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RESUMO

As cianobactérias sdo organismos capazes de produzir uma diversidade de
biocompostos de alto valor agregado, dentre eles, as ficobiliproteinas (FBP), pigmentos
usados como corantes naturais para alimentos e produtos cosméticos, bem como marcadores
fluorescentes moleculares. Este trabalho teve como objetivo o estudo do processo de produgéo
e recuperacdo de FBP das cianobactérias, Nostoc sp. e Anabaena variabilis. Das FBPs, apenas
ficocianina (FC), foi detectada no extrato de ambas as cepas. O meio de cultivo das
cianobactérias foi modificado para avaliar o efeito da concentracdo de fonte de carbono
(glicose) e da fonte de nitrogénio (nitrato de sodio) e do efeito da cor (branca, amarela, azul,
verde e vermelha) sobre o crescimento de biomassa e de sintese da FC. Para a etapa de
recuperacdo da FC, foi escolhido o sistema aquoso bifasico (SAB), técnica atrativa para
biomoléculas, por apresentar grande quantidade de &gua nas duas fases, proporcionando um
ambiente ndo tdxico e compativel. Neste sentido, foram avaliados o efeito da adicdo do NaCl
ao SAB do tipo PEG-fosfato de potassio, na recuperacdo da FC. Além disso, investigou-se
também o SAB empregando copolimeros tri-bloco de diferentes cadeias de PEO (poli (6xido
de etileno)) (F68, L62 e L64) e o tipo de sal (citrato de sddio e fosfato de potassio) em
diferentes propor¢des, para testar o aumento da recuperacdo e pureza inicial da FC. Os
copolimeros s@o termossenssiveis, podendo ser recuperados e reutilizados por aquecimento,
diferente do PEG. Assim, foi avaliada também a recuperacdo por termosseparacdo dos
copolimeros utilizados. Na avaliacdo do efeito de parametros de cultivo, o melhor resultado
foi encontrado na suplementacgéo ao meio de cultivo para a cepa de Nostoc sp. de 2 g.L? de
glicose e 5 mM de nitrato de sddio de forma combinada, obtendo concentracdes de FC de
133,03 mg.g* e concentragdo celular de 0,53 g.L™. Com relagdo ao efeito da cor da luz, de
forma geral, a luz branca foi a cor que mais favoreceu o crescimento celular e quando
combinada ao ensaio com suplementacéo, apresentou cerca de 0,43 g.L™ para ambas as cepas
estudadas apos os 14 dias de cultivo. Para a producéo de FC, na condi¢do de suplementacédo
do meio, a luz vermelha apresentou melhor resposta para as duas cepas, equivalentes a 141,97
mg.g! para Nostoc sp. e 161,06 mg.g™ para A. variabilis. O estudo de recuperagdo da FC por
SAB, indicou o efeito positivo do “salting-out” com a adi¢do de cloreto de sdédio (NaCl), com
6% (m/m) sendo a melhor condicdo para Nostoc sp., atingindo pureza (P) de 1,13,
recuperacdo (R) de 84,5% e coeficiente de particdo (K) igual a 9,46. Ja para A. variabilis, as
melhores condi¢cdes foram para adi¢do de 6 e 8% (m/m), atingindo (P) de 1,16, (R) de 83,35%
e (K) de 9,80. Para o SAB do tipo copolimero-sal, e proporcdo 25% copolimero e 8% sal,
L64+fosfato de potassio foi 0 melhor sistema para a recuperacdo da FC dos extratos das duas
cepas, sendo que ocorreu a particdo da proteina na fase fundo, alcancando (R) equivalente a
83,40% para cepa de Nostoc sp. e 86,76 % para A. variabilis. Ao alterar a proporcao para 15%
copolimero e 12% sal, a FC migrou para a fase topo, sendo que o sistema F68+fosfato de
potassio possibilitou melhor resultado para as duas cepas, alcancando (R) de 86,46% para
Nostoc sp. e 86,83% para A. variabilis. Na etapa de recuperacdo do copolimero por
termosseparacdo, foi possivel recuperar o L62 (94,50%) e o L64 (96,54%). Para o copolimero
F68, ndo houve separacdo de fases na faixa de temperatura testada. O estudo mostrou que
maiores teores de ficocianina podem ser obtidos ao modificar 0 meio de cultura das
cianobactérias, principalmente com a suplementacdo de fontes de carbono e nitrogénio, e que
a recuperacdo deste pigmento € viavel por SAB, tanto para meios constituidos de PEG como
copolimeros.

Palavras-chave: ficobiliproteina, copolimero, fonte de carbono, fonte de nitrogénio, biomassa,
particdo.
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ABSTRACT

Cyanobacteria are organisms capable of producing a diversity of biocomposites with high
added value, including phycobiliproteins (PBP), which are pigments used as natural dyes for
food and cosmetic products, as well as molecular fluorescent markers. This work aimed to
study the process of production and recovery of PBP from cyanobacteria, Nostoc sp. and
Anabaena variabilis. The only PBP detected in the extract of both strains was phycocyanin
(PC). The medium of cyanobacteria was modified to evaluate the effect of the concentration
of carbon source (glucose) and nitrogen source (sodium nitrate) and the effect of color (white,
yellow, blue, green and red) on biomass growth and PC synthesis. For the PC recovery stage,
the aqueous two-phase system (ATPS) was chosen, as an attractive technique for
biomolecules, as it presents a large amount of water in both phases, providing a non-toxic and
compatible environment. In this sense, the effect of adding NaCl to ATPS of PEG-potassium
phosphate on PC recovery was evaluated. Furthermore, it was also tested ATPS using tri-
block copolymers of different chains of PEO (poly (ethylene oxide)) (F68, L62 and L64) and
the type of salt (sodium citrate and potassium phosphate) in different proportions, to test the
increase in PC recovery and initial purity. Copolymers are thermo-sensitive and can be
recovered and reused by heating, different from PEG. Thus, recovery was also evaluated by
terms of separation of the copolymers used. In respect to the effect of cultivation parameters,
the best result was found in supplementing the medium for the Nostoc sp. of 2 g.L? of
glucose and 5 mM of sodium nitrate in a combined form, obtaining PC concentrations of
133.03 mg.g-1 and cell concentration of 0.53 g.L™. Regarding the effect of the color of light,
in general, using white light allowed the highest cell growth and when combined with the
supplementation assay, it presented about 0.43 gL for both strains studied after 14 days of
cultivation. For the production of PC, under supplementation of the medium, the red light
showed better response for both strains, equivalent to 141.97 mg.g-1 for Nostoc sp. and
161.06 mg.g-1 for A. variabilis. The study of PC recovery by ATPS, indicated the positive
effect of “salting-out” with the addition of sodium chloride (NaCl), with 6% (w/w) being the
best condition for Nostoc sp., Reaching purity (P) of 1,13, recovery (R) of 84.5% and partition
coefficient (K) equal to 9.46. As for A. variabilis, the best conditions were for adding 6 and
8% (w/w), reaching (P) 1.16, (R) 83.35% and (K) 9.80. For ATPS of the copolymer-salt type,
and 25% copolymer and 8% salt ratio, L64 + potassium phosphate was the best system for the
recovery of PC from the extracts of the two strains, with the protein partitioning occurring in
the bottom phase, reaching (R) equivalent to 83.40% for Nostoc sp. and 86.76% for A.
variabilis. In the second proportion, 15% copolymer and 12% salt, the PC migrated to the top
phase, with the F68 + potassium phosphate system providing a better result for both strains,
reaching (R) of 86.46% for Nostoc sp. and 86.83% for A. variabilis. In the step of recovering
the copolymer by thermal separation, it was possible to recover L62 (94.50%) and L64
(96.54%). For the F68 copolymer, there was no phase separation in the tested temperature
range. The study showed that higher levels of phycocyanin can be obtained by modifying the
medium of cyanobacteria, especially with the supplementation of carbon and nitrogen
sources, and that the recovery of this pigment is viable by ATPS, both for PEG and
copolymer media.

Keywords: phycobiliprotein, copolymer, carbon source, nitrogen source, biomass, partition.



SIMBOLOGIA E ABREVIATURAS

Aloficocianina — AFC

Ficobiliproteinas — FBP

Ficoeritrina — FE

Ficocianina — FC

Ficobilissoma - FBS

Sistema Aquoso Bifasico — SAB
Polietilenoglicol — PEG

Coeficiente de Particdo — K

Recuperacdo — R (%)

Razdo volumétrica entre as fases — Vr

Poli (6xido de etileno) - PEO

Poli (6xido de propileno) - PPO

Oxido de etileno — EO

Oxido de propileno - PO

Temperatura critica inferior de solucéo (TCIS)
indice de refracéo - IR

High Performance Liquid Chromatography - HPLC
Pureza — P

Tie Lie Length - TLL
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1 INTRODUCAO

Pesquisas em biocompostos tém aumentado nas Gltimas décadas, trazendo consigo um
avanco nos estudos em microrganismos como as cianobactérias, devido a possibilidade de
aplicagdes comerciais em diferentes &reas, como indUstrias alimenticias, sejam elas
relacionadas a nutricdo humana ou animal; inddstrias quimicas e farmacéuticas; ou ainda
aplicados no tratamento de residuos, e na producdo de energia, entre outros
(KEITHELLAKPAM et al., 2015; PATEL et al., 2018).

As cianobactérias sdo organismos fotossintéticos presentes em diversos ambientes,
sejam eles naturais ou modificados pelo homem, sendo crescente o0 nimero de estudos sobre a
a sua estrutura, os mecanismos de fotossintese, fixacdo de nitrogénio e outros nutrientes e a
relacdo destes aspectos com a producdo de compostos bioativos de alto valor agregado
(GUEDES et al., 2013).

Mais especificamente, pode-se ressaltar os estudos para obtencdo e recuperacdo de
ficobiliproteinas (FBP), que sdo os principais metabolitos produzidos pelas cianobactérias,
associados ao complexo de captacédo de luz na fotossintese, denominado ficobilissoma. Esses
pigmentos podem ser usados como corantes naturais para alimentos e produtos cosmeticos,
bem como marcadores fluorescentes moleculares, dependendo do grau de pureza (NORENA-
CARO; BENTON, 2018). Podem ser divididas em trés classes, baseadas em seu comprimento
de onda de méaximo de absorc¢éo, ficoeritrina (FE, Amax = 490 ~ 570 nm, pigmento vermelho),
ficocianina (FC, Amax ~ 610 ~625 nm, pigmento azul) e aloficocianina (AFC Amax ~ 650 ~660
nm, pigmento verde azulado) (KHATTAR et al., 2015; WILDMAN; BOWEN, 1974).

Diversos séo os fatores que influenciam o crescimento de biomassa e 0 processo de
producdo de metabdlitos nas cianobactérias. Os principais sdo fatores abidticos, que incluem
luz, temperatura, pH, salinidade e composicdo e concentracdo de nutrientes do meio de
cultivo, os quais afetam diretamente o metabolismo do organismo (GUTU; KEHOE, 2012;
REIS et al., 1998).

A respeito de sua purificacdo, um parametro importante no estudo das ficobiliproteinas
é a pureza que é calculada pela relacdo entre a taxa de absorbancia a 620 nm e a 280 nm. A
FC com pureza acima de 0,7 é considerada como grau alimenticio, 3,9 como grau reativo e
acima de 4 como grau analitico (RITO-PALOMARES; NUEZ; AMADOR, 2001). Diversos
sdo os métodos utilizados para a purificacdo de ficobiliproteinas, sendo que a maioria deles

possui diversas etapas envolvidas, o0 que representa uma desvantagem, uma vez que gquanto
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maior o nimero de etapas, menor é o rendimento desta etapa do processo para obtencdo do
produto final. Nesse sentido, surge a necessidade de um método de purificacdo que seja tanto
eficiente quanto economicamente viavel e que alcance alta pureza e rendimento. O método de
biosseparacdo que tem apresentado caracteristicas atrativas € o sistema aquoso biféasico
(SAB), que consiste em um método de extracdo liquido-liquido formado por duas fases
composto por dois polimeros imisciveis ou um polimero e um sal acima de sua concentragéo
critica (saturacdo). As principais vantagens do SAB sdo alta capacidade e alto rendimento,
baixo tempo de processo, baixo consumo de energia, facilidade de ampliacéo de escala e ndo
toxicidade (RUIZ-RUIZ; BENAVIDES; RITO-PALOMARES, 2013; SANTHI et al., 2020).

Em trabalho anterior desenvolvido por este grupo de pesquisa (COTTAS, 2019;
COTTAS et al., 2020), a producdo de ficobiliproteinas foi avaliada ao estudar o efeito da
concentracdo de glicose e de nitrato de sddio do meio de cultivo, indicando que a
suplementacdo favoreceu tanto 0 aumento de biomassa como a sintese de pigmento. Além
disso, o estudo da recuperacéo das ficobiliproteinas por SAB também foi investigado ao testar
o efeito do peso molecular do PEG (1500 e 4000), o tipo de sal (fosfato de potassio e citrato
de sodio) e a razdo de volume (volume fase topo/volume fase fundo), ao obter recuperacéo
acima de 79%, coeficiente de particdo superior a 5,7 e pureza de grau alimenticio. Verificou-
se ainda que a principal ficobiliproteina foi a ficocianina para ambas as cepas Nostoc sp. e
Anabaena variabilis.

Assim, este trabalho tem como objetivo dar continuidade ao estudo tanto da producdo
de biomassa e de ficocianina (FC) a partir das cianobactérias Nostoc sp. e Anabaena
variabilis, ao avancar na investigacao de variaveis/parametros que nao foram encontrados na
literatura, como por exemplo o emprego de sistemas aquosos bifasicos (SAB) dos tipos PEG-
sal (efeito “salting-out”) e copolimeros tri-bloco para a recuperacdo de ficobiliproteinas
(FBP).

A seguir sdo apresentados os objetivos especificos deste trabalho:

o Avaliar influéncia de diferentes qualidades de luz (amarelo, vermelho, azul e verde)
sob as condicGes de meio suplementado com fonte de carbono organico e nitrogénio,
previamente definidas.

o Investigar o efeito da adicdo do NaCl ao sistema aquoso bifasico do tipo PEG-sal para
recuperacéo de FC.

o Estudar o sistema aquoso bifasico do tipo copolimero-sal para recuperacdo da FC,
incluindo a construcdo do diagrama de fases, a analise do efeito do peso molecular do

polimero e o tipo de sal utilizado e testar a recuperacao do copolimero por termosseparacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cianobactérias

As cianobactérias sdo seres procariontes fotoautotroficos, fixadores de nitrogénio,
também conhecidas por algas azuis ou verdes, e vivem em diversos tipos de habitats aquaticos
e terrestres, naturais e artificiais. Possuem diversas caracteristicas estruturais semelhantes as
bactérias, mas devido ao seu teor de clorofila a e outros compostos, sdo classificadas como
algas. A organizacdo geral de uma célula de cianobactéria é apresentada na Figura 1
(KHATOON et al., 2018; KUMAR et al., 2019).

Figura 1 - Organizagéo celular de uma cianobactéria.
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Fonte: Adaptado de NORENA-CARO; BENTON (2018).

As cianobactérias possuem diferentes formas e tamanhos, que abrangem cerca de 150

géneros identificados até 0 momento. Apresentam caracteristicas de fosseis encontrados cerca
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de 3,5 bilhdes de anos atras. Esses organismos evoluiram a capacidade de utilizar o oxigénio
para realizar a fotossintese, 0 que mais tarde deu origem ao desenvolvimento das algas e
plantas eucariontes. Portanto, por serem responsaveis por grande parte do oxigénio presente
no nosso ambiente atualmente, possuem um grande significado evolutivo (CHITTORA et al.,
2020; HAGEMANN; HESS, 2018).

Apresentam a capacidade de fixacdo do nitrogénio atmosférico através de células
especiais denominadas heterocistos. Por meio de uma metodologia desenvolvida para
quantificacdo de nitrogénio fixado pelas cianobactérias fixadoras de N, foi possivel
classifica-las em trés grupos distintos: unicelular, ndo-heterocisto filamentosa e heterocisto
filamentosa, como apresenta 0 Quadro 1 (GAUTAM et al., 2019; VAISHAMPAY AN et al.,
2001).

Quadro 1 - Principais cianobactérias fixadoras de nitrogénio.

Unicelular N&o-heterocisto Heterocisto filamentosa
filamentosa
Aphanothece Lyngbya Anabaena
Croococcidiopsis LPP group Anabaenopsisi
Dermocarpa Microcoleus chthonoplastes  Aulosira
Gloeocapsa Myxosarcina Calothrix
(Gloeothece)
Myxosarcina Oscillatoria Camptylonema
Pleurocapsa group Plectonema boryanum Chlorogloea
Synechococcus Pseudoanabaena Chlorogloeopsis
Xenococcus Shizothriz Cylindrospermum
Trichodesmium Fischerella
Gloeotrichia
Haplosiphon
Mastigocladus
Nodularia
Nostoc
Nostochopsis
Rivularia
Scytonema
Scytonematopsis
Stigonema
Tolypothrix
Westiella
Westiellopsis

Fonte: Adaptado de VAISHAMPAY AN et al.(2001).
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Durante sua evolucdo, as cianobactérias desenvolveram uma adaptacdo cromatica, que
Ihe deram a capacidade de dominar diversos ambientes iluminados. Os principais pigmentos
fotossintéticos das cianobactérias sdo clorofilas e ficobilinas. Semelhante as plantas
superiores, as cianobactérias também contém carotenoides, responséaveis pela absor¢do de luz
e por protegerem a célula de possiveis danos causados pela luminescéncia. Produzem como
principal metabdlito as ficobiliproteinas (FBP), em um complexo denominado ficobilissoma,
responsavel pela captacdo de luz na fotossintese. As FBP sdo proteinas pigmentadas que
possuem diversas aplicaces como corantes naturais para alimentos e produtos cosméticos,
marcadores fluorescentes moleculares, entre outros a depender de seu grau de pureza
(KEITHELLAKPAM et al., 2015; NORENA-CARO; BENTON, 2018; PATEL et al., 2018).

De fato, as cianobactérias tém sido consideradas como uma rica fonte de metabolitos
secundarios com potencial biotecnologico e aplicagdes no campo farmacologico. Atualmente,
a producdo de compostos bioativos para fins comerciais e aplicacbes médicas também &
responsavel pelo aumento do interesse em estudar esses organismos. E certo que, juntamente
com a producdo de toxinas potentes, as cianobactérias produzem muitas substancias que tém
mostrado resultados satisfatorios e encorajadores em termos antifungicos, antibiéticos, anti-
HIV, anticoagulantes, antinflamatorios, antiprotozoarios, antituberculoses, antivirus e
anticancerigenos (ARIAS et al., 2017; VIJAY AKUMAR; MENAKHA, 2015).

Para o cultivo de cianobactérias, 0s cinco principais parametros abioticos criticos que
determinam o sucesso de crescimento do sistema destes organismos fotossintéticos sdo luz,
dioxido de carbono e agua, em diferentes meios de cultivo, sob condicGes controladas de pH e
temperatura, processo este denominado de “upstream”, que representa a producdo de
biomassa e concentracdo ou acumulo de seus compostos. Posteriormente existe 0o processo
“downstream”, representado pelos métodos de extracdo, recuperacdo e purificacdo destes
compostos (PULZ; GROSS, 2004).

Em relacdo a adicdo de fontes de carbono, como o primeiro nutriente necessario para o
crescimento e producdo de metabdlitos, sua adicdo ao meio de cultura de cianobactérias as
torna mixotroficas, o que significa que elas ndo dependem apenas da atividade fotossintética;
com a vantagem de menos perda de biomassa durante a fase de escuro, condicdo que aumenta
a producéo de ficocianina (ANDRADE; COSTA, 2007; KOVAC et al., 2017).

O nitrogénio segue as fontes de carbono como segundo nutriente mais requerido em
relacdo a producdo de biomassa e acimulo de FBP, sendo as duas variaveis mais importantes

a serem analisadas visando a otimizacdo do meio de cultivo. Para as cianobactérias, a fonte
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destes dois nutrientes e as quantidades necessarias podem variar entre as espécies
(MANIRAFASHA et al., 2016; PAGELS et al., 2019)

2.2 Ficobiliproteinas

Ficobiliproteinas (FBPs), sdo uma familia de proteinas pigmentadas e sdo o0s principais
produtos metabdlicos associados ao complexo de captacdo de luz no fotossistema, chamado
de ficobilissoma (FBS), presente em cianobactérias, algas vermelhas, criptom6nadas e
cianelas (RANJITHA; KAUSHIK, 2005). Sdo moléculas sollveis em &gua, compostas de
proteinas e cromoforos, chamados ficobilinas, ligados covalentemente via cisteina
(RUMBELI et al., 1987).

As FBPs séo geralmente divididas em trés diferentes categorias de acordo com o seu
espectro de absorc¢éo: ficoeritrina (FE, Amax = 490 ~ 570 nm, pigmento vermelho), ficocianina
(FC, Amax ~ 610 ~625 nm, pigmento azul) e aloficocianina (AFC Amax ~ 650 ~660 nm,
pigmento verde azulado) (KHATTAR et al., 2015; NORENA-CARO; BENTON, 2018).

A disposicéo das ficobiliproteinas em um ficobilissoma é apresentado na Figura 2. Sua
estrutura permite que 0s pigmentos sejam dispostos geometricamente de uma maneira a
exercerem a funcdo de captar e absorver a luz na regido de 470 e 660 nm e transferir com
eficiéncia a energia para a clorofila A. A transferéncia de energia no interior do ficobilissoma
ocorre na seguinte sequéncia: de ficoeritrina — ficocianina — aloficoianina — clorofila A.
(MANIRAFASHA et al., 2016; NORENA-CARO; BENTON, 2018).

Figura 2 - Estrutura do ficobilissomo.
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Fonte: Adaptado de NORENA-CARO; BENTON (2018).
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A FC estd presente em praticamente todas as espécies de cianobactérias e possui
aplicacdo em diferentes dominios, como aditivos alimentares, alimentos naturais, cosméticos,
farmacéuticos e medicina. Possui aplicagdo farmacéutica, uma vez que apresenta propriedades
antinflamatdria, anticancerigena e antioxidante, antitumoral e propriedades hepatoprotetoras.
Além disso, é utilizada em diagnosticos devido a sua propriedade fluorescente em um
comprimento de onda especifico. Alguns estudos ainda relatam seu efeito na hipertensdo e
diabetes (ORES; AMARANTE; KALIL, 2016; SAINI; PABBI; SHUKLA, 2018). O valor
comercial da FC depende de sua pureza, obtida pela razdo entre o valor da absor¢cdo maximo
da FC (615 nm) e o valor de absorbancia relacionado com a proteina total (280 nm). A
ficocianina com pureza entre 0,50 e 1,50 é considerada como grau alimenticio para uso como
corante por exemplo, entre 1,50 e 2,50 como grau reativo usada como biomarcador, e acima
de 4,0 como grau analitico para uso e aplicacdes biomédicas e como agente terapéutico
(BENAVIDES; RITO-PALOMARES, 2005; DA SILVA FIGUEIRA; MORAES; KALIL,
2018; RITO-PALOMARES; NUEZ; AMADOR, 2001).

A AFC é amplamente utilizada em técnicas bioquimicas, como nas sondas proteicas
fluorescentes. Também tem sido relatado possuir propriedades antioxidantes e antienterovirais
(RASTOGI et al., 2016).

A FE apresenta como principal caracteristica sua coloracdo avermelhada, o que
possibilita sua principal aplicacdo como corante nas industrias alimenticia e de cosmeéticos,
além da sua utilizagdo em ensaios imunolégicos (BECKER, 2004).

Devido a sua distribuicdo limitada e as dificuldades em sua purificacdo, esses
pigmentos apresentam alto custo e obté-los em forma pura € um empreendimento
potencialmente atraente. VVarios métodos podem ser empregados para a extracdo e purificacao
de FBPs. Um método que funcione bem em um organismo, pode ndo ser o método de escolha
para outro organismo (ROMAN et al., 2002). Além disso, alterar as condicdes de cultivo de
forma a favorecer a sintese destes pigmentos pelas cianobactérias promove a obtencdo de uma
maior quantidade extraida especifica (MOGANY et al., 2018)

2.3 Otimizacéo para producao de FBP

As cianobactérias adquiriram ao longo de sua evolucédo, a capacidade de adaptacédo a
diferentes condicfes. A maioria destas condi¢fes sdo responsaveis por provocar “estresse” no
organismo e este, como resposta, por meio de seu mecanismo de defesa, produz diferentes

compostos e substancias naturais das quais, grande parte, possui um alto valor agregado.
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Portanto, deve-se levar em conta a otimizacdo destas condigdes, as quais afetam diretamente a
producdo do metabolito especifico o qual se deseja obter (ANDERSON et al., 1983,
GUEDES et al., 2013).

A producdo de metabdlitos de cianobactérias, como em especial as ficobiliproteinas,
pode ser dividida em duas etapas, como mostra a Figura 3. O processo chamado “upstream”,
que inclui a producdo de biomassa e acumulo de metabdlitos e o processo “downstream”, que
inclui os métodos de extracdo e purificacgdo (MANIRAFASHA et al.,, 2016; MOLINA
GRIMA et al., 2003).

Figura 3 - Diagrama das diferentes etapas envolvidas na producéo de ficobiliproteinas.
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Fonte: Adaptado de MANIRAFASHA et al. (2016).

Diversos sdo os fatores que influenciam no crescimento e processo de producdo de
metabolitos nas cianobactérias. Os principais sdo fatores abidticos, que incluem luz,
temperatura, concentracdo de nutrientes, pH, salinidade e composicdo quimica do meio de
cultivo, os quais afetam diretamente o metabolismo do organismo (GUTU; KEHOE, 2012;
REIS et al., 1998).
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Por serem organismos fotoautotroficos, as taxas de fotossintese e crescimento de
cianobactérias sdo diretamente afetadas por caracteristicas fisicas do ambiente, especialmente
a luz. Esse recurso pode variar tanto em termos de qualidade (cor), quanto em intensidade de
luz e tempo de exposicdo (fotoperiodo ou ciclos escuro/claro), e afetam diretamente o
crescimento destes organismos (GUTU; KEHOE, 2012). SCHULZE et al. (2014), observaram
que durante a atividade fotossintética e outras rotas especificas reguladas pela luz, os
principais processos metabdlicos ocorrem, desde o aumento da biomassa até o acumulo de
metabdlitos. Em termos de qualidade da luz, por exemplo KEITHELLAKPAM et al. (2015),
mostraram que diferentes comprimentos de onda podem melhorar a producéo de pigmentos
fotossintéticos, como as ficobiliproteinas, e concluiram que estes pigmentos sdo diretamente
relacionados e influenciados pela composicao da luz fornecida a cultura.

Com relagéo a otimizacdo do meio de cultivo, os dois nutrientes mais requeridos para
0 crescimento e producdo de metabdlitos, sdo a glicose e o nitrogénio (MANIRAFASHA et
al., 2016). ZHANG; ZHANG; CHEN (1999), mostraram o aumento da concentracdo de
ficocianina com a adi¢do de uma quantidade especifica de glicose e observaram que, com o
aumento da intensidade luminosa, a quantidade 6tima de glicose diminuia. ANDRADE;
COSTA (2007), observaram que a eficiéncia da mixotrofia € muito dependente das espécies e
ndo pode ser aplicada como regra para todos 0s organismos.

Quando a cianobactéria é fixadora de nitrogénio, a adi¢do de nitrogénio pode alterar a
producéo de ficobiliproteinas. Como foi observado em algumas cepas de Anabaena e Nostoc,
a presenca de nitrato ndo alterou apenas a quantidade total de FBP, mas também a proporcao
de FC, AFC e FE. Entretanto para algumas cepas, a adicdo de nitrogénio prejudicou a
producdo (KHATTAR et al., 2015; TASNEEM FATMA, 2009). PAGELS et al. (2019),
mostraram que a suplementacdo de NaNOs néo é linear, e a concentragéo ideal vai depender

da espécie utilizada.

2.4 Extracéo e purificacdo

Com o objetivo de tornar possivel sua aplicacdo industrial e aumentar o seu valor
comercial, diversas sdo as técnicas utilizadas para extracdo e purificacdo de ficobiliproteinas
de cianobactérias. Em relacdo ao seu valor comercial, por exemplo, o valor da ficocianina
para utilizacdo na industria alimenticia (pureza de aproximadamente 0,7, definida pela relacdo

entre as absorbancias obtidas em 620nm e 280nm) pode chegar a valores em torno de US$
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0,13 por mg, enquanto considerando alta pureza, maior ou igual a 4, a mg de ficocianina pode
chegar a US$ 15 (RITO-PALOMARES; NUEZ; AMADOR, 2001).

A dificuldade em se extrair compostos de alto valor, como as ficobiliproteinas de
cianobactérias, estd no fato de que estas possuem uma parede celular bastante rigida e
espessa, além é claro do tamanho da célula do organismo. Diversos sdo os métodos utilizados
para a extracdo, como, por exemplo, aqueles que provocam uma ruptura mecanica da parede
celular como sonicagdo (MORENO et al., 1997; RODRIGUES et al., 2018; SUN; WANG,;
QIAO, 2006), vortex com esferas de vidro (BENAVIDES; RITO-PALOMARES, 2005;
BENEDETTI et al., 2006; RITO-PALOMARES; NUEZ; AMADOR, 2001), congelamento e
descongelamento (LIU; FENG; LUN, 2012; SONI et al., 2006) ou até mesmo sistemas de alta
pressao ou ainda por extracdo osmética quimica, como o tampao fosfato por exemplo (YU et
al., 2017).

Em relacdo a extracdo quimica classica (tampéo fosfato), a sua aplicagcdo esta baseada
no fato de que as ficobiliproteinas apresentam uma alta solubilidade em solventes aquosos e
principalmente devido a sua polaridade, que basicamente é feito pela adicdo do solvente
(tampdo fosfato) a biomassa, 0 que promove a sua solubilizacdo, por meio de agitacdo ou
aquecimento (ABD EL-BAKY; EL-BAROTY, 2012; SANTIAGO et al., 2004).

A escolha do método de extracdo a ser utilizado € de primordial importancia, e esta
diretamente relacionado com a composi¢do do organismo, estabilidade e resisténcia de sua
parede celular. Seja 0 método quimico, enzimatico, mecanico, ou a combinacédo deles, com o
principal objetivo de reduzir suas limitacdes, quando realizados de forma separada (PAN-
UTAIL; IAMTHAM, 2019).

Alguns estudos recentes tém mostrado que o sistema aquoso bifasico (SAB), pode ser
usado para aumentar a pureza das ficobiliproteinas no processo de extracdo (BENAVIDES;
RITO-PALOMARES, 2005; RITO-PALOMARES; NUEZ; AMADOR, 2001).

Para a etapa de purificacdo, diversos sdo o0s métodos utilizados, sejam eles
centrifugacdo por gradiente de densidade (BEKASOVA; MUSLIMOV; KRASNOVSKII,
1984; DUCRET et al., 1996), precipitacdo com sulfato de aménio (BENEDETTI et al., 2006;
MINKOVA et al., 2007), coluna de cromatografia (BINDER; WILSON; ZUBER, 1972),
ultrafiltracdo (PATIL et al., 2006).
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2.5 Purificagdo por sistema aquoso bifasico (SAB)

Muitos s8o os métodos utilizados para a purificagdo de ficobiliproteinas
(centrifugacdo por gradiente de densidade, precipitacdo com sulfato de amoénia + separagédo
por HPLC, cromatografia em coluna, ultrafiltracdo, limpeza por carvao/quitosana, eletroforese
capilar, cromatografia de duas fases, entre outras), sendo que a maioria deles possui diversas
etapas envolvidas, 0 que representa uma desvantagem, uma vez que quanto maior o numero
de etapas, menor é o rendimento do processo de purificacdo. Além disso, a reproducdo destes
meétodos em escala maior representa um trabalho &rduo e de alto custo. Para aplicacdo em
larga escala, surge a necessidade de um método de recuperacdo que contribua para se obter
um processo economicamente vidvel e que alcance alta pureza e rendimento. Neste contexto,
tem-se a recuperacdo por sistemas aquosos bifasicos (SAB) (RUIZ-RUIZ; BENAVIDES;
RITO-PALOMARES, 2013; SANTHI et al., 2020).

Esse sistema pode se tornar a melhor alternativa para muitas biomoléculas no processo
de purificagdo, especialmente no inicio da etapa “downstream”, tendo sido aplicado para
separagao e purificagdo de diferentes metabolitos, tais como a-antitripsina humana do leite de
ovelha transgénico, purificacdo de anticorpos monoclonais (mABs), tPA de sobrenadantes
CHO e VLPs recombinantes (particulas semelhantes a virus) de células de levedura, bem
como a utilizacdo do SAB para purificacdo e concentragdo de corantes naturais de
importancia comercial de uma variedade de fontes (ASENJO; ANDREWS, 2011; MITTAL,
SHARMA; RAGHAVARAO, 2019).

A recuperacdo do SAB consiste na mistura de dois polimeros ou de um polimero e um
sal em uma determinada concentracdo, o que garante a formacéo de duas fases em equilibrio.
No entanto, nem todo polimero e nem todo sal podem ser utilizados para este fim (DE
OLIVEIRA; DE ABREU FILHO; PESSOA FILHO, 2007).

A alta concentracdo de agua do SAB promove um ambiente neutro e ndo-toxico
favoravel a atividade bioldgica. O curto tempo de processo, a eficiéncia da separacéo, a baixa
taxa de poluicdo, o baixo custo e a possibilidade de reciclo e reuso de seus componentes, faz
deste sistema um método extremamente competitivo se comparado com outros métodos (LI1U;
FENG; LUN, 2012; PATIL et al., 2006; RITO-PALOMARES; NUEZ; AMADOR, 2001).

No SAB, o soluto especifico o qual se deseja separar, particiona seletivamente para
uma fase, enquanto as biomoléculas contaminantes (proteinas, polissacarideos, lipidios, etc.)
para a outra fase (Figura 4), e para que isso ocorra € preciso que certas condicGes

termodinamicas sejam atendias (temperatura, pressdo e composicao). Deste modo, 0 SAB néo
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somente purifica o soluto alvo, mas também o concentra em uma fase, ap6s uma escolha
adequada das proporcdes dos volumes de fase (AGUILAR; MARCO, 2008; CHENTIR et al.,
2018).

Figura 4 - Representagdo de um sistema aquosos bifasico.

Contendo a proteina alvo,

normalmente rica em polimero

Contendo contaminantes,
normalmente rica em eletrolitos
Sal

Fonte: O autor.

Os sistemas normalmente utilizados séo aqueles formados por pares polietilenoglicol
(PEG, dextran ou sal. Sistemas do tipo polimero/sal sdo vantajosos por serem mais
econémicos, apresentarem uma baixa viscosidade de fase, e exigirem menos tempo de
separacdo de fases quando comparado com sistema polimero/polimero. Os sistemas que estdo
sendo estudados sdo apresentados no Quadro 2. A razdo para esse interesse é clara: ao
aumentar o namero de sistemas, expandem-se as possibilidades de separacdo de determinada
molécula, uma vez que alguns sistemas sdo favoraveis para uma determinada separacdo, mas
ndo para outras (IGARASHI, 2003; TEIXEIRA, 2009).

Recentemente, ha disponibilidade da classe de polimeros sintéticos, mais
especificamente, os copolimeros em bloco PEO-PPO-PEO que tem chamado a atencédo para a
formacdo de novos SABs. Sua utilizacdo tem mostrado resultados positivos em relacdo ao
coeficiente de particdo para valores mais extremos, 0 que representou um aumento na
eficiéncia e seletividade no processo de separacédo e purificacdo (DA SILVA et al., 2006; DE
OLIVEIRA; DE ABREU FILHO; PESSOA FILHO, 2007; HARAGUCHI et al., 2004;
ROGERS; ZHANG, 1996).



estudados.
Polimero ou Sal
copolimero
PEG 400 KoHPO4 +KH2PO4 ou Cs,CO3
PEG 600 K2HPO4 +KH2PO4, K3CeHs07, (NH4)2SO04 ou
NazCesHs07
PEG 1000 K2HPO4 +KH2PO4, KsCsHsO7, (NH4)2S04,
Cs2C03, Cs2S04 0u NasCgHs507
PEG 1450 K2HPO4 +KH2PO4, K3CsHs07, (NH4)2SO04 ou
NazCesHsOs
PEG 1500 K2HPO4 +KH2PO4, NA2SO4, Li2SO4, MgSOg,
NazCeHs07 ou NH4sNH2CO-
PEG 1550 Na>SO4 ou (NH4)2SO4
PEG 2000 H3POu, (NH4)>S04, K2CO3,NaOH, KOH ou
(NH4)2S04
PEG 3000 K2HPO4+KH2PO4
PEG 3350 NaSOs, Li>SO4, MgSO4 ou NasCsHs07
PEG 3400 KoHPO4+KH2PO4 ou (NH4)2S04
PEG 3500 Naz2SOs, Li2SOs ou MgSOs
PEG 4000 Na2S04, LiSOs, ZnS04, CuSO4, NazCsHs07,
NaNO3z, CsCO3z, Cs2S04, Na2C4H40e,
NH4sNH2CO2, (NH4)2HPO, ou KoHPO4+KH2PO4
PEG 6000 KoHPO4 +KH2PO4, NH4sNH3CO2, NaSOg,
Li2SO4, ZnSO4, MgSO4, Na2CsH404 ou NaCHO>
PEG 8000 K2HPO4 +KH2PO4 ou NasCeHs07
PEG 1000 MgSOq4
PEG 12000 (NH4),S04
PEG 20000 K2HPO4 +KH2PO4 ou CuSO4
L35 KoHPO4+KH2PO4, Na2SOy, Li2SO4 ou MgSO4
L62 KoHPO4+KH2PO4
L64 (NH4)2S04 OU Ko;HPO4+KH2PO4
F38 NHsNH.CO>
F68 KoHPO4+KH2PO4, NaSQy, LizSO4, MgSO4 ou
NHsNH.CO>

Fonte: TEIXEIRA (2009).
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Quadro 2 - Constituintes dos SAB (polimero/copolimero+ sal+ 4gua) recentemente

2.6 Diagrama de fases e coeficiente de particéo (K)

Para a formacdo de um SAB é imprescindivel que as proporcdes e concentracdes de

cada componente sejam conhecidas e determinadas. Esses valores séo afetados diretamente



CAPITULO 2 — Revisio Bibliografica | 29

pelas interacOes intermoleculares dos componentes do sistema (ESPITIA-SALOMA et al.,
2014; ZASLAVSKY, 1994).

A composicdo quimica das duas fases de um SAB pode ser representada pelo
diagrama de fases retangular (Figura 5). Esta representacdo grafica é essencial para o estudo
do resultado das interagdes entre os constituintes do SAB, ou seja, a distribuicdo dos
diferentes componentes no sistema e a relacdo de volume entre as fases. As composi¢des em
equilibrio termodindmico representadas no diagrama entdo relacionadas a variagdo da energia
livre de Gibbs do sistema, da diferenca de potencial elétrico, do coeficiente de particdo de um
soluto especifico, entre outros, e contribuem para o estudo das condi¢des que governam a
particdo de um soluto no SAB (DA SILVA et al., 2006; NIEMEC, 2008).

Figura 5 - Diagrama de fases retangular.
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Fonte: TEIXEIRA (2009).

Nos diagramas de fases retangulares para um SAB, a composicdo do eletrolito é
representada pela abscissa e a composicdo do polimero é representada pela ordenada. Na
Figura 5, por exemplo, estdo representados a composicdo global (B), que formardo sistemas
com duas ou apenas uma fase, a composicdo da fase superior (A) e inferior (C), a curva
binodal (A-PC-C), que separa a regido bifasica da regido monofasica, e € diretamente afetada
pela massa molar do polimero, pela natureza do eletrélito, pela temperatura e pelo pH do

sistema. Estdo representadas também no diagrama as linhas de amarracdo, que ligam os



CAPITULO 2 — Revisdo Bibliografica | 30

pontos no diagrama e representam a composicdo de suas fases em equilibrio
(ALBERTSSSON, 1960; IGARASHI, 2003; IQBAL et al., 2016).

As linhas de amarracdo sé&o formadas por pontos de composi¢do global do sistema
com propriedades intensivas (densidade, viscosidade, composi¢do, etc) iguais, mas com
propriedades extensivas (massa, volume, etc.) diferentes. Tanto para a fase inferior como para
a fase superior (DA SILVA et al., 2006; ZASLAVSKY, 1994).

A medida que se aproxima do ponto C (Figura 5), obtém-se composicdes globais que
resultardo em SAB com volume de fase inferior maior. Em contrapartida, quanto mais
préximo do ponto A (Figura 5), o SAB resultante tem volume superior maior. No ponto PC
(Figura 5), uma pequena alteracdo nas concentragdes das fases ou da temperatura pode
transformar o sistema de duas fases em uma solucdo homogénea com a diminuicdo da
diferenca entre as propriedades termodindmicas das fases (ALBERTSSON, 1987;
OLIVEIRA, 1999; TEIXEIRA, 2009).

A temperatura tem uma forte influéncia em relacdo a formacdo do SAB, sendo
responsavel por aumentar ou diminuir as concentracfes limites necessarias para a formacgéo
de duas fases, de acordo com o sistema (ALEXANDRIDIS; ALAN HATTON, 1995; CHU,
1995).

Para a separacdo de proteinas entre duas fases aquosas dos SABs, normalmente é
utilizado um parametro denominado coeficiente de particdo (K), e tomado como um padréo
comparativo para a eficiéncia da separacdo do soluto no SAB, e sendo definido pela Equacéo
1.

@

K =

: D)
C

O coeficiente de particdo, K, representa a concentracdo de proteina na fase superior
(Cs) em relacdo a concentracdo da proteina na fase inferior (Ci). K serd igual a 1 quando a
concentracdo de proteinas for igual em ambas as fases, o que significa que o soluto
particionou igualmente entre as fases. Se K for maior que 1, significa que a proteina
particionou preferencialmente para a fase superior, e se for menor que 1, significa que ela se
concentrou na fase inferior. Ou seja, quanto mais afastado de 1 for o valor de K, melhor sera a
recuperacdo da proteina alvo (ASENJO; ANDREWS, 2011; CABRAL; AIRES-BARROS,
1993; OLIVEIRA, 1999).
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As principais condigdes que influenciam na particdo de uma proteina em um SAB séo
aquelas atribuidas ao proprio sistema como tipo de componente do sistema, massa molar do
polimero, concentracdo do polimero e dos sais, tipo de ion presente, forca ibnica e pH, e
aqueles atribuidos ao tipo da proteina alvo, como massa molar, carga, hidrofobicidade e
conformacéo, e presenca de ligantes especificos (FRANCO; ANDREWS; ASENJO, 1996a).

2.7 Sistema PEG-Sal

Comparado a outros sistemas, o sistema PEG-SAL apresenta vantagens com relacéo a
sua aplicacdo em larga escala por possuir menor custo e menor tempo de processo, esse
altimo devido a maior diferenca de densidade entre as fases e menor viscosidade, o que
facilita todo o processo de purificacdo e separacdo de biomoléculas (FRANCO; ANDREWS;
ASENJO, 1996a; IQBAL et al., 2016).

A particdo de diferentes proteinas em ambas as fases, depende primordialmente dos
componentes do SAB e de suas propriedades, uma vez que estes fatores estdo diretamente
relacionados a hidrofobicidade de fase. Sabe-se que os constituintes do SAB s&o hidrofilicos,
entretanto a hidrofobicidade relativa do sistema varia. Assim, ainda que as fases do SAB
sejam hidrofilicas, a fase topo (PEG) € mais hidrofobica e menos polar. Por isso, na maioria
das vezes, a proteina ira se acumular nesta fase do PEG.

Com relacdo a composicdo do SAB, 0s sais mais utilizados para esse sistema sdo 0S
fosfatos de sodio e de potassio, por serem endotérmicos e apresentarem uma cinética de
dissociacdo em agua mais rapida. O citrato, por exemplo, foi utilizado para a particdo da
albumina de soro bovina (BSA) e insulina e o sulfato de magnésio, utilizado na partigdo da a-
amilase (BENEDETTI et al., 2006; DA SILVA et al., 2006; SCHIMIDT; VENTOM,;
ASENJO, 1994; SVENSSON et al., 1997).

Com relacdo a contribuicdo dos eletrolitos formadores do sistema ao processo de
separacdo, foi observado que diferentes cations, bem como diferentes anions apresentam
capacidades distintas em promover a separacdo de fases. Os anions multivalentes sdo mais
eficazes do que cations monovalentes e seguem a seguinte ordem: fosfato (PO4 *) > citrato
(CeHs07 *) > sulfato (S04%) > hidroxila (OH), normalmente quanto maior a carga do anion,
menor serd a concentracdo do sal necessaria para o efeito de separacdo de fases. Para 0s
cations a ordem segue: Na;SOs > MgSO4 > ZnSO4 > Li2SOg, tal ordem é consequéncia das

energias de interacdo efetuadas entre os cations e os segmentos de EO (6xido de etileno) da
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molécula do PEG e do aumento da entropia translacional das moléculas de agua, que sdo
liberadas durante a consolidacdo das interagdes (IQBAL et al., 2016; MARTINS et al., 2008).

LIU et al. (2012) estudaram a recuperacdo das ficobiliproteinas FC e AFC de Spirulina
plantesis ao utilizarem o SAB composto de PEG e fosfato de potéssio e variarem 0 peso
molecular do PEG (2000, 4000 e 6000). Encontraram resultados satisfatérios para o sistema
PEG 6000/fosfato de potassio, com coeficientes de particdo para FC equivalentes a 10,64 e
para AFC, 0,57 e pureza de FC de 0,82 para particdo na fase topo.

A recuperagdo da FC também foi investigada por RITO-PALOMARES et al. (2001)
das cepas de Spirulina maxima. Estes autores estudaram o efeito da composicdo e variacdo do
pH ao sistema PEG/ fosfato de aménio e fosfato de potassio. O sistema PEG 1450-fosfato de
potassio (7% (m/m) de PEG e 20% (m/m) de fosfato de potassio) com pH 6,5 apresentou 0s
maiores resultados de pureza de FC, avaliados em 2 etapas, sendo que na primeira obteve uma
pureza de 2,1 e na segunda uma pureza de 2,4.

Para se aumentar o potencial de separacdo da proteina alvo de outras biomoléculas do
sistema, a hidrofobicidade de fase pode ser manipulada ao mudar a massa molar do PEG, o
tipo de sal, a forca idnica na fase sal pela adicdo de um sal neutro como o NaCl (“salting-
out”) e pela variacdo das linhas de amarracdo (AZEVEDO et al., 2009; BASKARAN et al.,
2018).

Mais especificamente sobre a influéncia de sais como NaCl, este sal contém ions de
diferentes hidrofobicidades e os ions hidrofébicos for¢cam a particdo dos ions contrarios para a
fase mais hidrofébica e vice-versa (ASENJO; ANDREWS, 2011; IQBAL et al., 2016;
SCHIMIDT; VENTOM; ASENJO, 1994).

FRANCO; ANDREWS; ASENJO (1996b) estabeleceram um método para estudar o
efeito da hidrofobicidade na superficie da proteina no processo de particdo do SAB. Eles
notaram um aumento duas vezes maior no poder de separacdo com a adicdo de NaCl ao
sistema PEG-fosfato, 0 que mostra um efeito importante no sistema para a hidrofobicidade.

IQBAL et al. (2016) mostraram que baixas concentracdes de NaCl (< 1 M) ndo
exercem efeito sobre o SAB, entretanto, altas concentracdes de sal (> 1 M) apresentaram
efeito sobre o diagrama de fases. O aumento da linha de amarracdo do SAB em sistemas
PEG-SAL tende a particionar a proteina para a fase rica em PEG devido ao efeito “salting-
out” (insolubilizacdo) e, se a solubilidade das proteinas nesta fase ndo for suficientemente
elevada, ocorrera a precipitacdo destas na interface (IGARASHI, 2003; KULA; KRONER;
HUSTEDT, 1982).
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2.8 Copolimeros triblocos

Recentemente, com o objetivo de otimizar e reduzir as desvantagens atribuidas aos
sistemas SAB comumente utilizados para recuperacdo e purificacdo de biomoléculas, como
PEG + dextrana (polissacaridio) e PEG + sal, um novo sistema SAB formado por copolimeros
tribloco e sais inorganicos tem chamado a atencdo (DA SILVA et al., 2006; KITAHARA,;
KAMIHIRA; TAKEUCHI, 1993; VIRTUOSO et al., 2010). Esse sistema apresenta baixo
custo se comparado ao alto valor da dextrana e possui maior facilidade de separacdo da
proteina-alvo da fase polimérica, uma vez que o copolimero tribloco é uma classe de polimero
termossensivel, o que torna possivel a reciclagem da fase polimérica para posteriores
extracOes, como mostra a Figura 6, e faz do SAB um sistema vantajoso ndo somente em
termos econdmicos, mas também ambientais (JOHANSSON; KARLSTROM; TJERNELD,
1997; SHOW et al., 2011; WANG et al., 2016).

Polimeros termossensiveis podem ser separados de solugGes agquosas a uma
temperatura especifica, chamada temperatura de “cloud point” ou temperatura critica inferior
de solucédo (TCIS).

Em relacdo aos copolimeros, esses podem separar-se da solucdo aquosa e
precipitarem-se como um solido, um gel ou um liquido, a depender da constituicdo de sua
molécula. Normalmente, polimeros que se precipitam no estado liquido séo preferidos, uma
vez que nestes casos a separacdo das fases € mais definida e também por possuirem menor
temperatura de separagdo.

Copolimeros possuem a propriedade termossensivel, e quanto maior a sua cadeia de
poli (6xido de propileno) (PPO) menor sera sua temperatura de “cloud point” e quanto maior
a porcentagem de poli (6xido de etileno) (PEO) na molécula, maior serd sua temperatura de
“cloud point”. O PEG, por exemplo, possui 100% de sua molécula composta por 6xido de
etileno (EO), o que faz com que sua temperatura de termosseparacao seja superior a 100 °C,
considerada alta para a maioria das biomoléculas. Essa, talvez seja a principal vantagem da
utilizacdo do copolimero sobre o sistema PEG-sal para extracGes em larga escala, uma vez
que sua separacdo exige menores temperaturas. Entretanto, para que ndo ocorra a
desnaturacdo da proteina, fazendo com que a etapa se torne uma desvantagem no processo de
recuperacdo, deve-se observar sua temperatura de desativacdo durante a etapa de
termosseparacdo caso sua particdo seja na fase topo, rica em copolimero.

AMID et al. (2014), no processo de purificacdo da enzima amilase de Hylocereus

polyrhizus utilizando o polimero termossensivel EOPO 2500 (30% (m/m) e um solvente
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orgénico (2-propanol 15% (m/m)), avaliaram a termosseparacdo do polimero, alcangando
97% de recuperacgdo a uma temperatura de 65° C.

NG et al. (2012), ao estudarem a recuperacdo de Bacillus cerus ciclodextrina
glicosiltranferase (CGTase) e o reciclo dos componentes de fase no SAB, avaliaram a
termosseparacdo do polimero utilizado (EOPO 3900), ao utilizarem um banho a 65° C,

obtendo uma recuperacao de 80% do polimero.

Figura 6 - Reciclo da fase polimérica e extracdo da proteina alvo em um SAB
constituido por polimero termossensivel.
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Fonte: Adaptado de IGARASHI (2003).

Os copolimeros tribloco PEO-PPO-PEO, sdo formados por trés cadeias homogéneas
diferentes: um bloco de poli (6xido de etileno) (PEO), um bloco de poli (6xido de propileno)
(PPO), e um bloco simétrico de PEO, conforme representado na Figura 7. Sdo denominados
de acordo com seu fabricante, e podem ser chamados de Symperonic (produzido pela ICI,
Surfactants, Clevland, EUA) e Pluronic (produzido pela BASF, Alemanha). Seu nome
comercial normalmente € composto por uma letra que indica seu estado fisico a temperatura
ambiente (L para liquido, F para flocos, e P para pasta) seguida por um ou dois nimeros, onde
0 primeiro representa o tamanho da cadeia de PPO em uma escala padronizada, e o segundo
representa a fracdo massica de EO no polimero. Por exemplo, os polimeros F68, L64 e L62,
sdo flocos e liquidos respectivamente em temperatura ambiente, e possuem blocos de PPO de
mesmo tamanho (aprox.1800 g.mol 1), mas fracBes massicas de PEO diferentes (80%, 40% e
20%, respectivamente) (DE OLIVEIRA; DE ABREU FILHO; PESSOA FILHO, 2007;
HARAGUCHI et al., 2004).
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Figura 7 - Estrutura quimica do copolimero tribloco PEO-PPO-PEO.
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Fonte: Adaptado de DA SILVA et al. (2006).

Esta categoria de copolimeros apresenta estruturas auto-organizadas chamadas de
micelas. O fendmeno de micelizacdo ocorre devido a diferenca de hidrofobicidade entre os
seus grupos PPO (unidade hidrofobica) e PEO (unidade hidrofilica) que constituem a
macromolécula. Deste modo, SABs formados por copolimeros tribloco sdo 6timas opcdes
para extracdo de solutos hidrofébicos (Figura 8) (ALEXANDRIDIS; ALAN HATTON, 1995;
RODRIGUES et al., 2008; WANG et al., 2016).

Figura 8 - (a) Molécula de copolimero tribloco, (b) SAB formado por copolimero
tribloco + sal, (c) Complexo extratante (compostos hidrofébicos) particionados
preferencialmente na fase enriquecida com copolimero devido a sua solubilizacdo nos nucleos

das micelas.
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R <l ; hidrofilica)
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Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al. (2008); WANG et al. (2016).

Os primeiros estudos com o uso de copolimeros tribloco para formacdo de SAB
comecaram com KITAHARA; KAMIHIRA; TAKEUCHI (1993), que estudaram a particéo
de proteinas por sistema SAB formado por F68 e sulfato de aménio, e SKUSE et al. (1992),
que estudaram a particdo de proteinas em sistemas formados por hidroxilpropilcelulose e
P105.
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HARAGUCHI et al. (2004), estudaram a parti¢do da insulina por SAB formados por
L62, L64 ou F68 e fosfato de potassio, e mostraram que ao alterarem a cadeia de PEO o
coeficiente de particdo muda de 5,0 para mais de 50,0, 0 que representa um aumento bastante
consideravel.

DE OLIVEIRA; DE ABREU FILHO; PESSOA FILHO (2007), determinaram
diagramas de fase a 4 °C e 25 °C para os copolimeros F38 e F68, ao estudarem a particdo de
diferentes proteinas bovinas por SAB formados pelos copolimeros F38 ou F68 e carbamato de
amonio, e observaram que a depender do tamanho da cadeia do polimero, da temperatura, do
comprimento da linha de amarracdo e do tipo de proteina, altos graus de separacdo podem ser
alcancados. Concluiram que sistemas formados por F38 e carbamato de amdnio podem ser
uma boa alternativa em processos “dowstream ” para proteinas.

Com relagdo a recuperacdo de ficobiliproteinas, ndo foram encontrados na literatura
consultada, estudos de sistemas aquosos bifasicos constituidos de copolimeros empregados

para a recuperacdo deste pigmento.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

As cepas de cianobactérias utilizadas teste trabalho, Nostoc sp. PCC 7423 e Anabaena
variabiliabilis ATCC, foram gentilmente doadas pelo laboratério de Cianobactérias e
Fitotoxinas, do Instituto de Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande (FURG)
(Rio Grande, Brasil).

Os copolimeros tri-bloco F68, L62 e L4, utilizados na etapa de purificacdo por SAB,
foram gentilmente doados pela BASF (S&o Paulo, Brasil). Os demais reagentes usados, com
pureza analitica, para manutencdo das cepas, assim cOmo nOS ensaios experimentais e nas

analises fisico-quimicas foram adquiridos de fornecedores comerciais.

3.2 Metodologia

3.2.1 Manutencao 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 e luminosidade de aproximadamente 1553
lux, com fotoperiodo de 12h, em ambiente aerobico e com repiques periodicos de 15 dias. A
Figura 9 ilustra a camara de fotoperiodo e a mesa agitadora utilizados, para manutencdo e
armazenamento das cepas de cianobactérias e para 0s ensaios experimentais realizados de

producéo de ficobiliproteinas.
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Figura 9 - (a) Camara de fotoperiodo; (b) mesa agitadora.

(a) (b)

Fonte: O autor.

Ambas as cepas foram mantidas em meio basal BG11o,. O meio basal foi preparado de
forma que, para cada 1 L de &gua destilada, foi adicionado 1 mL de cada umas das seguintes
solugdes: K:HPO4 (30,0 g-L1), MgS04.7H20 (75,0 g-LY), CaCl..2H,0 (36 g-L™?), citrato de
amdnio férrico (6 g-L%), Na,.EDTA (Acido Etileno Diamino Tetracético Naz, 1 g-L™), acido
citrico (6 g-L™), Na,CO3 (20 g-L™) e solugdo de metais traco. A solucdo de metais trago
utilizada possuf a seguinte composigdo: ZnS04.7H20 (0,222 g-L?*), MnCl2.4H20 (1,81 g-L %),
Na,Mo04.2H,0 (0,39 g-L?), CuS04.5H,0 (0,079 g-L*), CoCl..6H20 (0,04 g-L™?) e H3BOs
(2,86 g-L?1). O pH final foi mantido entre 7,4 — 7,6. (RIPPKA; DERUELLES;
WATERBURY, 1979).

As duas cepas de cianobactérias mantidas em BG11lo, foram utilizadas para o0s
seguintes ensaios:

Q) Investigacdo do efeito de suplementacdo de glicose como fonte de carbono e
nitrato de sodio com fontes de nitrogénio, combinado com a anélise do efeito
dos indculos de 10% v/v (0,04 g.L™2) e 20% v/v (0,08 g.L 1), para Nostoc sp.;

(i)  Ensaios para avaliacdo dos efeitos de diferentes qualidades de luz, combinados
com os melhores resultados para suplementacdo de fontes de carbono e
nitrogénio para a producdo de biomassa e ficobiliproteinas, para ambas as

cepas;
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(iii)  Avaliacdo do SAB, composto por PEG-sal com adicdo de NaCl para melhorar
a recuperacdo e purificagdo dos pigmentos extraidos de ambas as cepas;

(iv)  Estudo do efeito da utilizacdo de copolimeros tri-bloco na formacdo de SAB
com o objetivo de otimizar os efeitos do sistema para recuperacdo dos
pigmentos extraidos das cepas, incluindo a recuperacdo do copolimero por
termosseparacédo (Figura 10).

Figura 10 - Ensaios realizados utilizando as cepas de cianobactérias Anabaena
variabilis e Nostoc sp.
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qualidades de luz com adigao de NaCl
Suplementacao do ponto 6timo de * Copolimero tri-bloco -
fontes de Ce N KH,PO,/Na,CgHs0,

Fonte: O autor.

Todos o0s ensaios realizados com as cepas de cianobactérias, sejam eles manutencéo,
repique, analises e preparos dos ensaios de fermentacdo para producdo de FBP, foram feitos
em camara de fluxo laminar, com os devidos cuidados de assepsia usando alcool 70% e luz
UV. As vidrarias utilizadas e o meio de cultivo foram previamente esterilizados em autoclave

a 121 °C durante 20 minutos, a fim de eliminar qualquer contaminante.

3.2.2 Avaliacdo do efeito da suplementacdo do meio basal com fonte de carbono e

nitrogénio na producéo de FBP
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Os testes realizados nesta etapa foram uma complementacdo do estudo realizado por
COTTAS (2019). Dessa forma, foi possivel agrupar os resultados e avaliar o efeito da
suplementacdo de glicose e nitrato de sddio ao meio de cultivo da cepa de Nostoc sp.

Com o propdsito de aumentar a producdo de biomassa e de ficocianina obtidos das
cepas de Nostoc sp., este trabalho investigou o efeito do volume inicial de indculo de 10% v/v
(0,04 g.LY) e 20% v/v (0,08 g.L ™) e da suplementacdo do meio de cultivo basal BG11,, a0
utilizar glicose (0 — 2,0 g-L™) como fonte de carbono orgénico e nitrato de sddio (0 — 5 mM)
como fonte de nitrogénio.

Os ensaios foram realizados em Erlenmeyers de 125 mL sob agitagédo de 150 rpm em
mesa agitadora do tipo orbital (Scilogex, modelo SK-0330-Pro) em camara de fotoperiodo
construida na IES, com temperatura controlada em 30°C, luminosidade de 1,553 lux
utilizando de LED (8 W) com fotoperiodo de 12h, em meio aerobico.

Para as condi¢des de cultivo, foram avaliadas duas propor¢des de volume inicial de
indculo, 10% v/v (0,04 g-L™) e 20% v/v (0,08 g-L 1) e 90 e 80% de meio basal (v/v), com
volume total de 50 mL e suplementacdo combinada com adicdo de glicose como fonte de
carbono organico e nitrato de sédio como fonte de nitrogénio ao meio de controle (BG11o).
Os ensaios foram realizados em triplicata.

As diferentes composicdes combinadas de glicose e nitrato de sddio, para a cepa de
Nostoc sp. s@o apresentadas na Tabela 1, sendo que o ensaio “controle” ¢ composto apenas

pelo meio basal BG11,.
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Tabela 1 - Condicdo de suplementagdo ao meio BG11o para a cepa de Nostoc sp.,

utilizando glicose e nitrato de s6dio para um volume inicial de in6culo de 10% e 20%.

Meio Cglicose (9-L™) Chitrato de Sodio
(mM)
Controle 0 0
M1 0,5 0
M2 1,0 0
M3 2,0 0
M4 0 2,0
M5 0,5 2,0
M6 1,0 2,0
M7 2,0 2,0
M8 5,0 2,0
M9 1,0 5,0
M10 2,0 5,0
M1l 5,0 5,0

Em todos os ensaios, amostras foram retiradas em 4, 7 e 14 dias de fermentacdo para
acompanhamento do crescimento celular e ao final do processo, o teor de ficobiliproteinas foi

medido apds extracao.

3.2.3 Andlise do efeito de diferentes qualidades de luz

O efeito de diferentes qualidades de luz (branca, azul, verde e vermelha) na producdo
de FBP pelas cepas de Nostoc sp. e Anabaena variabilis, foram avaliados nesta etapa.

Os ensaios foram realizados em Erlenmeyers de 125 mL, 10% v/v (0,04 g-L?) de
indculo, sob agitacdo de 150 rpm em mesa agitadora em uma camara de fotoperiodo, com a
temperatura controlada em 30°C com fotoperiodo de 12h, em meio aerdbico. Os repiques
foram realizados a cada 15 dias.

Para efeito de luz branca, foi utilizada a prépria iluminacéo da estufa de manutencéo e
ensaios experimentais, promovida por lampadas de LED. Para efeitos da luz azul, verde,
vermelha e amarela, os Erlenmeyers foram expostos a mesma iluminacdo, filtrada por uma

camada de papel celofane da cor especifica, e envolto ao redor dos tubos de ensaio, com o
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objetivo de promover a iluminacdo cromatica (Figura 11). As irradiacdes recebidas pelas
celulas dentro dos frascos, medida por um luximetro digital (Modelo Light Meter 401025)
foram de 1553, 416, 913, 1392, 1194 lux para as luzes branca, vermelha, azul, amarela e
verde, respectivamente. O espectro de transmissdo para os papéis celofane nas diferentes
cores, foi medido em espectrofotometro (Shimadzu UV mini-1240, Shimadzu, Kyoto, Japan)
(Figura 12).

Figura 11 - Erlenmeyers envoltos com papel celofane de diferentes cores, com o
objetivo de promover iluminagdo cromatica no interior da cdmara de fotoperiodo em mesa
agitadora.

Fonte: O autor.

Figura 12 - Espectro de transmissao de luz para as diferentes cores de celofane.
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Fonte: O autor.
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3.2.4 Analise do efeito combinado de diferentes qualidades de luz e suplementacéo do

meio basal

Para a avaliagdo do efeito combinado da luz e suplementagdo do meio para
crescimento celular e produgdo de ficocianina, foram utilizadas as cepas de Nostoc sp. e
Anabaena variabilis.

O teste seguiu 0 mesmo procedimento para luz (item 3.2.3), mas nestes ensaios, 0S
meios foram suplementados com a condicdo de suplementacdo que apresentou maior
producédo de biomassa e FC nos testes de suplementacdo. Para a cepa de Nostoc sp., 0S meios
foram suplementados com 2 g.L* de glicose e 5 mM de nitrato de sodio (item 3.2.2). Para a
cepa de Anabeana variabilis, os meios foram suplementados com 0,5 g.L™ de glicose e 2 mM
de nitrato de sddio, esta condicédo foi escolhida a partir dos resultados obtidos por COTTAS et
al. (2020) nos testes realizados com a cepa.

Em todos os ensaios, amostras foram retiradas em 4, 7 e 14 dias de fermentagéo para
acompanhamento do crescimento celular e, ao final do processo, o teor de ficobiliproteinas foi

medido apds extracao.

3.2.5 Estudo do processo de recuperacéo das FBP

3.2.5.1 Extracao das FBP

O método utilizado para extracdo das ficobiliproteinas foi o congelamento e
descongelamento combinado com o método de ultrassom (Figura 13). A extracéo foi realizada
a concentracdo de 0,5 g.L, em tubos falcon de 15 mL e volume total de 10 mL. Primeiro, a
solucdo extratora de fosfato, 0,1 M e pH 7,0, foi adicionada ao “pellet” apds centrifugacéo
(Thermo Scientific Megafuge 8, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) a 5000 rpm. Esta
etapa foi seguida por 5 ciclos de congelamento (-15 °C por 1,5 h) e descongelamento em
banho ultrassénico (25 °C por 30 min), somando um tempo total de 10 horas de extracdo. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas (5000 rpm), e o sobrenadante foi separado (produto
de interesse), do “pellet” (biomassa e detritos celulares) e entdo filtrada através de filtros de
0,45 um (COTTAS et al., 2020).
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Figura 13- Método de congelamento e descongelamento combinado com ultrassom

para extracdo das FBP.
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COTTAS (2019) ao estudar o processo de recuperacdo de ficobliliproteinas por SAB,

utilizando as cepas Nostoc sp. e Anabaena variabilis, avaliou dois tipos de PEG, com pesos

moleculares 1500 e 4000, e dois sais, fosfato de potassio e citrato de sodio. Neste estudo, o

sistema PEG-fosfato de potassio, na propor¢cdo PEG 10% e sal 15,9%, foi aquele que

apresentou maiores resultados para a particao da FC.
A partir deste estudo, Sistemas Aquosos Bifasicos do tipo PEG-SAL com adicdo de

NaCl foram utilizados no processo de recuperacdo de FBP. Para o SAB, PEG 1500 e fosfato

de potéassio foram analisados ao variar a propor¢do de NaCl adicionado ao sistema.

O fluxograma do processo de recuperacdo das FBP utilizado é mostrado na Figura 14.
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Figura 14 - Fluxograma do processo de recuperagdo de FBP por SAB com adicdo de
NaCl.
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Fonte: O autor.

Os sistemas aquosos bifasicos foram preparados mantendo-se as propor¢des do
resultado encontrado nos estudos de COTTAS (2019), para analisar o efeito do tipo de ion na
particdo e o efeito do pH do sistema. Em seus testes, as propor¢des foram escolhidas de modo
a manter constantes a porcentagem de extrato utilizado em todos os sistemas (27%, m/m), e a
massa total do sistema de 20 g.

Para este estudo, foi realizado o mesmo procedimento, mas utilizando apenas o sal
fosfato de potéssio e variando apenas as composicdes de NaCl adicionados ao SAB, sendo
utilizadas as composicGes de 6%, 8% e 10% m/m, que representam concentragdes >1M
(ANDREWS; ASENJO, 2010; IQBAL et al., 2016).

Com o objetivo de manter constante a massa total do sistema em 20 g, apds adicdo do
NaCl, para cada sistema foi preparada uma “solugdo mae” mais concentrada do sal utilizado
(fosfato de potassio), diminuindo sua quantidade em massa, mas mantendo sua proporcdo e
seu pH.

Todos os sistemas foram preparados em massica, sendo realizados um teste para cada

sal. As proporcOes empregadas estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Composicbes dos SABs PEG-1500-fosfato de potassio com adi¢do de
NaCl. Massa total do sistema, 20g.

Branco*  1?Proporcdo 22Proporcdo 3?Proporc¢ao

% PEG (m/m) 10 10 10 10
% Sal (m/m) 15,9 15,9 15,9 15,9

% Extrato (m/m) 27 27 27 27

% NaCl (m/m) 0 6 8 10

*Foi feito um branco para cada proporcao de NaCl, onde o extrato foi substituido por tampéo
fosfato (0,1 M e pH 7,0), usado como solucéo extratora.

Para cada uma das proporc¢des, 0s sistemas foram realizados empregando o extrato
obtido de cada cianobactéria, todos em triplicata. Antes do preparo de cada SAB, analisou-se
0 extrato quanto a pureza de cada FBP, de modo a ser comparada apds a recuperacéo.

Foram preparadas antecipadamente solugdes estoque de concentragdo conhecida para
0s seguintes componentes do SAB: solucdo de PEG 1500 (50% m/m), solucdes de fosfato de
potassio (para o branco 30% m/m, para a 1% Proporcdo de NaCl 33,83% m/m, para a 2°
Proporc¢éo de NaCl 35,33% m/m e para a 32 Proporcao de NaCl 37% m/m).

As etapas adotadas neste procedimento sao ilustradas na Figura 15.

Os SABs foram preparados em tubos falcon de 50 mL, em seguida com o objetivo de
homogeneizar a mistura, os tubos foram agitados em vortex, durante 30 segundos. Apds isso,
as amostras foram mantidas em equilibrio por 2 h em banho termostatico (tempo suficiente

para alcancar o equilibrio e assegurar a completa separacao das fases), a 15 °C.
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Figura 15 - Procedimento para recuperacdo de FBP por SAB do tipo PEG-sal com
adicdo de NaCl.
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Fonte: O autor.

Posteriormente, foram medidos os volumes das fases em equilibrio e separacdo das

mesmas utilizando uma seringa, com objetivo de reduzir a perturbacédo do sistema.

3.2.5.3 Sistema Copolimero tri-bloco-SAL

Sistemas Aquosos Bifasicos do tipo copolimero tribloco-sal, foram utilizados nesta
etapa de recuperacdo de FBP, variando o peso molecular do copolimero e o tipo de sal. Foram
investigados trés tipos de copolimeros, L62, L64 e F68. Esses copolimeros diferem-se em
relacdo ao estado fisico a temperatura ambiente (F para “flocos” ¢ L para “liquido”) (Figura
16) e em relacdo a quantidade de unidades de EO (6xido de etileno), com o segundo nimero
representando o peso aproximado da fracdo de EO: F68 possui 2 x 76 unidades de EO o que
representa 80% (m/m) de PEO (poli (6xido de etileno)) na molécula, enquanto L62 e L64
possuem 20% (2 x 6 unidades de EO) e 40% (2 x 13 unidades de EQO), respectivamente.
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Todos possuem blocos de PPO (poli (6xido de propileno) de mesmo tamanho (aprox. 1800
g.mol 1) compostos por cerca de 29-30 unidades de PO, denotado pelo nimero “6” em seus
nomes (HARAGUCHI et al., 2004).

Figura 16 - Copolimeros L62, L64 e F68, respectivamente.

Fonte: O autor.

O fluxograma do processo de recuperacdo das FBP utilizado é mostrado na Figura 17.

Figura 17 - Fluxograma do processo de recuperacdo de FBP por SAB formado por
copolimero-SAL.
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3.2.5.3.1 Obtencéo do diagrama de fases

De modo a definir as propor¢des de copolimero e sal para formagdo dos SAB, que
levam a formacdo de sistema bifasico, primeiramente, foi necessario a obtencdo do diagrama
de fases para cada sistema, uma vez que nao foram encontrados na literatura diagramas de
fase para todos os sistemas estudados (ANDRADE; COSTA, 2007; HARAGUCHI et al.,
2004; KITAHARA; KAMIHIRA; TAKEUCHI, 1993).

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

Foram preparadas solucGes estoque de concentracdes conhecidas: solucdo de
copolimero F68 30% (m/m), solucdo de copolimero L64 50% (m/m), L62 50% (m/m),
solugdes de citrato de sodio e fosfato de potassio 30% (m/m). Em tubos Falcon de 15 mL,
foram pipetadas amostras de 5 mL da solugédo de copolimero, variando de 50% até 5% (v/v),
sempre com dilui¢bes utilizando agua deionizada. Os tubos foram colocados em um suporte
dentro do banho termostatico a 15 °C. Ap6s 1 h no banho, foram acrescentados a cada
amostra volumes de 30 pL da solucdo de sal com micropipeta automatica de modo a atingir a
turbidez no sistema, sendo este volume utilizado para o célculo do equilibrio liquido-liquido
(curva binodal). O procedimento foi realizado para 0s trés tipos de copolimero e para os dois
sais (fosfato de potassio e citrato de sodio) e todos os experimentos foram realizados em
duplicata, com tempo de equilibrio de 72 h, com o objetivo de assegurar que o equilibrio foi

alcancado, e permitir completa separacédo de fases.

3.2.56.3.2 Obtencado dos SAB

Ao comparar o0s diagramas de fase obtidos neste estudo com aqueles disponiveis na
literatura HARAGUCHI et al. (2004), e observado que as curvas binodais sdo proximas, duas
composicdes globais foram adotadas para avaliar o efeito dos SABs compostos de copolimero
e sal. Essas duas proporcGes em que se variou a % de copolimero (L62, L64 e F68) e sal
(citrato de sddio e fosfato de potéssio), fixando a quantidade de extrato em 27% e a massa
total do sistema em 20g, sdo apresentadas na Tabela 3. Os pontos das composi¢cdes globais
correspondem a dois comprimentos de linhas de amarracdo diferentes, sendo a 1* proporgéo

com TLL (tie line length) em torno de 25% copolimero e 8% sal e a 2% propor¢do com TLL
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em torno de 15% copolimero e 12% sal. Na segunda composi¢do apenas o sal fosfato de

potassio foi testado.

Tabela 3 - Composigdo dos SABs F68-sais, L64-sais e L62-sais, para a primeira etapa.

Copolimero %Copolimero  %Sal  %Extrato Massa Total do

(m/m) (m/m) (m/m) Sistema (g)
18 25 8 27 20
22 15 12 27 20

Para cada uma das proporcdes, os sistemas foram preparados empregando o extrato
obtido de cada cianobactéria, todos em triplicata. Foi feito o sistema branco, sendo o extrato
substituido por tampéo fosfato (0,1 M e pH 7,0), usado como solugéo extratora.

Foram preparadas antecipadamente solugcdes estoque de concentragcdo conhecida para
0s seguintes componentes do SAB: solugéo de copolimero (30% m/m para 0 F68 e 50% m/m
para 0 L64 e o L62), solucdes de citrato de sodio e fosfato de potassio (35% m/m).

Antes do preparo de cada SAB, analisou-se 0 extrato quanto a pureza de cada FBP de
modo a ser comparado a recuperagao.

As etapas adotadas neste procedimento sdo ilustradas na Figura 18.
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Figura 18 - Procedimento para recuperacao das FBP por SAB do tipo copolimero-sal.
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Fonte: O autor.

3.2.6 Recuperacéo do Copolimero por Termosseparagao

3.2.6.1 Determinacao do “Cloud point”

As temperaturas de “cloud point” para as solugdes dos trés copolimeros utilizados
(L62, L64 e F68) foram determinadas na concentracdo de 10% (m/m). Foram preparadas
amostra de 10 g em tubos falcon de 15ml, com apenas agua e copolimero. Os tubos foram
levados para um banho termostatico onde a temperatura foi aumentada lentamente (1 °C /
min), até que a turbidez fosse observada no sistema. A temperatura na qual a solucdo de

copolimero comegou a se tornar turva foi determinada como a temperatura de “cloud point”.
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3.2.6.2 Determinacao da composigao de fase

As curvas de calibracdo para concentragdo dos copolimeros em massa (Concentracdo
de copolimero vesus indice de refracio) foram determinadas a 20 °C utilizando um
refratdbmetro de bancada (Refratdbmetro ABBE, escala de refragédo 1300-1720nD Mod. 2WAJ-
Biobrix), e estdo dispostas no Apéndice A (Figuras A.1, A.2 e A.3).

Para se obter a curva de calibracdo, foram preparadas amostras de solugdes de cada
copolimero nas concentracdes de 0%, 5%, 10%, 16% e 20%. Para cada concentracdo foi

retirada uma aliquota e feita a leitura do seu indice de refragdo (IR).

3.2.6.3 Recuperacdo do copolimero

Amostras de fase topo rica em copolimero, obtidas apds etapa de particdo da proteina
por sistema aquoso bifasico (SAB) foram utilizadas na etapa de recuperacdo dos copolimeros
(L62, L64 e F68).

Para tanto, primeiramente as amostras de fase topo foram pesadas em novos tubos de
massa conhecida e diluidas em uma razdo de 1:2, e em seguida foram calculadas as
concentracdes de copolimero por meio da leitura do indice de refracdo (IR), utilizando um
refratdbmetro de bancada a 20 °C.

Para a separacdo térmica, as amostras diluidas foram aquecidas 20 °C acima da
temperatura de “cloud point” (de modo a garantir o equilibrio do sistema ap0s retirado do
banho e levado para a centrifuga), sejam elas 77 °C para L62 e aproximadamente 96 °C para
L64 e F68 por 5 min. A separacdo térmica do copolimero L62 foi realizada em banho
termostatico com temperatura maxima de aquecimento de 80 °C. Como o banho ndo suporta
temperaturas superiores a 80 °C, as amostras dos copolimeros L64 e F68 foram colocadas em
béquer de vidro com &gua aquecida em Bico de Bunsen. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 5000 rpm por 5 min de modo a garantir a completa separacdo térmica das
fases. Uma vez que a separacdo das fases foi obtida, a fase topo aquosa com a presenca da
proteina alvo foi separada da fase fundo com o copolimero recuperado. A amostra de
copolimero recuperada na fase fundo foi entdo pesada e diluida a uma razdo de 1:3, e entdo
feito o célculo de sua concentracdo por meio da leitura do indice de refracdo (IR), utilizando
um refratdmetro de bancada a 20 °C (PERSSON et al., 1999; PERSSON et al., 2000).
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A concentracdo de copolimero recuperado (Rcop) apos a termosseparacdo e definida
pela Equacdo 2 (NG et al., 2012).

x100% (2)

Onde a m representa a massa de copolimero recuperada na fase fundo apos a
termosep

termosseparacdo, € m representa a massa total da amostra de fase topo rica em

inicial

copolimero obtida na etapa de particdo da proteina por SAB.
3.2.7 Metodos analiticos

3.2.7.1 Concentracéao celular

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

Para se obter a curva de calibracdo, a concentracdo de massa seca de célula foi
determinada por gravimetria. Uma amostra de volume conhecido das cepas em manutencéao
(cAmara de fotoperiodo a 1.553 lux, a 30 °C, com ciclo claro/escuro de 12 h) foi coletada e
submetida a centrifugacdo 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 duas vezes. Apds 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 concentracdao de células
emg.L?

Paralelamente, a amostra da mesma cepa em manutencdo foi coletada e preparam-se
diluicBes, sendo que, para cada uma delas, fez-se a leitura de absorbancia, sendo o
comprimento de onda de 610 nm para Anabaena variabilis e 750 nm para Nostoc sp. (OJIT et

al., 2015; MOGANY et al., 2018), que foram determinados por varredura espectral. Para o
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branco, foi usado &gua destilada. As curvas de calibracdo padrdo (concentracdo de célula
versus absorbancia), estdo dispostas no Apéndice A (Figuras A.4 e A.5).
Durante os ensaios, toda amostra coletada seguiu o0 mesmo procedimento de

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

3.2.7.2 Concentracdo de agucares

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

forno de 32 °C e volume de injecdo de 20 pL.

3.2.7.3 Concentracdo de FBP

As amostras apds as extracfes ou separacdo das fases dos ensaios de recuperacéo,
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 ¢ AFC A = 652
nm e para proteina total — A = 280 nm (AJAY AN et al., 2012).

A concentracéo de cada FBP (mg.mL™?) foi calculada de acordo com as Equages 3, 4
e 5, respectivamente (BENNETT; BOGARD, 1973; LIU; FENG; LUN, 2012).

Ams B 0’474(A552)

C FC 5,34 (3)
_ Aasz B 0’208(A515)
C AFC 5,09 (4)

_ A562_ 2’41C FC 0,849 CAFC 5
Cre= 5,34 ®)
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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 Equacdo 6 (ABALDE et al., 1998),

P= AFBP (6)

A280
sendo Arep absorbéancia caracteristica de cada FBP (FC, AFC ou FE) e Augo absorbancia
correspondente a proteina total.

3.2.7.4 Analise do extrato apés purificacdo por SAB

Apos a separagdo das fases, fez-se a leitura de absorbancia e foram calculadas
concentracdo e pureza de cada FBP pelo método citado no item 3.2.7.3. A partir das
concentracdes de cada FBP no topo e no fundo, foi possivel calcular o coeficiente de parti¢éo
(K), que é um coeficiente adimensional que define a relacdo com que uma substancia se

divide nas fases topo e fundo, definido pela Equacéo 7,

 (CeBP)uy

K =
(C FB P) fundo

(7)

Em que (C FBP)topoe (Cegp) . _representam a concentragdo (mg/mL) das proteinas de

interesse na fase de topo e na fase de fundo, respectivamente.

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

Foi calculado também a razdo de volume entre as fases (Vr), definida como a razédo
entre o volume da fase topo (Vroro) € volume da fase fundo (Veunoo) no SAB, definida pela

Equacéo 8.
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V.
Vr — TOPO (8)

VFUNDO

A recuperacdo de FBP (R) nas fases foi definida de acordo com a Equagdo 9
(BASKARAN et al., 2018),

100

Ok

)

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).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise da presenca de FBP nos extratos de Nostoc sp. e Anabaena variabilis

Com intuito de verificar se as trés ficobiliproteinas sdo sintetizadas em quantidades
suficientes para serem detectadas por absorbancia e, em seguida, quantificadas pelas
Equacgdes (3) a (4), realizou-se a varredura espectral do extrato bruto de ambas as cepas,

conforme ilustra a Figura 19.

Figura 19 - Varredura espectral obtida para as cepas de (a) Nostoc sp. PCC 7423 e
(b) Anabaena variabilis ATCC.
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Fonte: O autor.

De acordo com a Figura 19, as varreduras espectrais ndo revelaram picos
caracteristicos de FE, escala de 560-570 nm, assim, a sua presenca nos extratos de Nostoc sp.
e Anabaena variabilis ndo péde ser confirmada (R1ZZO, 2014). Na escala de 610-620 nm, é
possivel notar um pico distinto paras as duas cepas, o que indica uma maior concentracdo de
FC nos extratos. A presenca de AFC ndo deve ser excluida, uma vez que o pico de
absorbancia em 652 nm pode ter sido encoberto pelo pico em 615 nm (MOGANY et al.,
2018). O fato de o pico de FC esconder o pico de AFC indica que a concentracdo de FC nos
extratos € muito maior do que AFC. Por essas raz@es, apenas FC foi analisada para ambas as

cepas.
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4.2 Avaliacdo da suplementacdo de glicose e nitrato ao meio de cultivo para

crescimento celular e producéo de ficocianina

Carbono organico e fontes de nitrogénio s&o os principais suplementos ao meio de
cultura de cianobactérias capazes de influenciarem a producdo de metabolitos destes
organismos. Nesse sentido, foram avaliados a influéncia da adicdo de glicose e nitrato de
s6dio ao meio basal BG11o, bem como a razdo inicial de inodculo, no crescimento celular e
producéo de ficocianina de Nostoc sp. PCC 7423.

Os resultados apresentados nesta secdo correspondem a ensaios que deram
continuidade ao estudo de COTTAS (2019), sendo que condi¢cdes experimentais foram
repetidas e novas condi¢des foram realizadas de forma a ampliar as faixas de concentragédo de
glicose e de nitrato de sodio analisadas.

A discussdo a seguir é referente aos resultados de ambos os estudos, o atual e de
COTTAS (2019) e consta no manuscrito: COTTAS, A., G; TEIXEIRA, T. A.; CUNHA, W.,
R., RIBEIRO, E., J., FERREIRA., J. DE S. Effect of glucose and sodium nitrate on the
cultivation of Nostoc sp. PCC 7423 and production of phycobiliproteins, submetido ao

periddico Brazilian Journal of Chemical Engineering e se encontra em analise.

4.2.1 Crescimento celular

Comparado ao meio de cultura autotrofico, 0 meio mixotrofico apresenta maiores
resultados em relacdo ao crescimento celular de microrganismos, sendo que, normalmente, a
adicdo de carbono organico aumenta a taxa especifica de crescimento celular. Alem disso, o
nitrogénio tem efeito sobre o metabolismo energético e a biossintese na cianobactéria, e sua
auséncia afeta a fotossintese, a respiracdo e o crescimento celular. Em relacdo ao metabolismo
celular, nitrogénio na forma de nitrato contribui para a producdo de duas moléculas de
glutamato, uma usada como substrato para o metabolismo celular e a outra para a biossintese
de metabdlitos (MANIRAFASHA et al., 2016).

Neste estudo, o crescimento celular da cepa de Nostoc sp. foi avaliado para diferentes
condicdes ao suplementar o meio de cultivo com glicose e nitrato de sddio, para os volumes

iniciais de 10% v/v (0,04 g.L %) e 20% v/v (0,08 g.L ) de indculo, e os perfis de concentragio
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celular para os dois indculos em funcdo do tempo sdo mostrados nas Figuras 21 (a — d) e
Figuras 22 (a — d), respectivamente.

Figura 20 - Concentracdo celular para 10% de indculo: (a) influéncia isolada de
glicose; (b) influéncia de glicose combinada com 2 mM de nitrato de sddio; (c) influéncia de
glicose combinada com 5 mM de nitrato de sodio e (d) influéncia de nitrato de sodio para
meios com 1g.L ™t e 2 g.L* de glicose.
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Os valores representam a média + o desvio padréo, obtidos em triplicata.

De acordo com a Figura 20, todas as suplementacfes apresentaram um maior
crescimento celular quando comparados com o meio controle em 14 dias de cultivo. Os
ensaios para 0s meios M8 e M11 ndo foram plotados pois, sob essas condi¢des, morte celular
foi observada. A morte celular foi observada pela perda da cor caracteristica das células das
cianobactérias, ao apresentarem uma cor esbranquicada indicando a degradacdo de suas
estruturas, provavelmente devido ao excesso de substrato combinado com a pequena
concentracdo de indculo.

Os meios de cultura suplementados com glicose de forma isolada (Figura 20 (a))

apresentaram um efeito positivo para o crescimento celular, ao atingir a maior concentracao
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(0,22 g.L?) para a adicdo de 1 g.L™ de glicose (M2) ao se comparar ao meio controle (0,10
g.L1). O meio M3 (2 g.L? de glicose) apresentou uma menor concentragio celular ao se
comparar ao meio M2, provavelmente devido a grande quantidade de glicose no meio de
cultura, o que causou inibicdo em relacdo a baixa concentracao inicial de indculo.

Para os meios de cultura contendo 2 mM de nitrato de sodio (Figura 20 (b)), a medida
que se aumenta a concentracdo de glicose adicionada ao meio, maior é a concentracdo celular
obtida, alcangando um crescimento celular maximo de 0,35 g.L* para o meio M7 (2 g.L de
glicose). Foi possivel notar que a suplementacdo de nitrato de sédio (M4) de forma isolada
promoveu um pequeno aumento na concentracdo celular em comparacdo ao meio controle.
Portanto, em comparacdo com 0s ensaios sem adicdo de nitrato de sodio, este experimento
indicou que a suplementacdo combinada de glicose e nitrato possibilitou exceder o limite de
substrato, que causa a inibi¢do do crescimento celular, e ambos séo necessarios estar presentes
no meio de cultura com o objetivo de se obter melhorias em relacdo ao crescimento celular.

Em relacdo ao meio contendo 5 mM de nitrato de sodio (Figura 20 (c)), a maior
concentracdo (0,44 g.L™) foi obtida ao adicionar 2 g.L™ de glicose (M10), o que representa
4,4 vezes maior do que o meio controle e 2,1 vezes maior do que o meio M9 (1 g.L* de
glicose). Apesar do incremento da fonte de nitrogénio para 5 mM neste meio, houve morte
causada pela alta concentracao de substrato ao volume inicial de indculo (10% v/v).

A Figura 20 (d) apresenta as curvas de crescimento celular para 0s meios
suplementados com 1 e 2 g.L™* de glicose e 2 e 5 mM de nitrato de sodio. E possivel notar
que, independentemente da concentracéo da fonte de nitrogénio, meios com 1 g.L* de glicose
(M6 e M9) ndo apresentaram diferenca significativa ao alcancarem uma concentracdo celular
de 0,21 g.L?!. Para o meio suplementado com 2 g.L! de glicose, o incremento na
concentracdo de nitrato de sodio foi responsavel por um aumento na concentracdo celular,
alcancando 0,44 g.L* (M10), 3 vezes maior do que 0 meio onde nio houve suplementagdo de

nitrato de sodio (M3) e 1,27 vezes maior do que o meio suplementado com 2 mM (M7).
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Figura 21 - Concentracédo celular para 20% de inoculo: (a) influéncia isolada de
glicose; (b) influéncia de glicose combinada com 2 mM de nitrato de sddio; (c) influéncia de
glicose combinada com 5 mM de nitrato de sddio e (d) influéncia de nitrato de sédio para
meios com 1g.L % e 2 g.L de glicose.
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Os valores representam a média + o desvio padréo, obtidos em triplicata.

De acordo com a Figura 21, todos os ensaios de suplementacdo alcancaram uma
concentracdo celular maior do que o meio controle.

Os meios suplementados com glicose de forma isolada (Figura 21 (a)) apresentaram
diferentes tendéncias para aqueles observados para 10% de indculo, onde apenas 0 meio M3
(2 g.L? de glicose) foi capaz de aumentar significativamente a concentragio celular
(0,32 g.LY), 0 que representa uma concentragdo 2 vezes maior do que o controle. Esses testes
mostraram que, com 20% v/v de indculo, ndo houve inibicdo do crescimento celular pela
concentracdo de substrato.
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Em relacdo aos meios suplementados com 2 mM de nitrato de sodio (Figura 21 (b)),
uma tendéncia similar para as duas concentra¢des iniciais de indculo pdde ser observada, uma
vez que 0 aumento na concentragcdo de glicose causou um crescimento na concentragdo
celular, alcangando o ponto maximo para o meio M7 (2 g.L de glicose), sendo 0,34 g.L?,
mesmo valor médio em relacéo ao indculo de 10%, sem diferenca significativa para o teste de
Tukey (p <0,05).

Para 0s meios suplementados com 5 mM de nitrato de sodio (Figura 21 (c)), a
condicdo de cultivo que apresentou maiores resultados foi também para o M10 (2 g.L? de
glicose), alcancando 0,53 g.L™, 3,3 vezes maior do que o controle e 1,2 vezes maior do que a
mesma condi¢do para 10% de inoculo. Esse excesso de nitrogénio permitiu o aumento da
concentracdo de glicose sem causar inibi¢do no crescimento celular, assim como meio M11 (5
g.L? de glicose) pdde ser analisado, alcancando uma concentracdo celular de 0,35 g.L™, mas
46% menor do que o meio M10, indicando que existe uma condicdo limite para
suplementacdo do meio.

Ao se comparar a suplementacdo do meio com 1 g.Lt e 2 g.L? (Figura 21 (d)), é
possivel notar que a suplementacdo com nitrato de sodio ndo apresentou um resultado
significativo para os meios com 1 g.L de glicose, sendo M6 (2 mM) 1,28, M2 (sem adic&o de
nitrato de sodio) 1,14 e M9 (5 mM) 1,54 vezes maior do que o controle, respectivamente. Para
2 g.L! de glicose, 0 aumento na concentracdo celular devido a adicdo de nitrato de sddio foi
mais efetivo, sendo M3 (sem adigéo de nitrato de sodio) e M7 (2 mM) 2 vezes maior do que 0
meio controle, e M10 (5 mM) apresentou a maior concentracédo celular, sendo 3,3 vezes maior
do que o meio controle.

Portanto, os ensaios confirmaram a indicacdo de que a suplementacdo de fontes de
carbono e nitrogénio deve ser realizada de forma combinada e proporcional ao volume inicial
de in6culo. Uma maior concentracdo de glicose foi requerida quando mais nitrogénio foi
adicionado em 20% v/v de indculo.

Além disso, os resultados encontrados para suplementacdo com altas concentracdes de
glicose de 5 g.L? e nitrato de sddio de 2 mM e 5 mM (M8 e M11) para 10% de indculo e de 2
mM (M8) para 20% de in6culo corrobora com o que é encontrado na literatura, mesmo que o
crescimento da cianobactéria dependa de uma adequada suplementacdo de macronutrientes
(nitrogénio e fosforo) e fontes de carbono (organico e inorgéanico), o excesso de nutrientes
pode causar um efeito toxico no metabolismo celular, responsavel pela inibicdo do
crescimento e producdo de metabolitos até a morte celular (KHATOON et al., 2018;
MANIRAFASHA et al., 2016).
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Entre todas as condi¢des e para as duas condi¢des de indculo, a condigdo de cultivo
que apresentou maiores resultados de crescimento celular foi o meio M10 (2 g.L™ de glicose e
5 mM de nitrato de sddio), alcangando uma concentracdo celular 3 vezes maior que 0 meio
controle, indicando ser uma alternativa interessante para a producao de Nostoc sp.

Em estudos anteriores, a condigdo 6tima de concentracdo de glicose e nitrogénio para
diferentes cepas variou em relacdo aquela encontrada neste trabalho para a cepa de Nostoc sp.
Isso ocorre devido a producdo de biomassa ser uma propriedade especifica para cada cepa, e
possuir diferentes respostas de assimilagéo para cada tipo de substrato e concentracdo usados,
principalmente em culturas mixotréficas (KOVAC et al., 2017).

Por exemplo, KAUSHAL et al. (2017) estudaram o crescimento celular para a cepa
Nodularia sphaerocarpa e usaram o meio de cultivo Chu-10 (sem nitrogénio) em pH 8, como
controle, durante 8 dias de cultivo. Suplementos com concentracdo de KNOs e NaNO. de 2, 5
e 10 mM e 5 g.L* de glicose foram avaliados. O crescimento celular obtido foi similar ao
apresentado neste estudo baseado no meio de controle com 0,16 g.L ™ alcancando um
aumento efetivo para 0s meios suplementados com 5 mM de KNO3s (aumento de 30%), 10
mM de NaNO, (aumento de 27%) e 5 g.L* de glicose (aumento de 23%). COTTAS et al.
(2020) avaliaram o efeito da suplementacdo ao meio basal BG11, de glicose de forma isolada
(0,5; 1; 2 e 5 g.L™") e combinada com NaNOs (2 e 5 mM) no acimulo de biomassa da cepa
Anabaena variabilis, em 10 dias de cultivo. A condicdo mais efetiva para o crescimento
celular foi obtida para a suplementagdo combinada de glicose 1,0 g.L™* e 5 mM de nitrato de

sddio, alcangando 0,45 g.L™, 81% maior do que o meio controle.

4.2.2 Ficobiliproteinas (FBP)

Ficobiliproteinas possuem aplicacdo nas industrias alimenticia e farmacéutica. Nesse
sentido, fatores que aumentam a producdo e concentracdo destes pigmentos devem ser
explorados com o objetivo de tornar o processo economicamente viavel (KAUSHAL et al.,
2017; KHATTAR et al., 2015).

O efeito da suplementacdo ao meio de cultura visando o aumento na producéo de FC
no cultivo da cepa de Nostoc sp. foi investigado para os volumes iniciais de in6culo de 10%
v/iv (0,04 g.L ) e 20% v/iv (0,08 g.L?). Os resultados para 10% e 20% de indculo sdo

apresentados pelas Figuras 22 e 23, respectivamente.
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Figura 22 - Concentracéo de FC obtida para 10% de indculo para Nostoc sp. para cada
suplementacao*
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nao puderam ser analisados devido a morte celular.

De acordo com a Figura 22, os meios suplementados com glicose de forma isolada
(M1, M2 e M3) ndao mostraram vantagem em relacdo ao aumento da concentracdo especifica
de FC, com uma menor concentracao ou estatisticamente igual ao controle (teste de Tukey p
<0,05).

Entre os meios suplementados com 2 mM de nitrato de sédio (M4, M5, M6, M7 e
M8), a condicdo que apresentou maior concentracdo de FC foi para o meio com auséncia de
glicose (M4), alcangando uma concentragéo especifica de FC de 96, 51 mg.g, 84% maior do
gue o meio controle. Para as outras condi¢des, enquanto a concentracdo de glicose aumentou
de 0 a 2 g.L%, uma queda na concentracio especifica de FC foi observada até alcancar a
mesma concentracdo do meio controle. Em relacdo ao meio com 5 mM de nitrato de sddio
(M9 e M10), o aumento na quantidade de glicose foi responsavel por um acréscimo

significativo na concentragio especifica de FC, como indicado pelo M9 (1 g.L? de glicose)
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com 71, 38 mg.g! e M10 (2 g.L? de glicose) obtendo o maior resultado entre todas as
condigBes estudadas, alcangando 123, 17 mg.g™, cerca de 2,3 vezes maior do que o meio
controle. Para uma alta concentragio de glicose (5 g.L ™), morte celular foi observada apds os
14 dias de cultivo.

Figura 23 - Concentracéo de FC obtida para 20% de indculo para Nostoc sp. para cada
suplementacao*
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pode ser analisado devido a morte celular.

A FC obtida para os meios com volume com 20% v/v de indculo é mostrada na Figura
23. Os meios suplementados com glicose de forma isolada (M1, M2 e M3) apresentaram uma
queda na concentragdo especifica de FC obtida, com valores na mesma ordem (44 mg.g™),
18% menor do que o meio controle. Nos meios suplementados com 2 mM de nitrato (M4,
M5, M6 e M8), o comportamento obtido foi similar ao de 10% de in6culo, representado pela
queda na concentracdo especifica de FC, com o aumento na concentracdo de glicose. Nessa
condicdo, 0 meio sem suplementacdo de glicose (M4) foi aquele que apresentou maior

concentragdo de FC, obtendo 111, 66 mg.g™ de FC, cerca de 2 vezes maior do que o meio
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controle. Para os meios suplementados com 5 Mm de nitrato de sodio, a maior concentracgao
especifica de FC foi obtida para a suplementacdo combinada de 2 g.L™ de glicose, alcancando
133,03 mg.g?, aproximadamente 2,3 vezes maior do que o meio controle.

Para o volume de inéculo de 20% v/v, a adicdo de glicose de forma isolada nédo
promoveu um aumento na concentracdo especifica de FC, obtendo um valor igual ou até
mesmo menor do que o meio controle. A suplementacdo de forma isolada de 2 mM de nitrato
de sddio foi capaz de causar um aumento na concentracdo especifica de FC cerca de 2 vezes
maior em relagdo ao meio de controle e 15,69% maior do que o ensaio usando 10% v/v, e
uma tendéncia similar foi observada, ou seja, ao se aumentar a concentracdo de glicose, a
concentracdo especifica de FC foi a mesma para o0 meio sem suplementacéo.

A suplementacdo combinada de glicose e nitrato de sddio (5 Mm) intensificou a
biossintese desta ficobiliproteina, obtendo a maxima concentra¢do do pigmento para 0 meio
M10 (2 g.L " de glicose e 5 mM de nitrato de sddio), alcangando uma concentragéo de
133,03 mg.g* para 20% v/v, a qual ndo foi estatisticamente diferente de 123,17 mg.g™* para
10% v/v de inoculo, pelo teste de Tukey (p <0,05). Além disso, como foi discutido
anteriormente, para um maior volume de indculo, ndo houve inibicdo ao se suplementar o
meio com 5 g.L e 5 mM de nitrato de sddio (M11), e para esta condi¢cdo, a concentragdo
especifica de FC encontrada foi 91,59 mg.g™.

Esses resultados corroboram com a literatura, de modo que o aumento da concentragédo
especifica de FC por meio da suplementacdo com fontes de nitrogénio € justificado devido a
sua fundamental funcdo na producdo de FBPs, que sdo estruturas responsaveis pelo seu
armazenamento na célula. A variagdo de nitrogénio na célula, causada por escassez ou
estresse celular, forcam a célula a utilizar o nitrogénio presente nas FBP para a manutencao
celular, sendo responsavel por um decréscimo na sua concentracdo (JOHNSON; KUMAR;
DAS, 2014; PAGELS et al., 2019). Assim, a suplementacdo de fontes de nitrogénio ao meio
de cultura tende a favorecer a producdo de FBP.

A melhor fonte de assimilacdo de nitrogénio nas cianobactérias é diversa e dependente
da cepa. A producdo de cianobactérias normalmente inclui o uso de nitratos, os quais
reduzem-se a nitrito e, entdo, a aménia para, finalmente, ser incorporado pelos componentes
de armazenamento. Nitrato € uma fonte de nitrogénio, presente na maioria dos meios de
cultivo de cianobactérias (Chu-10, Algal, BG11, e Zarrouk) e esta presente na maioria dos
estudos como comparacao para efeitos de producdo de FBP (PAGELS et al., 2019). KHAZI;
DEMIREL; DALAY (2018) compararam o uso de nitrato (NaNO3z e KNO3) e ambnia em trés

espécies diferentes, Phormidium sp., Pseudoscillatoria sp. e Spirulina platensis. As duas
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primeiras cepas obtiveram melhor resposta para o crescimento celular com a suplementacéo
de amdnia e a Ultima na presenca de nitrato, provavelmente devido a grande variacdo de pH e
concentragdo de amoénia. AJAYAN; SELVARAJU; THIRUGNANAMOORTHY (2012)
observaram ao estudarem a cepa de Spirulina plantesis que a mesma tem preferéncia pela
ureia como fonte de nitrogénio quando comparada com nitrato, a fonte mais comum utilizada.
SOLTANI et al. (2007), estudaram cepas do género Fischerella e KAUSHAL et al. (2017)
estudaram o género Nodularia, e obtiveram altas concentracdes de FBP ao suplementarem o
meio de cultivo com nitrato como fonte de nitrogénio. TASNEEM FATMA (2009) ao
estudarem as cepas de Anabaena sp. observaram que a producdo de FC aumentou quando o
meio de cultivo foi suplementado com fontes de nitrogénio.

A condicdo mais favoravel para obtencdo de FBP a partir de modificacbes e
suplementacdes do meio de cultivo varia na literatura. KHATTAR et al. (2015) analisaram a
suplementacdo ao meio de cultivo com o objetivo de se obter FBP da cepa de Anabaena
fertilissima, ao modificar o meio de cultivo Chu-10 (sem nitrogénio) em pH 7,5 e 8 dias de
cultivo. A fonte de carbono orgénico que apresentou maiores resultados para obtencdo de FC
foi sacarose 5 g.L?, atingindo uma concentragdo de 389,5 mg.g?, 73% maior do que o
controle. Em relacéo a glicose, a maior concentracdo de FC obtida foi para a suplementacéo
de 2 mM de nitrito, atingindo 361,5 mg.g™ e 2 mM de nitrato, atingindo uma concentracéo de
330,7 mg.g?, valores na ordem de 50% maior em relacéo ao meio controle.

KAUSHAL et al. (2017) ao avaliarem a obtencdo de FC da cepa de Nodularia
sphaerocarpa, com a suplementacdo do meio de cultura com nitrato de potassio, nitrito de
sodio e glicose de forma isolada, e utilizacdo do meio de controle Chu-10 (sem nitrogénio) em
pH 8 durante 8 dias de cultivo obtiveram um aumento consideravel na concentracdo de FC, ao
suplementarem o meio com 5 g.L* de glicose , 5 mM de nitrato de potassio e 5 mM de nitrito
de sodio, promovendo um aumento na concentracdo de FC cerca de 90% maior em relacdo ao
meio de controle, alcancando 220 mg.g?, na condi¢do de 5 mM de nitrato de sodio.

COTTAS et al. (2020) em um estudo similar investigaram a suplementacdo ao meio
basal BG11,, utilizando glicose e nitrato de sodio, de forma isolada e de forma combinada,
para obtencdo de FC da cepa de Anabaena variabilis, em 10 dias de cultivo. A condi¢do que
apresentou maiores concentracdes de FC foi a suplementacdo de forma combinada de 0,5 g.L-
! de glicose e 2 mM de nitrato de sédio, alcangando uma concentragdo de 78,43 mg.g™* de FC,
42% maior do que o meio de controle.

A suplementacdo ao meio de cultivo basal BG1lo promoveu um aumento na

concentracdo celular assim como na concentracéo especifica de FC obtida da cepa Nostoc sp.
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PCC 7423, e, ainda que a concentracdo de FC seja menor do que em outras cepas encontradas
na literatura, o presente estudo apresentou a condicdo de suplementacdo de forma combinada
de fontes de carbono organico e fontes de nitrogénio, ainda pouco estudada, a qual apresentou
resultados duas vezes maior ao se comparar com o meio de cultivo basal e podendo ser
explorada para estudos com diferentes cepas. Além disso, o conhecimento de que meios de
cultivo contendo nitrogénio e fontes de carbono favorecem a producdo de FBP, possibilita a
integracdo deste processo com a reutilizacdo de residuos agroindustriais ou subprodutos que

normalmente apresentam ambas as fontes.

4.3 Avaliacdo do efeito da qualidade da luz para crescimento celular e producédo de

ficocianina

Durante a atividade fotossintética e outras vias reguladas pela luz que os principais
processos metabdlicos acontecem, desde a mudanca na densidade celular até o acumulo de
compostos especificos (SCHULZE et al., 2014). Assim, o efeito de diferentes qualidades de
luz (branca, azul, vermelha, verde e amarela) de forma isolada e combinada com a adicéo de
glicose e nitrato de sodio ao meio basal BG11ly, a partir dos resultados do estudo de
suplementacdo do meio de cultivo, foram avaliados para crescimento celular e acimulo de
ficocianina para as cepas de Nostoc sp. e Anabaena variabilis e serdo apresentados nesta
secéo.

Para verificar se a qualidade da luz resultaria no aumento da FE e da AFC, fez-se
novamente a varredura dos extratos brutos, apos os ensaios com diferentes qualidades de luz.
Entretanto, o espectro foi semelhante ao obtido para a analise apresentada nas Figura 19 e 20,

e, portanto, somente FC foi quantificada.

4.3.1 Avaliacdo do efeito da qualidade da luz para o crescimento celular no cultivo de

Nostoc sp. e Anabaena variabilis.

Os resultados para avaliacdo do crescimento celular pelo efeito da qualidade da luz de
forma isolada e combinada com a suplementacdo ao meio de cultivo BG11o de 2 g.L de
glicose e 5 mM de nitrato de sodio e volume inicial de indculo de 10 % v/v (0,4 g.L ) durante
14 dias de cultivo para a cepa de Nostoc sp. estdo apresentados nas Figuras 24 e 25,

respectivamente.
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Figura 24 - Perfil de crescimento celular por 14 dias, em diferentes qualidades de luz
em meio basal BG11, para Nostoc sp. Luz branca (O), luz azul (A), luz vermelha (®), luz

verde (M), luz amarela ().
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Figura 25 - Perfil de crescimento celular por 14 dias, em diferentes qualidades de luz,
em meio basal BG11o com suplementacéo de 2 g.L™ de glicose e 5 mM de nitrato de sédio
Jpara Nostoc sp. Luz branca (O), luz azul (A), luz vermelha (®), luz verde (M), luz amarela
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E possivel observar, pela Figura 24, que nos ensaios em que se cultivou a Nostoc sp.

em meio basal sob diferentes qualidades de luz, que o crescimento celular foi ligeiramente
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favorecido pelo uso das luzes verde (0,19 g.L ) e branca (0,17 g.L?), obtendo uma maior
concentracdo de biomassa apds 14 dias, sendo a concentracdo de biomassa 1,5 vezes maior
em comparacao as luzes azul, vermelha e amarela que atingiu cerca de 0,13 g/L ao final dos
14 dias.

No caso da suplementacdo ao meio de cultivo com 2 g.L™ de glicose e 5 mM de
nitrato sob efeito das diferentes qualidades de luz (Figura 25), as luzes verde e branca
apresentaram novamente efeito positivo para crescimento celular no cultivo da cepa de Nostoc
sp., quando comparada as outras cores de luz. Sob a luz verde, a concentracdo celular apds 14
dias de cultivo foi de 0,43 g.L?, cerca de 1,56 vezes maior do que a luz azul nas mesmas
condicdes. Na comparagdo dos dados entre 0 meio com e sem suplementacdo, verifica-se 0
aumento da biomassa pela suplementacdo do meio basal com glicose e nitrato de sédio,
obtendo-se, sob a luz verde, um incremento de 2,2 vezes na concentracdo celular em relacéo a
condigéo, sem suplementagdo ao meio BG11, (Figura 24).

Foram avaliados também os efeitos da qualidade da luz de forma isolada e combinada
com a suplementacdo ao meio de cultivo BG11o de 0,5 g.L™ de glicose e 2 mM de nitrato de
sddio e volume inicial de indculo de 10% v/v (0,4 g.L™) durante 14 dias para concentracio
celular no cultivo da cepa de Anabaena variabilis, e os resultados sdo apresentados nas
Figuras 26 e 27 a seguir.

Figura 26 - Perfil de crescimento celular por 14 dias, em diferentes qualidades de luz
em meio basal BG11, para Anabaena variabilis. Luz branca (O), luz azul (A), luz vermelha
(@), luz verde (m), luz amarela ().
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Figura 27 - Perfil de crescimento celular por 14 dias, em diferentes qualidades de luz,
em meio basal BG11o com suplementacgdo de 0,5 g.L™ de glicose e 2 mM de nitrato de sédio
para Anabaena variabilis. Luz branca (O), luz azul (A), luz vermelha (®), luz verde (™), luz

amarela ().
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Quando a cepa de Anabaena variabilis foi submetida a diferentes qualidades de luz em
meio BG11lo (Figura 26) ou em meio BG1lo suplementado (Figura 27), para todas as
variacOes de cores de luz, o comportamento para o crescimento celular ndo apresentou
diferencas téo significativas quanto aquelas apresentadas para a cepa de Nostoc sp.

A condicdo de luz branca apresentou um ligeiro aumento no crescimento celular apos
14 dias de cultivo para a cepa de Anabaena variabilis, tanto para o meio BG11o quanto para a
condicdo de suplementagéo, equivalente a 0,24 g.L* (Figura 26) e 0,43 g.L* (Figura 27),
respectivamente. E possivel notar ainda que, diferente do que foi observado nos ensaios com
Nostoc sp., sob a luz verde, a cepa de Anabaena variabilis apresentou a menor concentracao
celular apds os 14 dias de cultivo, e para o teste com suplementacdo ao meio de cultivo, a
diferenca entre as outras cores foi ainda maior, apresentando concentracdo constante a partir
do 4° dia (Figura 27). Entretanto, assim como para a cepa de Nostoc sp., a luz branca
continuou tendo um efeito positivo para a cepa de Anabaena variabilis no acimulo de
biomassa, sob as outras cores ao final dos 14 dias de cultivo.

Em geral, o crescimento celular para as duas cepas estudadas foi favorecido sob a
condicdo de luz branca. Essa observacdo esta de acordo com o que foi reportado por
KAUSHAL et al. (2017), que, em seus estudos obtiveram uma maior concentracdo celular no

cultivo da cepa de Nodularia sphaerocarpa PUPCCC 420.1 sob a luz branca.
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De modo semelhante, MADHYASTHA; VATSALA (2007), por exemplo, reportaram
uma maior producdo de biomassa no cultivo de Spirulina fusiformis, sob a condigdo de luz
branca, seguida pelas luzes azul e verde. Segundo estes autores, isso aconteceu pelo fato de
alguns pigmentos fotossintéticos absorverem comprimentos de onda especificos para serem
sintetizados (para ficocianina, normalmente as luzes vermelha, amarela e verde), e a depender
da qualidade de luz incidida, estes pigmentos podem absorver esses fotons e promover uma
caréncia dos mesmos no acumulo de biomassa. De acordo com VADIVELOO et al. (2016), a
principal razdo pela qual a luz branca favoreceu o crescimento celular no cultivo da cepa de
Nodularia sphaerocarpa sob a luz branca é o fato de ela receber maior irradiacdo nesta
condicdo, comparada com as outras cores.

Ainda neste estudo, no trabalho desenvolvido por KLEPACZ-SMOLKA et al. (2020),
0S autores reportaram que, sob a luz azul, o crescimento celular de cianobactérias é
significativamente mais lento, com menor producdo de biomassa e justificam que o fator
limitante neste caso, além da mudanga na intensidade luminosa, é o fato de as cianobactérias
usarem a luz azul com menos eficiéncia para a fotossintese do que a maioria dos eucariontes
fotoautotroficos.

Entretanto, ha registros na literatura, em que foram verificadas tendéncias diferentes
daquelas obtidas no atual trabalho. VELU; NARAYANASWAMY; BALAN (2015), ao
estudarem a cepa de Calothrix elenkinii, obteve uma maior concentracdo celular para o

cultivo sob luz vermelha, seguida das luzes azul e verde.

4.3.2 Avaliacéo do efeito da qualidade da luz para producéo de ficocianina no cultivo

de Nostoc sp. e Anabaena variabilis.

Os resultados para avaliacdo da producdo de ficocianina pelo efeito da qualidade da
luz, para o cultivo da Nostoc sp. em meio basal e, em seguida, de forma combinada com a
suplementacdo ao meio de cultivo BG11, de 2 g.L™ de glicose e 5 mM de nitrato de sddio e
volume inicial de indculo de 10% v/v (0,4 g.L?) durante 14 dias estdo apresentados nas

Figuras 28 e 29, respectivamente.
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Figura 28 - Concentracdo especifica de FC por 14 dias, sob diferentes qualidades de
luz, em meio basal BG11o, para Nostoc sp. Luz branca (O), luz azul (™), luz vermelha (M),
luz verde (M), luz amarela (' ).
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Figura 29 - Concentracdo especifica de FC por 14 dias, sob diferentes qualidades de
luz em meio basal BG11o com suplementacdo de 2 g.L* de glicose e 5 mM de nitrato de
sodio, para Nostoc sp. Luz branca (), luz azul (m), luz vermelha (M), luz verde (M), luz
amarela ().
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No cultivo da cepa de Nostoc sp., ao se variar as qualidades de luz em meio basal
BG11, (Figura 28), o efeito para producdo de ficocianina foi maior quando a cepa foi exposta
as luzes vermelha e amarela, atingido uma concentracéo especifica de 86,02 mg.g* de FC
para a luz vermelha, sem diferenca significativa (teste de Tukey) para a luz amarela que
produziu ao final dos 14 dias de cultivo 77,11 mg.g™ de FC, seguida pela luz branca, com
uma concentragdo especifica de 65,45 mg.g™ de FC. Ainda na Figura 28, a luz azul foi aquela
que apresentou a menor concentracio especifica de FC (29,53 mg.g?), quase 3 vezes menor
do que a melhor condigdo (Luz vermelha), seguida pela luz verde, que obteve uma
concentracéo especifica final de 47,69 mg.g™ de FC.

Quando foi adicionado ao meio de cultivo BG11o 2 g.L* de glicose e 5 mM de nitrato
de sddio sob diferentes qualidades de luz (Figura 29), a luz vermelha continuou exercendo o
maior efeito positivo para a producdo de ficocianina apds os 14 dias, equivalente a
141,97 mg.g?, cerca 1,6 vezes maior para o cultivo na mesma condicdo de luz sem
suplementacdo (Figura 28), seguida pela luz branca (101,73 mg.g™) e amarela (92,74 mg.g™2).
As luzes azul e verde continuaram com menor efeito para a producgdo especifica de FC,
atingindo uma concentragdo de final de 75,44 mg.g™* e 44,97 mg.g™, respectivamente.

Vale ressaltar que o efeito da qualidade de luz para o crescimento de biomassa de
Nostoc sp. ndo seguiu a mesma tendéncia sobre a sintese de FC. A luz branca e verde foram
as que mais favorecem o aumento da biomassa, enquanto as luzes vermelha e amarela
promoveram o incremento na produgdo do pigmento.

Os mesmos testes foram realizados para a cepa de Anabaena variabilis com o objetivo
de analisar os efeitos da qualidade da luz de forma isolada e combinada com a suplementacao
ao meio de cultivo BG11o de 0,5 g.L™ de glicose e 2 mM de nitrato de sodio e volume inicial
de indculo de 10% v/v (0,4 g.L?), durante 14 dias, para produgdo de ficocianina, e os

resultados sdo apresentados nas Figuras 30 e 31.
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Figura 30 - Concentracédo especifica de FC por 14 dias, sob diferentes qualidades de
luz, em meio basal BG11o, para Anabaena variabilis. Luz branca (O), luz azul (W), luz
vermelha (M), luz verde (W), luz amarela (' ).
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Letras diferentes entre as colunas representam diferenca estatistica do Teste Tukey com p <
0,05.

Figura 31 - Concentracdo especifica de FC por 14 dias, sob diferentes qualidades de
luz em meio basal com suplementagdo de 0,5 g.L™ de glicose e 2 mM de nitrato de sodio para
Anabaena variabilis. Luz branca (O), luz azul (®), luz vermelha (M), luz verde (M), luz
amarela ().
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Letras diferentes entre as colunas representam diferenca estatistica do Teste Tukey com p <
0,05.
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As maiores concentragdes especificas de FC para a cepa de Anabaena variabilis, ao se
variar as cores de luz em seu cultivo (Figura 30), foram obtidas para as luzes vermelha,
branca e verde (96,52 mg.g?, 95,42 mg.g?t e 91,80 mg.g?, respectivamente). Ainda que a
diferenca na producgéo de FC ao se utilizar diferentes cores de luz para o cultivo da cepa ndo
tenha sido tdo expressivo quanto para a cepa de Nostoc sp., nota-se sua capacidade de
adaptacdo em diferentes cores de luz ao utilizar fontes de energia em diferentes comprimentos
de onda.

O efeito da suplementacdo do meio de cultivo com 0,5 g.L™? de glicose e 2 mM de
nitrato de sddio, juntamente com o efeito das cores de luz (Figura 31), apresentou resultados
positivos para a producdo de FC, e assim como foi verificado no ensaio com Nostoc sp.
(Figura 29) , a maxima concentragdo de FC foi obtida para a luz vermelha (161,06 mg.g™?),
1,67 maior para o cultivo na mesma condicao de luz sem suplementacdo (Figura 30), seguida
pelas luzes branca (143,51 mg.g™) e verde (146,11 mg.g™).

As duas cepas estudadas foram capazes de adaptarem seu fotossistema para a
producdo de FC quando aplicadas a diferentes qualidades de luz em seus cultivos, provando
que a FC é diretamente relacionada e influenciada pela composicdo da luz fornecida a cultura.

Neste trabalho, as maiores concentracdes de FC foram obtidas para o meio basal, para
0s testes sob as luzes vermelho e amarelo para Nostoc sp, e vermelho, verde e branco, para
Anabaena variabilis. Ao suplementar o meio com fonte de carbono e nitrogénio, para ambas
as cepas, a luz vermelha foi a Gnica que produziu teores do pigmento maiores em relacao a luz
branca. De acordo com PAGELS et al. (2019), é esperado que a cor vermelha favoreca a
sintese da FC, pois corresponde ao comprimento de onda de maior absorcao da luz.

Observa-se que, de fato, a qualidade da luz influencia a adaptacédo das cianobactérias a
producdo de FC e que este efeito pode encontrar diferencas entre as especies, uma vez que
teores de FC abaixo daqueles encontrados no ensaio sob a luz branca foram obtidos para a luz
verde e azul, para Nostoc sp. e azul e amarelo, para A. variabilis, independente da composicédo
do meio testada.

Ou seja, mesmo que seja esperado que a sintese da FBP aumente sob a incidéncia de
luz, cujo comprimento de onda seja aquele que apresentar maior absor¢do, diferencas foram
observadas neste estudo, assim como em trabalhos encontrados na literatura. Portanto, a
adaptacdo para diferentes qualidades de luz ndo é horizontal e varia de acordo com a espécie.

LEE et al. (2017) observaram que, uma maior concentracdo de FC é produzida sob
luz vermelha no cultivo da cepa de Nostoc sp. NK. Isso pode ser facilmente explicado pela

necessidade de as cianobactérias absorverem uma faixa especifica de luz, de modo a garantir a
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eficiéncia fotossintética. O mesmo efeito foi observado no cultivo de duas cepas de
Pseudanabaena por KHAN et al. (2019). OJIT et al. (2015), ao investigarem a producéo de
ficobiliproteinas por Anabaena circinalis, encontraram uma maior concentracdo de FC para a
luz branca.

KAUSHAL et al. (2017), determinaram uma maior producdo de FC para a cepa de
Nodularia sphaerocarpa PUPCCC 420.1 para a luz verde, e ainda, ha relatos que, sob luz
azul, algumas espécies de Anabaena aumentaram sua producdo total de FC (KHATTAR et
al., 2015; TASNEEM FATMA, 2009). Esse efeito inesperado na producgdo de FC pode ser
associado aos fotorreceptores nas faixas de azul e violeta, unidades semelhantes ao

criptocromo, que podem ativar a via biosintética de algumas FBP (KUMAR et al., 2018).

4.4 Avaliacdo do efeito da adicdo de NaCl ao sistema SAB do tipo PEG-Sal para
recuperacao das FBPs

O efeito de “salting-out” foi avaliado de forma isolada nesta etapa para o SAB do tipo
PEG-sal, ao se variar a concentracdo de NaCl adicionado ao sistema, PEG 1500/fosfato de
potassio. A presenca de 0% (m/m), 6% (m/m), 8% (m/m) e 10% (m/m) de NaCl foi
investigada na recuperacdo de FC dos extratos obtidos das cepas de Nostoc sp. e Anabaena

variabilis, e os resultados sdo apresentados nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Efeito da concentracdo de NaCl no sistema SAB (PEG 1500 — fosfato de
potéassio) para recuperacao de FC do extrato de Nostoc sp.

NaCl (%) K-FCl P-FC? R FC (%)° vrt pH
0 6,26 1,04 +0,05 76,49+0,17 0,52
6 9,46 1,13 +0,02 84,50 % 0,6 0,58
7,17 £ 0,04
8 6,24 0,963 + 0,09 78,02 + 0,4 0,57
10 2,52 0,913 + 0,04 56,9 + 0,62 0,49

! coeficiente de particéo, 2 pureza,  recuperacao, * razdo de volume (topo/fundo).
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Tabela 5 - Efeito da concentracdo de NaCl no sistema SAB (PEG 1500 — fosfato de potéssio)

para recuperacdo de FC do extrato de Anabaena variabilis.

NaCl (%) K-FC! P-FC? R FC(%)? vrt pH
0 5,27 1,16 + 0,04 73,32 + 0,87 0,52
6 8,44 1,27 +£0,01 81,80 + 0,89 0,53
7,17 + 0,04
8 9,80 1,23 +0,09 83,35 + 0,64 0,51
10 8,25 1,19 +0,01 78,59 + 0,03 0,44

! coeficiente de particdo, 2 pureza, ° recuperagao, 4 razdo de volume (topo/fundo).

A partir da Tabela 4, referente a recuperacéo de FC do extrato bruto de Nostoc sp., foi
possivel notar o efeito positivo na particdo da FC quando 6% de NaCl (1 M) como um sal
secundario foi adicionado ao sistema. Para esse ponto, foram obtidos para a FC uma pureza
(P) de 1,13, recuperacdo (R) de 84,5% e coeficiente de particdo (K) 9,46, 0 que representam
aumentos de cerca de 9%, 10% e 50%, respectivamente para o sistema sem a adi¢cdo do NaCl.
Entretanto, efeito contrério foi observado para a adicdo de 8 e 10% de NaCl, de modo que
com o0 aumento da concentracdo do sal a particdo da proteina foi desfavorecida, com queda
nos valores de todos os parametros analisados, mostrando que existe um limite e seu ponto
6timo é 6% (1 M).

Ao se adicionar NaCl ao sistema aquoso bifasico para a recuperacdo de FC da cepa de
Anabena variabilis (Tabela 5), foi observado aumento em todos 0s parametros para as
concentracdes de 6 e 8%, sem diferencas significativas entre eles, exceto para o coeficiente de
particdo que aumentou de 8,44 para 9,80, com a adicdo de 8% de NaCl. Ao se comparar este
ponto com o sistema sem adi¢do de NaCl, foi possivel notar aumento na recuperacdo (R) de
73,82% para 83,35% no coeficiente de particdo (K) de 5,27 para 9,80 e na pureza (P) de 1,16
para 1,23. Entretanto, com o0 aumento da concentracdo de NaCl (10%), o comportamento para
a particdo da FC foi negativo, com queda nos valores de todos os parametros analisados.

Segundo GOJA et al. (2013), ha uma condicao étima de concentracdo de sais neutros
(neste caso o NaCl) que favorece a parti¢do, visto que acima desta concentracdo pode ocorrer
desnaturacdo das proteinas que se deseja recuperar.

Este resultado corrobora com a descricdo sobre a influéncia da adicdo de sais neutros,
como o NaCl, ao sistema bifasico aquoso, que favorece a particdo por gerar uma diferenca de
potencial elétrico entre as duas fases, o que promove o aumento da diferenca de
hidrofobicidade (BARBOSA et al., 2011; GOJA et al., 2013; MONTALVO-HERNANDEZ;
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RITO-PALOMARES; BENAVIDES, 2012). E o efeito ‘“salting-out” esta diretamente
relacionado com a dependéncia da hidrofobicidade para a particdo da proteina no SAB.
Portanto, o efeito “salting-out” promove a migracdo da proteina da fase rica em sal (fase
fundo) para a fase rica em polimero (fase topo) (Figura 32) (ASENJO; ANDREWS, 2011;
IQBAL et al., 2016; SCHIMIDT; VENTOM; ASENJO, 1994).

Além disso, ocorre um aumento na forga ibnica e, consequentemente, um aumento da
migracdo de compostos de baixo peso molecular para a fase polimérica, principalmente, se o
tamanho do PEG for inferior a 4000, como € o caso deste trabalho.

Figura 32 - Particdo da FC para a fase topo rica em PEG.

Fonte: O autor.

Algumas publicacbes mostraram claramente que proteinas hidrofobicas podem ser
separadas de seus contaminantes de uma forma eficiente em SABs do tipo PEG-sal com a
adicdo do NaCl em concentrac@es acima de 1 M. ASENJO; ANDREWS (2011), em estudos
com SABs do tipo PEG/sal, encontraram um efeito positivo para a particdo de proteinas ao
adicionarem 8,8% de NaCl ao sistema, e observaram que a fase rica em PEG tornou-se mais
negativa com a adicdo deste sal neutro e como consequéncia, atraiu as proteinas carregadas
positivamente.

A particao de proteinas modificadas derivadas de B-lactoglobulina e BSA foi avaliada
por FRANCO; ANDREWS; ASENJO (1996b), que utilizaram PEG-1500/fosfato de potassio,
e a melhor condicdo de particdo foi obtida na presenca de 6% de NaCl no SAB.CASCONE;
ANDREWS; ASENJO (1991), verificaram ao adicionarem NaCl ao sistema PEG/sal um

aumento no coeficiente de particdo para a proteina taumatina aumentando sua afinidade com a
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fase rica em PEG. O mesmo resultado foi reportado por SCHIMIDT; VENTOM; ASENJO,
(1994), sendo este efeito de forma mais expressiva, ao utilizarem uma proteina ainda mais

hidrofobica, a a-amilase.

45 Avaliacdo do processo de recuperacdo por SAB do tipo Copolimero-Sal para

recuperacao das FBPs

Os sistemas aquosos bifasicos avaliados neste estudo para a recuperacdo de FC das
cianobactérias Nostoc sp. e Anabaena variabilis utilizaram os copolimeros tribloco L62, L64
e F68, e os sais fosfato de potassio e citrato de s6dio. De modo a definir as proporcées a
serem avaliadas, primeiramente, determinaram-se as curvas binodais para cada um destes
sistemas, dispostos no Apéndice A (Figuras A.6 e A.7).

A partir dos diagramas de fase obtidos, verifica-se que a formagdo dos sistemas
bifasicos para os trés copolimeros é facilitada para o sal fosfato de potassio, visto que uma
menor quantidade do sal e dos copolimeros € necessaria para a formacdo do sistema de duas
fases, em relacéo ao sal citrato de sodio.

Com base nos diagramas de fases, duas composi¢oes globais do SAB para os trés
copolimeros (L62, L64 e F68) e os dois sais (fosfato de potassio e citrato de sddio), foram
usadas para avaliar o potencial de recuperacdo da FC pelo sistema composto por copolimeros
em bloco) (Tabela 3, item 3.2.5.3.2).

A primeira composicédo global (12 proporcéo) do SAB foi de 25% copolimero/8% sal e
os resultados encontrados para este teste com 0s extratos obtidos das cepas de Anabaena

variabilis e Nostoc sp. sdo apresentados nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.

Tabela 6- Resultados obtidos para a 1* Propor¢do de SAB no extrato obtido da cepa de
Anabaena variabilis (25% copolimero e 8% sal).

Copolimero Sall K-FC! P-FC? R FC(%)® vrt pH
Fosfatode 5,1 082 1002 6386 274 7.17+004
Potassio
F68
Citrato de Sédio 0,15 0,79 +001 6965 2,87 831+0,04
L64 Fosfato de 011 102 +001 8430 166 7,17 +0,04

Potéssio
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Citrato de Sodio 0,22 0,95 * 0,04 72,95 1,69 8,31+0,04

Fosfato de

o, 0,34 1,02+ 0,08 69,75 1,27 7,17 £ 0,04

L62
Citrato de Sodio 0,43 0,91 + 0,001 62,27 1,4 8,31+0,04

! coeficiente de particéo, 2 pureza, ° recuperagao, 4 razdo de volume (topo/fundo).
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Tabela 7 - Resultados obtidos para a 12 Propor¢do de SAB no extrato obtido da cepa
de Nostoc sp. (25% copolimero e 8% sal).

Copolimero Sal K-FC! P-FC? R FC(%)* Vvr pH
Fosfatode 51 087 1002 6261 280 717004
Potassio
F68
Citrato de Sodio 015 079 0,01 69,08 2,87 831+004
Fosfatode 49 116 +005 8676 161 717004
Potassio
L64
Citrato 022 073 007 7311 168 831004
de Sédio ] ] — ] ] ] ] — ]
Fosfato de 021 092 + 004 7801 130 7,17 +0,04
L62 Potassio

Citrato de Sodio 0,2 0,90 + 0,04 77,25 150 8,31+0,04

! coeficiente de particdo, 2 pureza, ° recuperacao, 4 razio de volume (topo/fundo).

De acordo com as Tabelas 6 e 7, os coeficientes de particdo calculados para todos 0s
ensaios foram menores do que 1 indicando, para esta proporcdo de SAB, a particdo

preferencial da FC pela fase fundo, ou seja, a fase rica em sal (Figura 33).

Figura 33 - Particdo da FC para fase fundo rica em sal, para proporcdo 25%
copolimero/8% sal.

Fonte: O autor.
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Pelo fato da proteina, neste caso, particionar preferencialmente para a fase fundo rica
em sal, Equacédo 9, utilizada para particdo preferencial para a fase topo rica em copolimero,
foi modificada e resultou na Equacdo 10 utilizada aqui para o célculo da recuperacéo
(BASKARAN et al., 2018).

o) = 200
R(/0)_1+(Kp.\/r) (10)

A partir dos resultados apresentados nas Tabelas 6 e 7, foi possivel observar em todos
0s ensaios o efeito superior do sal fosfato de postassio sobre o citrato de sddio para a particdo
da FC, apresentando valores superiores para pureza (P) e recuperacdo (R), em ambos o0s
extratos avaliados.

Com relacédo a variacdo do copolimero empregado, nota-se que para a particdo da FC
do extrato obtido da cepa de Anabaena variabilis (Tabela 6) o0 SAB formado pelo copolimero
L64+fosfato de potéssio foi aquele que apresentou melhor resultado para recuperacéo (R),
equivalente a 83,40%, e menor coeficiente de particdo (0,11). Em relacdo a pureza (P), foram
encontrados 0os mesmos valores para 0 SAB formado pelo copolimero L62+fosfato de
potassio, equivalente a 1,02. Nesta 12 propor¢do, os menores valores para particdo (P) e
recuperacdo (R), foram determinados para o sistema formado pelo copolimero F68, o que
apresenta maior peso molecular dentre os trés copolimeros, com 80% de sua composicao
sendo de PEO (poli (6xido de etileno)). L64 é o intermediario em peso (40% da molécula
composta por PEO), seguido pelo L62, 0 mais leve, com uma porcentagem de 20% de PEO
em sua molécula.

Efeito semelhante foi observado na particdo da FC para o extrato obtido da cepa de
Nostoc sp. (Tabela 7), sendo que o copolimero L64+fosfato de potassio apresentou melhores
resultados para pureza (P) e recuperacdo (R), equivalente a 1,16 e 86,76%, respectivamente, e
um menor coeficiente de particdo (0,09), seguido pelos sistemas L62+fosfato de potassio com
pureza (P) de 0,92 e recuperacdo (R) de 78% e F68+fosfato de potassio, com pureza (P) de
0,87 e recuperacado (R) de 62%.

Com relacdo a este sistema, em que a FC foi recuperada na fase fundo (sal), vale
destacar que, mesmo assim é possivel estabelecer um processo de etapas de purificacdo

seguintes. WANG et al. (2016) propde a recuperacdo do polissacarideo lycium barbarum
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(PLB) da fase fundo por dialise, e subsequente recuperacdo do copolimero da fase topo por
termosseparagao.

Apbs anélise dos resultados obtidos para a primeira propor¢do de SAB (25%
copolimero/8% sal), de modo a obter um sistema que permita a particdo da FC para a fase
topo e, neste caso, a recuperacgdo tanto do copolimero e do pigmento se faz por simples etapas
de centrifugacdo e termosseparacdo, dispensando a dialise, foi estabelecida uma segunda
proporc¢do para todos os sistemas, sendo 15% copolimero/ 15% sal. Para esta 22 proporgéao, 0s
testes foram realizados apenas com sal fosfato de potassio e os resultados de recuperacao por
SAB a partir dos extratos obtidos das cepas de Anabaena variabilis e Nostoc sp. estdo

expostos nas Tabelas 8 e 9, respectivamente.

Tabela 8 - Resultados obtidos para a 2% Proporcao de SAB no extrato obtido da cepa
de Anabaena variabilis (15% copolimero e 15% sal).

Copolimero K-FC! P-FC? R FC (%)® vrt pH
F68 8,80 + 0,18 0,96 + 0,01 86,83 £ 0,25 0,75 7,17 £ 0,04
L64 6,72+ 0,3 0,88 £ 0,02 80,75+ 0,7 0,63 7,17 £ 0,04
L62 6,04 £ 0,2 0,87 +£0,01 78,35 + 0,55 0,60 7,17 £ 0,04

! coeficiente de particdo, 2 pureza, ° recuperagao, 4 razéo de volume (topo/fundo).

Tabela 9 - Resultados obtidos para a 22 Proporcao de SAB no extrato obtido da cepa de
Nostoc sp. (15% copolimero e 15% sal).

Copolimero K-FC! P-FC? RFC (%) vr pH
F68 8,52 £ 0,33 0,94 £0,01 86,46 +0,4 0,75 7,17 £ 0,04
L64 7,62 +£0,18 0,85 +0,02 82,85+0,5 0,63 7,17 £ 0,04
L62 6,39 £ 0,16 0,87 £ 0,01 78,61+04 0,58 7,17 £ 0,04

1 coeficiente de particao, 2 pureza,  recuperacao, * razdo de volume (topo/fundo).

De acordo com as Tabelas 8 e 9, os coeficientes de particdo encontrados para todos 0s
ensaios foram maiores do que 1, diferente daqueles encontrados para a 12 proporcéo de SAB,
indicando a particdo preferencial da FC pela fase topo, ou seja, a fase rica em copolimero
(Figura 34).
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Figura 34 - Particdo da FC para fase topo rica em copolimero, para proporcao 15%
copolimero/15% sal.
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Fonte: O autor.

Para a particdo da FC no extrato de Anabaena variabilis na 2* proporcdo testada
(Tabela 8), o efeito do copolimero foi melhor quanto maior a proporcdo de PEO na molécula,
ou seja, 0 F68 apresentou melhores resultados para coeficiente de particdo (K), pureza (P) e
recuperacio (R), equivalentes a 8,80, 0,96 e 86,83%, respectivamente. E possivel notar ainda
que, quanto maior foi o valor da razdo de volume do sistema (Vr) melhores foram os
resultados de particdo, tendéncia diferente daquela da 12 proporcao.

Resultados semelhantes foram encontrados para a parti¢cdo da FC no extrato de Nostoc
sp. (Tabela 9), sendo que o SAB formado pelo copolimero F68 apresentou melhores
resultados para coeficiente de particdo (K), pureza (P) e recuperacdo (R), equivalentes a 8,52,
0,94 e 86,46%, respectivamente. O efeito da proporcdo de PEO (80% > 40% > 20%) na
molécula também foi observado, a medida que esta foi diminuindo, as respostas de
recuperacdo (pureza (P), recuperacdo (R), e coeficiente de particdo (K)), diminuiram assim
como a razdo de volume (Vr).

Pela analise dos resultados encontrados no estudo do sistema aquoso bifasico formado
por copolimero/sal, fica evidente que os principais efeitos na particdo da FC sdo o “volume
livre” e o efeito da hidrofobicidade. Em termos gerais, o efeito de “volume livre” esta
relacionado com o tamanho da molécula a ser particionada no sistema, uma vez que ela
apresente um tamanho definido (peso molecular e didametro hidrodindmico), assim como sua
geometria (conformacdo tridimensional), ela esta sujeita aos efeitos estéricos impostos pelos

constituintes do sistema. Esses efeitos estéricos estdo normalmente relacionados ao volume



CAPITULO 4 — Resultados e Discusséo | 86

livre de agua disponivel para o soluto a ser fracionado para uma fase em especifico (ASENJO;
ANDREWS, 2011; RABELO; TAMBOURGI; PESSOA, 2004). Esse comportamento foi
observado para a 1% proporcdo testada (25% copolimero/8% sal), sendo que a alta
concentragdo do copolimero promoveu uma diminui¢do do volume livre na fase topo, e ainda
que existisse uma afinidade entre a FC e o copolimero pelo efeito da hidrofobicidade, este ndo
foi suficiente para promover a particdo em direcdo a esta fase, e a particula particionou para a
fase fundo, por apresentar um maior volume livre.

Para a 2% proporcao testada (15% copolimero/ 15% sal), foi observado o efeito
contrério, com a hidrofobicidade exercendo seu maior efeito, uma vez que esta propor¢édo
possibilitou um volume livre suficiente para que a FC fosse atraida para a fase topo, sob o
principal efeito de hidrofobicidade. Esse efeito ja foi discutido anteriormente neste trabalho, e
assim como no sistema PEG-sal, o sistema copolimero-sal apresenta a fase topo rica em
copolimero, menos hidrofilica do que a fase fundo rica em sal, assim, a FC, por apresentar
caracteristicas hidrofobicas é atraida pela fase rica em copolimero (fase topo).

HARAGUCHI et al. (2004), estudaram o efeito dos mesmos copolimeros utilizados
neste trabalho, e apresentaram diagramas de fases para os sistemas formados por
copolimero/fosfato de potassio para a particdo da insulina. Nesse trabalho, os autores relatam
o efeito direto da hidrofobicidade (ao variar o peso molecular do copolimero), da temperatura
e do pH para a particdo da proteina, e encontraram o sistema composto pelo copolimero F68
(mais hidrofébico) como aquele que apresentou melhor resultado para a particdo da insulina.
Segundo eles, ainda que a hidrofobicidade exerca grande influéncia sobre a particdo da
proteina, ela ndo pode ser tomada como Uunico fator responsavel, assim estudos mais
aprofundados sobre o efeito da natureza e comportamento dos constituintes estruturais do
copolimero na fase topo devem ser aprofundados.

DE OLIVEIRA; DE ABREU FILHO; PESSOA FILHO (2007), determinaram
diagramas de fase a 4 °C e 25 °C para os copolimeros F38 e F68, ao estudarem a particdo de
diferentes proteinas bovinas por SAB formados pelos copolimeros F38 ou F68 e carbamato de
amonio. Observaram que a particdo da proteina é diretamente dependente de aspectos que
estdo relacionados com as caracteristicas especificas de cada proteina e do sistema utilizado.
Por exemplo, as proteinas BSA e B-lactoglobulina particionaram preferencialmente para a
fase fundo rica em sal, enquanto a lisozima e a o- lactaloumina concentraram-se na fase topo
rica em copolimero. Observaram para a proteina y-albumina particdo preferencial para a fase

fundo rica em sal em sistemas contendo F38, e para a fase topo rica em copolimero em
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sistemas contendo F68. Concluiram que em geral, sistemas formados por F38 e carbamato de

amonio podem ser uma boa alternativa em processos “dowstream” para proteinas.

4.6 Avaliacdo do processo de recuperacao do copolimero por Termosseparacao

A recuperacdo do copolimero foi avaliada nesta etapa, para solugdes com
concentracdo de 10% (m/m) do copolimero. Para determinar a temperatura a ser usada na
termosseparacdo, foi necessaria a determinacdo das temperaturas de “cloud point”, cujos
valores e as porcentagens de recuperacGes para os trés copolimeros, sdo apresentados na
Tabela 10.

Tabela 10 — Temperaturas de “cloud point” e recuperacdo para os copolimeros F68,

L64 e L62.
Copolimero % de PEO ""Cloud point™ (°C) % de copolimero recuperado
F68 80 Sem separacao Sem separacéo
L64 40 67 96,54 + 4,40
L62 20 52 94,50 + 2,26

Em relagdo as temperaturas de “cloud point”, a partir da Tabela 10, nota-se que quanto
maior a porcentagem de PEO na molécula, maior € a temperatura necessaria para a
termosseparagao.

Para a etapa de termosseparacdo, as temperaturas utilizadas foram 20 °C acima da
temperatura de “cloud point”, equivalentes a 87 °C para a solucdo de L64 e 72 °C para a
solucdo de L62. Devido a limitagdo da temperatura maxima do banho termostéatico (80 °C), a
termosseparacdo para o L64 foi realizada em béquer aquecido em Bico de Bunsen.

Foi possivel a obtencdo dos “cloud points” para os copolimeros L64 e L62, utilizando
0 banho termostatico, uma vez que este suporta temperatura méaxima de 80 °C.
Comportamento diferente foi verificado para o copolimero F68, o qual devido a limitacdo do
banho termostatico, ndo foi possivel realizar a termosseparacdo e nem a determinacdo do
“cloud point”, uma vez que essa temperatura ¢ acima de 80 °C.

A respeito da recuperacdo, para os copolimeros L62 e L64 foram obtidos valores
similares de 94,50% + 2,26 e 96,54% = 4,40, respectivamente.

PATEL et al. (2004), estudaram a cinética de desnaturacdo da ficocianina isolada de
Spirulina platensis em diferentes faixas de pH, e observaram que a proteina perde sua

estabilidade a partir de 65 °C para pH 7. Portanto a termossepara¢do nas temperaturas de
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“cloud point” encontradas neste trabalho sdo desfavoraveis para a estabilidade da ficocianina,
e assim a necessidade pela busca de estratégias para diminuicdo dessa temperatura. Uma
dessas estratégias é a adicdo de Na.SOs ao sistema (JOHANSSON; KARLSTROM;
TJERNELD, 1997). PERSSON et al. (2000), no estudo de polimeros termossensiveis para a
formacdo de SAB, observaram que ao adicionarem 330 mM de Na>SOs as solucgdes de 2 % de
copolimero houve uma diminuigdo das temperaturas de “cloud point” de 65 °C para 21 °C, a
qual representa uma temperatura aceitavel para a estabilidade da maioria das biomoléculas.
Em seus estudos encontraram uma grande dependéncia da concentracdo do copolimero com a
temperatura de “cloud point”, que aumenta a medida que se usa concentracdes mais elevadas.
JOHANSSON; KARLSTROEM; TJERNELD (1993), entretanto notaram que, para alguns
copolimeros randdmicos, a dependéncia da concentracdo de copolimero ndo é tdo
significativa no intervalo de 2 a 30 % (m/m), o que indica que esta dependéncia esta

relacionada também ao tipo de copolimero.
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5 CONCLUSOES E ETAPAS FUTURAS

5.1 Conclusdes

A partir dos resultados obtidos conclui-se que:
» Cultivo (Suplementacéo ao meio de cultivo basal):

o As condicdes de suplementacdo necessarias para se alcancar uma maior concentracdo
celular e producdo de FBP, sdo especificas para cada cepa de cianobactéria.
o A variacdo da razdo de in6culo de 10 para 20 % ndo apresentou diferenca significativa
para 0 acumulo de biomassa e producéao de FC.
o A condicdo de suplementacdo combinada de 2 g.L ! de glicose e 5 mM de nitrato de
sodio ao meio de cultivo basal BG11o, foi aquela que apresentou melhor resultado para o
cultivo da cepa de Nostoc sp, atingindo uma concentragdo celular de 0,44 g.L™ para 10% (v/v)
de indculo e 0,53 g.L* para 20% (v/v) de indculo, e uma concentracdo de FC especifica de
123, 17 mg.g* para 10% (v/v) de indculo e 133,03 mg.g™ para 20% (v/v) de in6culo, em 14
dias de cultivo.

» Cultivo (Luz):
o Para a cepa de Nostoc sp. tanto para 0 meio basal como para 0 meio com
suplementacdo, o crescimento celular foi favorecido sob as condi¢bes de luz branca. Para a
producdo de FC, no ensaio sem suplementacdo, as luzes vermelha e amarela apresentaram
melhor resultado (86,02 mg.g?), e para o ensaio com suplementagdo, a luz vermelha
apresentou melhor resultado (141,97 mg.g?) para producéo de FC.
o A condicdo de luz branca apresentou melhor resposta também no crescimento celular
apos 14 dias de cultivo para a cepa de Anabaena variabilis, tanto para 0 meio BG11, quanto
para a condicdo de suplementagdo, equivalente a 0,24 g.L* e 0,43 g.L™, respectivamente. Em
relacdo a producédo de FC, no ensaio sem suplementacdo, as melhores respostas foram para as
luzes vermelha, branca e verde (96,52 mg.g?, 95,42 mg.g™ e 91,80 mg.g?, respectivamente).
Para 0 ensaio com suplementac&o, a luz vermelha apresentou melhor resultado (161,06mg.g™?)
para producéo de FC.

> SAB (Efeito da adicdo de NaCl ao sistema SAB do tipo PEG-Sal):

o Para a particdo da FC do extrato de Nostoc sp., 0 melhor resultado obtido foi na
concentragédo de 6% de NaCl (1 M), atingindo pureza (P) de 1,13, recuperacéo (R) de 84,5% e
coeficiente de particao (K) 9,46.
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o Para a particdo da FC do extrato de Anabaena variabilis, o melhor resultado foi obtido
para a adicdo do NaCl nas concentracfes de 6 e 8%, sem diferencas significativas,
equivalentes a pureza (P) de 1,16, recuperacao (R) de 83,35% e coeficiente de particdo (K) de
9,80.

» SAB (Sistema Copolimero-sal):

o Para a particdo da FC do extrato de Nostoc sp., nas condi¢des do primeiro ensaio (25%
copolimero / 8% sal), houve particdo da FC para a fase fundo. O melhor SAB foi aquele
formado pelo copolimero L64 + fosfato de potassio, ao apresentar uma recuperacdo (R), de
83,40%, e menor coeficiente de particdo de 0,11. Nas condi¢Ges do segundo ensaio (15%
copolimero / 15% sal, com a particdo da FC para a fase topo, 0 melhor SAB foi aquele
formado pelo copolimero F68 + fosfato de potéssio, apresentando pureza (P) de 0,94,
recuperacdo (R) de 86,46%.

o Para a particdo da FC do extrato de Anabaena variabilis, nas condi¢es do primeiro
ensaio, houve particdo da FC para a fase fundo, o melhor SAB foi também aquele formado
pelo copolimero L64 + fosfato de potassio, ao apresentar uma recuperacédo (R), equivalente a
86,76%, pureza (P) de 1,16 coeficiente de particdo equivalente a 0,09. Nas condicbes do
segundo ensaio, com a particdo da FC para a fase topo, o melhor SAB foi aquele formado
pelo copolimero F68 + fosfato de potéssio, apresentando pureza (P) de 0,96 e recuperacéo (R)
de 86,83%.

» Recuperacdo do Copolimero (Termosseparacao):

o Foi possivel apenas a recuperacdo dos copolimeros L62 e L64 por termosseparacéo,
equivalentes a 94,50% * 2,26 e 96,54% =+ 4,40, respectivamente. Ndo foi possivel a
recuperacdo do copolimero F68 por termosseparacédo, pela limitacdo de temperatura maxima

do ensaio experimental.

5.2 Sugestdes para trabalhos futuros

» Cultivo:
o Avaliar o efeito do fotoperiodo.
o Investigar outras fontes de carbono, incluindo aqueles provenientes de sub-produtos

ou residuos agroindustriais.
o Realizar ensaios avaliando a cinética por varios dias, acompanhando consumo de

glicose, nitrato, crescimento celular, pH e producéo de FC.
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> Recuperacdo de Ficocianina

o Analisar o efeito da concentracdo de células na etapa de extragao.

o Avaliar o efeito do NaCl ao sistema SAB com copolimero e sal.

o Para o sistema PEG-sal como etapa subsequente testar o método de ultrafiltracéo.

o Extracfes multiplas para o sistema PEG-sal.

o Na etapa de recuperacdo do copolimero, testar a adicdo Na>SOs4, com 0 objetivo de

alcancar menores temperaturas de “cloud point” e testar a termosseparacdo para todos o0s

copolimeros.

o Avaliar o nimero maxima de reutilizacdo dos copolimeros.
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Figura A.1 — Curva de calibracdo para concentracdo do copolimero L62 em massa.

concetragdo (%massa)

25

20

15

10

0

1,33

1,34

APENDICE A

1,34 1,35 1,35

indice de Refrac3o

.-
y=713,81x-952,44
R?=0,9919
1,36 1,36 1,37

Figura A.2— Curva de calibracdo para concentracdo do copolimero L64 em massa.
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Figura A.3— Curva de calibracdo para concentra¢do do copolimero F68 em massa.

25

]
o
®

°
a
g .-
R 15 ~®
2
‘g y =702,92x-937,48
£ 10 » R?=0,9981
£ .
(=)
f ol
)
© 5 Y
0 .
1,33 1,34 1,34 1,35 1,35 1,36 1,36 1,37

indice de Refrac3o

Figura A.4 — Curva de calibracdo para crescimento celular Nostoc sp.
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Figura A.5 — Curva de calibracdo para crescimento celular Anabaena variabilis.
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Figura A.6 — Diagramas de fase copolimero/sal a 15 °C para o copolimero L62. fosfato de

potassio (M) e citrato de sédio (®).
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Figura A.7 — Diagramas de fase copolimero/sal a 15 °C para o copolimero L64. fosfato de

potassio (M) e citrato de sédio (®).
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Figura A.8 — Diagramas de fase copolimero/sal a 15 °C para o copolimero F68. fosfato de

potassio (M) e citrato de sédio (®).
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