao) e de 20% PEG e 9,9% sal (3 proporcao),
nota-se que diminuindo o peso molecular do PEG, ocorre aumento da recuperagdo de FC e
aumento do coeficiente de parti¢gdo para ambos os sais. A maior recupera¢ao de FC em PEG de
peso molecular mais baixo estd relacionada com o aumento do volume livre disponivel para
proteina na fase topo, uma vez que o tamanho da cadeia carbonica da molécula de PEG diminui
(PATIL e RAGHVARAO, 2007; LIU et al., 2012). As maiores recuperagdes sao obtidas na 3*
proporgao (91,87% para o fosfato de potassio e 92,42% para o citrato de sddio, ambas para o
PEG 1500), sendo que a razao de volume entre as fases € a maior entre as propor¢cdes PEG-sal
analisadas, aumentando ainda mais o volume livre disponivel para a FC.

Ao se analisar os resultados a respeito do tipo de sal, nota-se que para o sal fosfato de

potéassio foram obtidos os maiores coeficientes de parti¢do, sendo os melhores, 5,44 e 5,74,
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resultados para a 1* proporcdo (13% PEG e 14% sal) e para a 2* proporg¢ao (10% PEG e 15,9%
sal), respectivamente, que foram as propor¢cdes com maiores teores de sal. Para a recuperagao,
o efeito do sal é pronunciado para PEG de maior peso molecular (PEG 4000) e quando o teor
de sal ¢ maior, ou sejam 1* e 2* propor¢des. Nestas proporgdes, o uso do fosfato de potassio
levou a uma recuperagao 11% e 8% maior do que com o citrato de sodio, respectivamente, para
a 1* e a 2 proporcao. Para a 3* propor¢ao, ndo ha diferenga consideravel da porcentagem de
recuperacao da FC entre os sais.

O efeito do sal é abordado na particdo de proteinas por Asenjo e Andrews (2012). Eles
explicaram que o peso molecular e a hidrofobicidade da proteina também devem ser levados
em consideragdo. As proteinas, cada uma com seu peso molecular ¢ sua conformacgao
tridimensional, estdo sujeitas a efeitos estéricos impostos pelos componentes do sistema, que
estdo relacionados com o efeito de volume livre, ou seja, o volume disponivel para o soluto de
migrar para uma fase. Ao se analisar a recuperacdo de diferentes proteinas, em sistemas PEG-
sal com diferentes concentracdes de NaCl (usado para aumentar o efeito salting-out), nao houve
uma correlacao clara entre peso molecular da proteina e coeficiente de particdo. Com relagdo a
hidrofobicidade, o efeito de particdo foi maior para proteinas mais hidrofobicas.

A respeito da pureza, para a Anabaena variabilis, ndo ha grandes diferencas entre o tipo
de sal e o peso molecular, sendo que os maiores valores estdo na faixa de 1,00 a 1,12. Entretanto,
pode-se observar as maiores purezas encontradas nos sistemas PEG-fosfato, sendo 1,11 para 1?
proporc¢ao com PEG 1500, 1,12 para 2* propor¢ao com PEG 1500 e 1,06 para 3% propor¢ao com
PEG 4000. Patil et al. (2008) reportaram comportamento de maior pureza obtida para sistemas
PEG-fosfato devido ao ambiente biocompativel, relacionado com a alta estabilidade da
ficocianina na faixa de pH entre 5 e 8.

A pureza esta relacionada ao fracionamento da FC na fase topo em contrapartida de
outras proteinas e compostos contidos no extrato utilizado, que se particionardo para fase fundo
ou interface do SAB e, portanto, ha uma maior absor¢ao obtida no seu comprimento de onda
caracteristico (A= 615 nm), juntamente com a diminui¢do da absorbancia relacionada a proteina
total (A =280 nm).

A maxima pureza encontrada dentre os SABs avaliados para o extrato de Anabaena
variabilis foi para o sistema PEG-fosfato de potdssio da 2* propor¢do, com pureza de 1,12,
contra 0,67 do extrato inicial, representando um aumento de pureza de 66%.

A relacdo entre o coeficiente de partigdo da FC (K-FC) e a razao de volume entre as

fases (Vr) € ilustrada na Figura 15.
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Figura 15 - Efeito Vr em relagdo ao K-FC para Anabaena variabilis. PEG 1500-fosfato de K
(@), PEG-4000-fosfato de K (), PEG 1500-citrato de Na (™) e PEG 4000-citrato de Na (4)
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Observa-se pela Figura 15 que, para os sistemas de PEG 1500, a medida que a relagdo

entre os volumes das fases diminui o coeficiente de partigdo aumenta, tendo-se os maiores

valores K-FC, 5,89 para o citrato de sodio e 5,74 para o fosfato de potassio, para Vr iguais a

0,44 ¢ 0,82, respectivamente. Este resultado condiz com a influéncia do PEG ja discutida. Para

o PEG 1500, a medida que a sua concentra¢do diminuiu, houve um maior de volume livre

permitindo a maior migra¢do da FC para a fase topo. Ja para os sistemas de PEG 4000, nao

houve uma tendéncia clara entre o coeficiente de particdo e a relagdo entre as fases,

apresentando um valor minimo para K-FC, para ambos os sais, na regiao de Vr igual a 0,75,

que corresponde a primeira proporcao (13% PEG e 14% sal).

Para os extratos de Nostoc sp., os resultados das 3 proporcdes utilizadas sdo mostrados

nas Tabelas 16, 17 e 18.

Tabela 16 - 1* Propor¢ao SAB para extrato de Nostoc sp. (13% PEG e 14% sal)

Sal PMPEG K-FC! P-FC? R FC(%)? vrt pH
Fosfato de 1500 6,04 0,96+0,03 82,92+0,10 0,80 717 +0.04
Potassio 4000 5,37 0,88 +£0,06 80,60+ 0,06 0,77 ’ ’
Citrato de 1500 3,15 1,2+0,02 76,67 0,40 1,04 231 4 0.04
Sédio 4000 348 0,71+0,01 73,31 +0,15 0,79 ’ ’

! coeficiente de parti¢io, ? pureza, * recuperacio, * razio de volume (topo/fundo)
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Tabela 17 - 2* Proporcao SAB para extrato de Nostoc sp. (10% PEG e 15,9% sal)

Sal PMPEG KFC' PFC! RFC(%)  Vr pH
Fosfato de 1500 6,36 1,34+0,04 79,10+0,06 0,595 - . 4
Potassio 4000 500 099+004 73364006 0540 7T
Citrato de 1500 388  0,69+0,01 67.05+020 0,524
atc 8.31 + 0,04
Sodio 4000 199 0874001 48.65+0.15 0474

3

! coeficiente de particdo, 2 pureza, > recuperacio, 4 razdo de volume (topo/fundo)

Tabela 18 - 3* Propor¢do SAB para extrato de Nostoc sp. (20% PEG e 9,9% sal)

Sal PM PEG K-FC! P-FC? R FC(%)3 \Y pH
Fosfato de 1500 4,02 0,87+0,04 87,04+0,15 1,67 717 + 0.04
Potassio 4000 2,61 0,68+0,02 81,27+0,15 1,66 ’ ’
Citrato de 1500 4,75  0,69+0,01 64,85+0,06 2,06 231 4 0.04
Sodio 4000 1,87  0,63+0,01 79,17+0,20 2,03 ’ ’

! coeficiente de parti¢io, ? pureza, * recuperacio,  razio de volume (topo/fundo)

De acordo com as tabelas, do mesmo modo como ocorrido para o extrato de Anabaena
variabilis, ocorreu aumento da recuperagdo de FC com a diminui¢do do peso molecular do PEG
e todos os coeficientes de particdo obtidos sao maiores que 1, indicando parti¢ao da FC para a
fase topo.

A rela¢do entre peso molecular de PEG e recuperagdo de FC, mostrou a mesma
tendéncia observada para o extrato de Anabaena variabilis, com aumento da recuperagdo com
a diminui¢do do peso molecular do PEG, com exce¢do para PEG 4000-citrato de sodio para 3*
propor¢ao.

Uma comparagdo importante entre os extratos ¢ a menor recuperagdo de FC para os
extratos de Nostoc sp., principalmente, para os sistemas PEG-citrato de sodio, podendo indicar
alguma diferenca estrutural da FC de cada cianobactéria. Pode-se citar também a ocorréncia de
precipitagdo da interface destes sistemas no caso particular do extrato de Nostoc sp., o que pode
influenciar seus pardmetros de recuperacdo e separagdo. Patil e Raghvarao (2007) também
relataram a precipitagdo de FC na interface de sistemas de PEG com peso molecular acima de
4000, o que corrobora com os resultados deste trabalho, uma vez que o peso molecular PEG
comercial ¢ um valor aproximado.

Os coeficientes de particdo da FC apresentaram mesmo comportamento em relagdo aos
SABs com extrato de Anabaena variabilis, sendo obtidos os maiores valores para os sistemas
de PEG 1500. A relacdo entre coeficiente de particdo e razdo de volume entre as fases ¢

mostrada na Figura 16.
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Figura 16 - Efeito Vr em relagdo ao K-FC para Nostoc sp. PEG 1500-FP (@), PEG-4000-FP
(®), PEG 1500-CS (™) e PEG 4000 (&)
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A relacdo Vr com K-FC mostra um efeito parecido com o sistema utilizando extrato de
Anabaena variabilis apenas para o sistema PEG 1500-fosfato de potéssio. O sistema de PEG
1500-citrato apresentou comportamento semelhante aos sistemas de PEG 4000 utilizando o
extrato anterior, ou seja, comportamento de minimo, sendo que K-FC tende ao minimo valor
na regido de Vrigual a 1. Os sistemas PEG-4000 apresentam comportamento de maximo valor
para K-FC na regido de 0,75 de Vr.

Os sistemas PEG 1500 também apresentaram pureza superior aos sistemas PEG 4000,
novamente com excecao do sistema PEG 4000-citrato de sddio para 3* propor¢ao.

O maior valor de pureza de FC também foi obtido para o sistema PEG 1500-fosfato de
potassio da 2* proporcao, sendo 1,34, 20% maior que a maxima pureza encontrada apos
purificacao do extrato de Anabaena variabilis. Comparando com o valor inicial de pureza do
extrato da Nostoc. sp., 0,638, houve um aumento de 2,1 vezes na pureza apos purificacdo por
SAB, aumento de pureza proximo ao encontrado como fator de purificagdo por Patil et al.
(2008), de 2,11, na purificacao de FC obtida de Spirulina platensis.

Na busca pelo melhor SAB, a varidvel termodindmica mais usualmente utilizada na
escolha ¢ o coeficiente de particdo, juntamente com a maior pureza. Como o sistema PEG 1500-
fosfato de potdssio possui maior coeficiente de particdo para Nostoc sp. (K-FC 6,36) e o

segundo maior para Anabaena variabilis (K-FC 5,74) e maiores purezas para ambos extratos
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para a 2* propor¢do PEG-sal, este pode ser considerado o melhor SAB encontrado para
purificagao de FC a partir dos extratos destas cianobactérias.

Na literatura, os melhores SAB do tipo PEG-sal relatados também tém sido PEG-fosfato
de potassio. Rito-Palomares ef al. (2001) encontraram o melhor SAB para purifica¢ao de FC de
Spirulina maxima no PEG 1450-fosfato de potassio, obtendo pureza final de FC de 2,1 partindo
da pureza inicial de 0,7. Patil e Raghvarao (2007) relataram o melhor sistema sendo PEG 4000-
fosfato de potassio, obtendo K-FC de 10,47 e pureza final de 2,75 (pureza inicial de 1,18) para
FC, além da recuperacao de 90,57% na fase topo, para extrato de Spirulina platensis. Liu et al.
(2012) também estudando a purificagdo de FC para Spirulina platenis, observaram o melhor
sistema sendo PEG 6000-fosfato de potassio, atingindo pureza de 0,82 (pureza inicial de 0,5),
K-FC de 10,64 e recuperagdo de 57% para FC para extragdo por SAB em um estagio.

43 AVALIACAO DO EFEITO DA SUPLEMENTACAO DO MEIO COM FONTE
DE CARBONO E DE NITROGENIO NA PRODUCAO DE FICOCIANINA POR
CIANOBACTERIAS

As cianobactérias sdo agentes com alto potencial para producgdo de diversos metabolitos,
hidrogénio, farmacos, antimicrobianos ¢ as ficobiliproteinas. Como a producao de metabolitos
¢ influenciada pelas condi¢des de cultivo, neste estudo foram abordados quatro pardmetros e
seus efeitos foram investigados quanto a produgao de ficocianina e ao crescimento de biomassa.
O tipo de fonte de carbono e a concentragdo inicial de indculo foram avaliados em ensaios
somente com a Nostoc sp. A partir das condi¢cdes que indicaram maiores concentragdes
celulares e de ficocianina, os parametros concentracao de fonte de carbono e concentragao de

fonte de nitrogénio foram avaliados tanto para Nostoc sp. como para Anabaena variabilis.

4.3.1 Avaliacio do efeito do tipo de fonte de carbono na suplementa¢ao do meio controle

(BG110)

No primeiro ensaio, avaliou-se a influéncia da fonte de carbono (2 g/L) suplementado
ao meio basal BG11o, sendo elas a glicose P.A. e a lactose proveniente de permeado de soro de
leite. Este teste foi realizado com Nostoc sp. empregando uma concentragdo inicial de 10%
(v/v) de inoculo, correspondendo a uma concentragdo inicial de 0,04 g/L, por 14 dias. O perfil

de concentragdo celular em funcdo do tempo ¢ apresentado na Figura 17.
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Figura 17 - Perfil de concentracao celular para diferentes meios: BG11o, BG11o
suplementado com permeado de soro de leite (teor de lactose, 2 g/L.) e BG110 suplementado

com glicose (2 g/L) e. Controle (), PSL (4), Glicose (M).
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Observa-se pela Figura 17 que o meio suplementado com permeado de soro de leite
(PSL) nao favoreceu o crescimento de biomassa, ndo havendo diferenga expressiva nas
concentragdes ao final de 14 dias entre as Nostoc sp. cultivada em meio BG1llo e o meio
contendo o PSL, sendo as concentragdes 0,09 g/L e 0,07 g/L, respectivamente.

Para o0 meio contendo glicose como fonte de carbono, houve um crescimento 2,4 vezes
maior do que o observado no meio BG11o0. Apesar de a lactose ser um agucar utilizado por
varios microrganismos, neste caso, os demais constituintes do PSL podem nao ter favorecido o
crescimento da biomassa. De acordo com a especificacdo do PSL, ele possui no minimo 80%
de lactose e 3% de proteina e maximo de 1,5% de gordura e de 6% de cinzas (ROMAO, 2015).

O efeito do tipo de aglicar também foi investigado quanto a produ¢do de ficocianina,

com resultados apresentados na Figura 18.
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Figura 18 - Obtencao de FC para meios com adi¢ao de fonte de carbono organico para Nostoc

sp. Controle (W), PSL (M) ¢ Glicose (M)
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Valores representam média = desvio padrdo. Letras diferentes entre as colunas representam diferenga estatistica

do Teste Tukey com p < 0,05.

Pela Figura 18, a concentracdo de FC para o ensaio controle (meio basal BG11y) foi de
9,39 pug/mL, para o meio com permeado foi de 5,9 pg/mL e para o meio contendo glicose foi
de 8,66 pg/mL. Esses dados indicam que a sua concentracdo de FC ndo foi influenciada
positivamente pela adicdo do permeado e que as concentragdes obtidas pelo meio controle e
pelo meio contendo glicose ndo apresentam diferencas estatisticas. Apesar do crescimento da
biomassa, nao houve o aumento da producao de ficocianina.

Com relagdo ao consumo de agucar, ilustrado na Figura 19, nota-se que a lactose
apresentou maior consumo ao longo de 14 dias de processo do que a glicose. A lactose foi

consumida em 38%, enquanto a glicose em 14%.
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Figura 19 - Perfil de consumo de actcar para diferentes meios: BG110, BG110 suplementado
com glicose (2 g/L) e BG11o suplementado com permeado de soro de leite (teor de lactose, 2

g/L). Lactose (4 ), Glicose(M)
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Apesar destes resultados preliminares nao indicarem o aumento da concentragao de FC
pela adigdo do acucar ao meio de cultivo, nos testes seguintes ainda foi mantida a
suplementagdo de agucar, uma vez que na literatura ¢ relatado o efeito positivo de uma fonte de
carbono (LEBEDEVA et al., 2005; KHATTAR et al., 2015).

Estes novos testes foram realizados com a glicose, uma vez que houve um aumento
maior de biomassa, e ndo ha interferéncias de constituintes como no caso do PSL. Nestes testes,
alterou-se a concentragdo desta fonte de carbono e verificou-se o efeito da adi¢ao de nitrato ao

meio BGllo.

4.3.2 Avaliacio do efeito da concentraciio de glicose e de nitrato de sédio na

suplementacio do meio controle (BG110) no cultivo de Nostoc sp.

Os resultados para avaliacao do efeito da suplementagao de fonte de nitrogénio ao meio
de cultivo BG110, com e sem presenca de glicose, para a cepa de Nostoc sp., utilizando in6culo
de 10% de volume (concentracao inicial de células de 0,06 g/L) por 14 dias, estdo dispostos na

Figura 20.
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Figura 20 - Crescimento celular pela suplementagdo de fonte de nitrogénio e glicose para
Nostoc sp. para indculo de 10% (v/v). Controle (4), Glicose 2 g/L (™), Nitrato 2 mM (A),
Glicose 2 g/L + Nitrato 2 mM (M), Glicose 5 g/L + Nitrato 2 mM (<), Glicose 2 g/L +
Nitrato 5 mM (@)
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16
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Pode-se notar que todos os meios de cultivo com suplementagdo de glicose e/ou de
nitrato apresentaram maior concentra¢ao final de células que o meio controle, sendo a diferenca
mais evidente a partir do sétimo dia de cultivo, exceto o meio com glicose 5 g/l combinado
com nitrato 2 mM.

Observando a adicdo somente de glicose (2 g/L) ou de nitrato de sédio (2 mM), o
aumento maior foi para o meio enriquecido com nitrato, sendo 0,55 g/L contra 0,47 g/L para o
meio com glicose. Ao adicionar ambos componentes ao meio basal, nas mesmas concentragoes,
a concentracao final de biomassa foi de 0,48 g/L, semelhante ao teste com meio suplementado
somente com glicose. E, mantendo a concentragdo de nitrato (2mM) e aumentando a
concentracgdo de glicose de 2 para 5 g/L, houve morte celular ap6s o 7° dia, indicando inibigdo
pela fonte de carbono. Entretanto, ao se elevar a concentragdo de nitrato de 2 para 5 mM,
mantendo a concentracao de glicose em 2 g/L, verifica-se o efeito positivo no aumento da
concentracao de células que atingiu 0,77 g/L.

Com relagdo a sintese de FC, analisou-se sua produtividade ao final dos 14 dias do

ensaio, com as concentragdes mostradas na Figura 21.
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Figura 21 - Obtencao de FC para os ensaios com suplementacao de fonte de nitrogénio e
glicose para Nostoc sp. com indculo de 10% (v/v) para 14 dias de cultivo. Controle(M),
Glicose 2 g/L ("), Nitrato 2 mM (M), Glicose 2 g/L+ Nitrato 2 mM (M), Glicose 2 g/L +
Nitrato 5 mM (M)
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Valores representam média = desvio padrdo. Letras diferentes entre as colunas representam diferenca estatistica

do Teste Tukey com p < 0,05.

Pode-se notar que o meio combinando glicose 2 g/L e NaNO3; 5 mM favoreceu o
aumento da concentragdo de FC em 50% em relacdo ao meio controle, atingindo 48,73 pg/mL.
Para as demais suplementagdes ndo foi verificado aumento da concentragdo de FC em relagao
ao meio controle. A adi¢do de glicose (2 g/L) e/ou nitrato (2 mM) prejudicou a produgdo de
FC, com teores entre 8,60 e 25,56 pg/mL.

Na literatura sdo reportados resultados com diferentes comportamentos para a adi¢cdo de
glicose ao meio de cultivo para producdo de FC e de aumento de produtividade de FC
adicionando fontes de nitrogénio, como nitrato. A combinagao da suplementagdo com os dois
compostos ainda ndo foi investigada.

Lebedeva et al. (2005) estudaram a combina¢do de fontes de carbono organico com
coloracdes de luz verde e vermelha no cultivo de Calothrix sp. A adi¢ao de glicose (10 g/L)
combinada com luz vermelha, indicou aumento na razao entre FC/AFC obtida de 2,7 e
diminui¢do da razao FE/AFC obtida de 5,25, mostrando a capacidade da glicose em aumentar

a produtividade de FC.
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Khattar et al. (2015), analisando a producdo de Anabaena fertilissima obtiveram 46,5
% e 32 % de aumento na producao de FC adicionando nitrato 2 mM e 5 mM de nitrato ao meio
cultivo controle, respectivamente. A adig¢do de glicose 5 g/L. ao meio controle provocou redugao
de 40% na concentracao de FC.

Diante destes resultados, optou-se por dobrar a concentragao do indculo para 20 % (v/v),
partindo—se de concentracao inicial celular de 0,12 g/L, repetindo algumas das condigdes ja
testadas e ainda analisando o efeito de 5 g/L. de glicose combinado com NaNO3; 5 mM ao meio

de cultivo (basal BG110), como mostrado na Figura 22.

Figura 22 - Crescimento celular pela suplementacgao de fonte de nitrogénio e glicose para
Nostoc sp. para indculo de 20% (v/v). Controle (4), Nitrato 2 mM (A), Glicose 2 g/L +
Nitrato 2 mM (M), Glicose 5 g/L + Nitrato 5 mM (@)

1.2

o
Y]
1

0.3 -

Concentragio celular (g/L)
o
[e)]

0 T T T T
0 4 8 12 16
Tempo (dias)

Pode-se observar novamente que a suplementacdo provocou aumento na concentragao
celular de 3 a 4 vezes em relag@o ao meio controle. Verifica-se que, para 20 % (v/v) de in6culo
o meio contendo 2 g/L de glicose e 2 mM de nitrato de so6dio atingiu uma concentragao de 0,88
g/L superior em 10 % em relagdo ao meio suplementado apenas com nitrato 2 mM, com
comportamento contrario ao obtido do ensaio com 10 % (v/v) indculo.

O meio contendo 5 g/L de glicose e 5 mM de nitrato apresentou aumento da
concentragdo celular de 29% em relagdo meio de 2g/L de glicose ¢ 2 mM de nitrato,
evidenciando o efeito positivo da adi¢do dos dois compostos nesta razdo para producdo de

biomassa, com uma concentragao final de 1,14 g/L.



62
Capitulo 4— Resultados e Discussdo

Em relagdo a obtencao de FC, mostram-se na Figura 23 os resultados obtidos em 14 dias
de cultivo.
Figura 23 - Concentragao de FC para os ensaios com suplementagdo de fonte de nitrogénio e
glicose para Nostoc sp. com in6culo de 20% (v/v) em 14 dias. Controle (W), Nitrato 2 mM
(m), Glicose 2 g/L + Nitrato 2 mM (M), Glicose 5 g/L + Nitrato 5 mM (M)
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Valores representam média = desvio padrdo. Letras diferentes entre as colunas representam diferenga estatistica

do Teste Tukey com p < 0,05.

De acordo com a Figura 23, o efeito da suplementagdo de nitrato e glicose juntos nesta
concentracao de inoculo foi capaz de influenciar positivamente o aumento da concentragao de
FC, desta vez com o meio de glicose 2 g/L e nitrato 2 mM com concentracdo acima da obtida
pelo meio controle (11,60 contra 7,74 ng/mL), podendo estar relacionado com a propor¢ado de
indculo/meio. Portanto, verifica-se que o enriquecimento do meio, desde que para uma
densidade celular adequada, favorece tanto o crescimento celular como a sintese de ficocianina,
sendo possivel obter 25,11 pg/mL, 3,2 vezes superior ao teor encontrado usando meio basal.

Experimentos realizados com concentracao de 10 g/L de glicose, com presenca de 2, 5
e 10 mM de NaNOs, mostraram que houve morte celular ja com 4 dias de ensaio, devido ao
excesso de concentracdo de substrato (glicose) no meio de cultivo.

Para se ter uma clareza maior de como a combinag¢ao de nitrato de sddio e glicose pode
influenciar a producao de FC e de biomassa, pode-se analisar o parametro razao g NaNOs/g

glicose, como mostrado na Tabela 19.
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Tabela 19 - Consolidado para avaliagcao do meio de cultivo para Nostoc sp.

Ensaio Vinéculo Cglic  Cnanos Razao NG Coduar (/L) Crc
(% viv)  (g/L) (nM) (g nitr/g glic) (ng/mL)

1 10 0 0 ok 0,38 32,42
2 10 2 0 0 0,47 25,56
3 10 0 2 otk 0,55 19,98
4 10 2 2 0,09 0,48 8,6
5 10 5 2 0,03 Nd Nd
6 10 2 5 0,21 0,78 48,73
7 20 0 0 oAk 0,27 7,74
8 20 0 2 oAk 0,80 9,02
9 20 2 2 0,09 0,88 11,60
10 20 5 5 0,09 1,13 25,11

Nd — néo calculado devido a perda do ensaio devido morte celular
**% _ razdo nao existente

Os ensaios com melhores resultados para inoculo de 20%, tiveram razdo de 0,09 g
nitrato/g glicose, com maior crescimento celular e concentracdo de FC para 5 g/L de glicose e
5 mM de nitrato (1,13 g/L e 25,11 pug/mL, respectivamente).

Porém, ao se analisar os dados do ensaio com 10% (v/v) de indculo, observa-se que,
quanto maior essa razdo, maior foi o crescimento celular e maior concentragdo de FC, sendo
que o meio com 2 g/L. de glicose € 5 mM de nitrato (ou seja, 0,21 g nitrato/g glicose) obteve
crescimento celular 1,6 vezes e concentragdo de FC 5,7 vezes maior do que o meio com 2 g/L
de glicose e 2 mM de nitrato (0,09 g nitrato/g glicose). Para o caso da razdo mais baixa (0,03),
houve morte celular (5 g/L de glicose e 2 mM de nitrato).

Destes resultados, notou-se que a adi¢do conjunta das fontes de carbono e de nitrogénio

proporcionou uma sintese maior de ficocianina pelas cianobactérias.

4.3.3 Avaliacio do efeito da concentracio de glicose e de nitrato de soédio na

suplementacio do meio controle (BG110) no cultivo de Anabaena variabilis

Diante dos resultados obtidos ao se analisar a obtencao de FC por Nostoc sp., verificou-
se o potencial desta sintese também para Anabaena variabilis, fixado o volume de indculo de

20 % (v/v), com concentragdo celular inicial de 0,04 g/L, em ensaios de 10 dias.
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Os resultados para avaliagao do efeito do enriquecimento do meio basal BG11 com fonte

de nitrogénio e com glicose, sao mostrados na Figura 24.

Figura 24 - Crescimento celular pela suplementacao de fonte de nitrogénio e glicose para
Anabaena variabilis para indculo de 20% (v/v). Controle (), Nitrato 2 mM (A), Glicose 2
g/L (M), Glicose 2 g/LL + Nitrato 2 mM (M), Glicose 2 g/L + Nitrato 5 mM (®), Glicose 5 g/LL

+ Nitrato 2 mM (4)
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Pela Figura 24, nota-se primeiramente que as suplementagdes obtiveram concentracao
celular acima do meio controle, a partir de 10 dias. Observa-se também a mesma tendéncia
verificada para os ensaios com Nostoc sp., com a melhor condicao obtida para 2 g/L de glicose
e 5 mM de nitrato (0,31 g/L), sendo 50% maior que a concentragdo do meio controle.

Para Anaebana variabilis, ensaios com a concentragao fixa de nitrato de sédio de 2 mM
e concentracao de glicose de 2 g/L ou 5 g/L de glicose resultaram em morte celular a partir de
4 dias, provavelmente por excesso de substrato. O resultado do meio contendo 2 g/L de glicose
e 2 mM diferiu do obtido para a cepa de Nostoc sp., que havia apresentado concentragdo celular
maior que do controle, indicando uma diferenga de assimilacao do substrato entre as cepas.

A respeito do teor FC produzido por Anabaena variabilis, os resultados estao dispostos

na Figura 25.
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Figura 25 - Concentracao de FC para os ensaios com suplementacao de fonte de nitrogénio e
glicose para Anabaena variabilis com in6culo de 20% em 10 dias. Controle (M), Nitrato 2

mM (M), Glicose 2 g/L (M), Glicose 2 g/L. + Nitrato 5 mM (M)
a

b
a a I
0 - III

Letras diferentes entre as colunas representam diferenga estatistica do Teste Tukey com p < 0,05.
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Pela Figura 25, observa-se que em 10 dias, a adi¢do isolada de glicose (2 g/L) ou de
nitrato (2 mM) ndo influenciou a concentragdo de FC por A. variabilis, sendo que o teor ficou
em torno de 14 pg/mL para estas condi¢des e para o teste em meio basal.

Nota-se também na figura em questao, que o efeito combinado da glicose 2 g/L. com
nitrato 5 mM, favoreceu a concentracdo de FC, obtendo-se 18,6 pg/mL, o que representa
aumento de 29% em relacdo ao controle. Este favorecimento na obtencao de FC também foi
observado para a cepa de Nostoc sp. com inoculo de 10% (v/v), e no enriquecimento simultineo
de 2 g/L de glicose com 2 mM de nitrato e de 5 g/L de glicose com 5 mM de nitrato, com 20 %
(v/v) de indculo, indicando ser as composi¢des a serem trabalhadas de modo a aumentar a
concentracdo de FC nestas cepas.

De forma semelhante ao observando para os testes com Nostoc sp. foi realizado um
consolidado dos experimentos utilizando a cepa de Anabaena variabilis de modo a melhor
visualizar o efeito da razdo N/G, para o periodo de 10 dias. Os resultados sdo apresentados na

Tabela 20.
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Tabela 20 - Consolidado para avaliagao do meio de cultivo para Anabaena variabilis

Ensaio Vinéculo Cglic CnaNo3 Razao NG Codtar (/L) Crc
(Y% v/v) (g/L) (nM) (g nitr/g glic) (ng/mL)

1 20 0 0 ok 0,16 14,37
2 20 2 0 0 0,23 13,95
3 20 0 2 koHk 0,25 14,38
4 20 2 2 0,09 Nd Nd
5 20 2 5 0,21 0,31 18,56
6 20 5 2 0,03 Nd Nd

Nd — néo calculado devido a perda do ensaio devido a morte celular
*** _ razdo ndo existente

Para a cepa de Anabaena variabilis, a melhor razdo N/G obtida foi 0,21 (2 g/L de glicose
combinada com 5 mM de nitrato), obtendo-se 0,31 g/L. de concentracao celular e 18,56 pg/mL
de FC em 10 dias de cultivo. Esta razao ¢ a mesma da qual obteve-se melhor resultado para a
cepa de Nostoc sp. com inoculo de 10% (v/v).

De acordo com a avaliagdo da suplementagdo ao meio de cultivo basal (BG110), pode-
se constatar que a adi¢do de nitrato ou glicose de forma isolada, pouco contribui para obtengao
de FC. Por outro lado, quando combinadas em razdes especificas (entre 0,09 e 0,21 g nitrato/g
glicose) ocorre aumento na concentragdo de FC.

De acordo com os resultados obtidos, os objetivos do trabalho foram alcangados, uma
vez que foi possivel aumentar o teor de ficocianina de cianobactérias recuperada ao combinar
os métodos de ciclos de congelamento e descongelamento com ultrassom, sendo que na
literatura, os métodos sdo aplicados isoladamente. Com relacdo a recuperacdo por sistemas
aquosos bifasicos PEG-sal, obtiveram-se porcentagens de recuperagdo e coeficientes de
particdo da mesma ordem de grandeza que em trabalhos ja realizados, sendo que foram
atingidas purezas superiores a 0,9 com o maximo de 1,12 e 1,34 para extratos de 4. variabilis
e Nostoc sp, respectivamente. Estes valores de pureza permitem a aplicacao na area de industria
alimenticia que exige uma pureza acima de 0,7.

Além disso, neste estudo foi encontrada ainda uma condi¢ao de suplementagdo ao meio
de cultivo basal, que proporcionou maior produgcdo de ficocianina, ao adicionar-se
simultaneamente glicose e nitrato de sodio, uma combinagdo ainda ndo foi abordada na

literatura.
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Deve-se ressaltar que as cepas empregadas foram pouco exploradas at¢ o momento,
sendo que através deste trabalho foi mostrado o potencial destas cianobactérias na obtengao de

ficocianina.

CAPITULO 5.
CONCLUSOES E ETAPAS FUTURAS

5.1 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos conclui-se que:

v A melhor solugio extratora de FBP foi o tampéo fosfato pH 7,0 0,1 M, com 33,7 ug/mL.

v' A ficocianina FBP predominante encontrada nos extratos tanto para Nostoc sp. quanto
Anabaena variabilis.

v" O método de extragdo que obteve maior concentra¢do e pureza de FC foi método de
congelamento e descongelamento no banho ultrassonico. As condi¢des do processo foram
5 ciclos de congelamento de 1,5 h em -15°C e descongelamento a 25 °C no banho
ultrassonico por 30 min, obtendo-se concentracdo de FC de 32,8 pg/mL com pureza de
0,545 para Nostoc sp. e concentragdo de FC 34,6 pg/mL com pureza de 0,593 para
Anabaena variabilis.

v' A razdo solido-liquido que obteve maior extragio de FC foi de 0,4 g/L, obtendo
concentragdo especifica de FC 42,33 mg FC/g célula.

v" O melhor SAB encontrado foi para o sistema PEG 1500-fosfato de potassio, na 2°
proporcao (PEG 10% e sal 15,9%), obtendo recuperagdao de 79,10%, K-FC de 6,359 e
pureza final de 1,34 o extrato de Nostoc sp. e recuperacao de 82,10%, K-FC de 5,734 ¢
pureza final de 1,116 para o extrato de Anabaena variabilis.

v A melhor suplementagdo do meio de cultivo basal para produgdo de FC foi obtida com
combinagdo de glicose e nitrato de sodio, sendo a composi¢ao de 2 g/L de glicose € 5 mM
de NaNO3, com concentracao de 48,73 ug/mL para Nostoc sp. com 10 % (v/v) de indculo
em 14 dias e 18,57 pg/mL para Anabaena variabilis com 20% (v/v) de in6culo em 10 dias

v" Foi possivel obten¢do de pureza de FC para grau alimentar, acima de 0,7.

5.2 SUGESTOES PARA ETAPAS FUTURAS

Como sugestdes para trabalhos futuros, tém-se:

» Para recuperacio de FBP por SAB:
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v’ Testar diferentes sais: sulfato de amonio, fosfato de sodio, sulfato de sodio e PEG

com diferentes pesos moleculares (400 e 600).

v’ Avaliar a adi¢do de NaCl.
v" Avaliar recuperagdo de FBP por SAB em série (LIU et al. 2012).

v" Testar Copolimero em bloco ao invés do PEG.

v' Avaliar a separagio da FC do PEG através de membranas de ultrafiltra¢o.

» Para cultivo e producio de FBP:

v

v
v
v
v

Avaliar o cultivo anaerobio das cianobactérias.

Investigar a variacdo do fotoperiodo para cultivo das cianobactérias.

Testar diferentes coloragdes de luz.

PCC para otimizar o cultivo e obtengdo de FBP.

avaliar o uso de efluentes contendo glicose (integracdo entre tratamento de efluentes

e obten¢do de produto de valor agregado, com reducdo do custo de matéria-prima).

» Aplicacdes para as FBP
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APENDICE A

Figura A.1 — Curva de calibracdo para crescimento celular Nostoc sp.
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Anexo A.2 — Curva de calibragdo para crescimento celular Anabaena variabilis

0.6

o
(9]
1

o
>
1

y =0.5782x
R? =0.9992

o
N
1

Concentragio celular (g/L)
o
w

o
=
)

0 T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Absorbancia



Figura A.3 — Curva de calibragdo para Macroensaio pelo método de Bradford
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