UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA %

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA = =
) TS

CURSO DE BIOTECNOLOGIA

AVALIACAO DO EFEITO DE NaCl NA PARTICAO DE FICOCIANINA NO
SISTEMA BIFASICO AQUOSO PEG 1500 - CITRATO DE SODIO

Lurian Martins Moraes

Monografia apresentada a Coordenagdo do
Curso de Biotecnologia, da Universidade
Federal de Uberlandia, para obten¢do do grau
de Bacharel em Biotecnologia.

Uberlandia - MG

Fevereiro — 2023



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

) INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA TN
CURSO DE BIOTECNOLOGIA ‘

AVALIACAO DO EFEITO DE NaCl NA PARTICAO DE FICOCIANINA NO
SISTEMA BIFASICO AQUOSO PEG 1500 - CITRATO DE SODIO

Lurian Martins Moraes

Juliana de Souza Ferreira

Erika Otha Watanabe

Monografia apresentada a Coordenagdo do
Curso de Biotecnologia, da Universidade
Federal de Uberlandia, para obten¢do do grau
de Bacharel em Biotecnologia.

Uberlandia - MG

Fevereiro — 2023



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA %

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA = =
) TS

CURSO DE BIOTECNOLOGIA

AVALIACAO DO EFEITO DE NaCl NA PARTICAO DE FICOCIANINA NO
SISTEMA BIFASICO AQUOSO PEG 1500 - CITRATO DE SODIO

Lurian Martins Moraes

Juliana de Souza Ferreira

Faculdade de Engenharia Quimica — FEQ

Erika Otha Watanabe
Faculdade de Engenharia Quimica — FEQ

Homologado pela coordenacdo do Curso de
Biotecnologiaem / /

Nilson Nicolau Junior

Uberlandia - MG

Fevereiro — 2023



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA %

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA = =
) TS

CURSO DE BIOTECNOLOGIA

AVALIACAO DO EFEITO DE NaCl NA PARTICAO DE FICOCIANINA NO
SISTEMA BIFASICO AQUOSO PEG 1500 - CITRATO DE SODIO

Lurian Martins Mores

Aprovado pela Banca Examinadora em: / / Nota:

Uberlandia, de de



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela Sua graca, por ter me dado for¢a e animo para ndo desistir e continuar lutando

pelo meu sonho.

Aos meus pais, Jos¢ Luiz e Mara Lucia, e ao meu namorado, Guilherme, pela paciéncia,

carinho, motivagao e apoio, que me fizeram nao desanimar nos dias dificeis.

A Prof. (a) Dra. Juliana, por ter dividido muito dos seus conhecimentos comigo e por ter me

proporcionado poder trabalhar e aprender com vocé.

Aos meus amigos de classe que conviveram comigo durante a graduacdo e me ajudaram em

todos os momentos.

A todos os professores que tive ao longo do curso e que compartilharam seu conhecimento e

sabedoria, colaborando para meu crescimento pessoal e profissional.

A Universidade Federal de Uberlandia, pelos recursos e apoio que permitiram que esta obra

fosse realizada.



“Nao fui eu que ordenei a vocé? Seja forte e corajoso! Nao se
apavore nem desanime, pois o Senhor, o seu Deus, estara com
vocé por onde vocé andar”.

Josué 1:9


https://www.bibliaon.com/versiculo/josue_1_9/

RESUMO

Ficobiliproteinas sdo um conjunto de proteinas pigmentadas, hidrossoluveis e fluorescentes. A
ficocianina ¢ uma proteina de colorag@o azul intensa e ¢ a maior constituinte dos ficobilissomas,
estando presente tanto nas cianobactérias e nas algas vermelhas. Para a extragdo de compostos
como as ficobiliproteinas, uma alternativa € o uso de sistemas bifasicos aquosos por nao causar
danos a biomoléculas. Entre os polimeros, o polietilenoglicol hidrofébico (PEG) é o mais
utilizado nos estudos de sistemas bifasicos aquosos na particdo de proteinas devido a sua
caracteristica de possuir carga neutra e ser inerte € a outra fase pode ser um outro polimero
como dextrana, ou um sal. Os sistemas formados por sais t€ém sido amplamente usados. Diante
do exposto, este trabalho teve como objetivo investigar a particdo de ficocianina, produzida
pela cianobactéria Nostoc sp, por meio de sistemas bifasicos aquosos do tipo PEG 1500-citrato
de s6dio, na proporc¢ao de 10%-15,9% (m/m) com a adi¢do de NaCl, variando a concentragao
deste sal de 0 a 8%. Os resultados obtidos mostraram que a melhor parti¢do de ficocianina foi
na propor¢ao de 6% de NaCl. Para este valor, foram obtidos para a FC um coeficiente de
particao (K) de 0,04, uma pureza (P) de 0,11 para a fase topo e 1,11 para a fase fundo ¢ uma
recuperagdo de 98,3%. Portanto, comprovou-se que a adicdo de um sal neutro como o NaCl

favorece a parti¢ao de proteinas.

Palavras-chaves: ficocianina, Nosfoc sp, cianobactérias, recuperacao de biomoléculas
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1. INTRODUCAO

As ficobiliproteinas sdo um conjunto de proteinas pigmentadas, hidrossoluveis e
fluorescentes, divididas em quatro grupos distintos: ficoeritrina, ficocianina, ficoeritrocianina
e aloficocianina. Essas proteinas tém apresentado grande potencial na area biotecnolégica,
podendo ser aplicadas em compostos antioxidantes, anti-inflamatorios, anticancerigenos, entre
outros. Além disso, hoje sdo consideradas produtos naturais de alto valor agregado devido a sua
aplicacdo em diferentes areas industriais como a farmacéutica, alimenticia ¢ de cosméticos

(PAGELS, et al, 2019).

O processo de extracao e purificacdo das ficobiliproteinas ¢ um dos passos mais
importantes para a identificacdo e quantificacdo dessas proteinas (SILVA, 2008). Logo, tém
sido analisado técnicas de biosseparagcdo mais eficientes e economicamente mais viaveis para
a produgdo em larga escala, que possam ter maior rendimento na recuperacao e que atinjam um

alto grau de pureza (SANTOS, et al, 2015).

O método de biosseparacdo por meio de sistema bifasico aquoso tem apresentado
caracteristicas atrativas, sendo este formado por polimeros soliveis em agua utilizando dois
polimeros ou mesmo um sal inorganico e um polimero (GRABER, et al, 2004; SILVA; et al.
2006; TEIXEIRA, 2020). Dentre as principais vantagens no uso dos sistemas bifasicos aquosos
estdo a alta capacidade e rendimento, baixa toxicidade dos produtos quimicos formadores de
fase e potencial de aumento de escala (ASENJO, J., ANDREWS, B., 2011; COTAS, A., et al
2021; SILVA, 2019; ZHAO et al. 2014).

O polietilenoglicol hidrofobico (PEG) ¢ um dos polimeros mais utilizado nos estudos
de SABs devido a sua caracteristica de possuir carga neutra e ser inerte (NEMATI-KANDE et
al., 2023; PEREIRA et al., 2012). O sistema PEG-SAL, apresenta vantagens que permitem sua
aplicacdo na separacao de proteinas de forma rapida e continua. Além disso, ele oferece um
menor tempo de processo, acarretando também em um menor custo (OLIVEIRA, 2006;

TEIXEIRA, 2020).

Diante do exposto, este projeto propde o estudo da recuperagdo de ficocianinas de
Nostoc sp. O grupo de pesquisa em que o trabalho serd desenvolvido tem estudado o sistema
bifasico aquoso para a purificacdo de ficobiliproteinas de cianobactérias, sendo elas a Nostoc

sp e a Anabaena variabilis (Cottas et al., 2021, Teixeira, 2020).



Das etapas realizadas at¢ o momento, observou-se que a unica ficobiliproteinas
quantificada foi a ficocianina e sistemas aquosos de polietilenoglicol (PEG) de diferentes
tamanhos moleculares (1500 e 4000) combinados com diferentes sais (citrato de sodio, sulfato
de amonio e fosfato de potassio) em diferentes propor¢des mostraram resultados promissores.
Deu-se inicio a avaliagdo do SAB com PEG 1500-citrato de s6dio com adigdo de NaCl em

quatro concentragdes distintas, a fim de avaliar o efeito do NaCl na parti¢ao de ficocianina.

Os resultados deste estudo contribuirdo para levantar subsidios técnico-cientificos para
permitir o desenvolvimento de um processo que combine potencial de recuperacdo sem danos

a compostos bioativos.
1.1 Objetivos

De forma a alcangar o objetivo de avaliar as melhores condi¢cdes para recuperar a
ficocianina por sistemas bifasicos aquosos compostos de PEG 1500 + citrato de sédio, tem-se

como objetivo especifico:

= Investigar o efeito do NaCl (sal neutro) ao sistema bifasico aquoso com PEG 1500 + citrato
de sodio para recuperacao de ficocianina, apds sua extragdo por ciclos de congelamento e

descongelamento.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Ficobiliproteinas

Ficobiliproteinas sdo um conjunto de proteinas pigmentadas, hidrossoluveis e
fluorescentes. Sdo macromoléculas acessorias coletoras de luz, associadas aos chamados
ficobilissomas que funcionam como componentes do aparelho fotossintético afim de otimizar
a captura de luz e transferéncia de energia; estando presentes em cianobactérias, criptoficeas e

algas vermelhas (RODRIGUES, 2017; TEIXEIRA, 2020).

De acordo com Rodrigues (2017, p. 28):

Em geral, a estrutura do ficobilissoma consiste em um nucleo (constituido por
aloficocianina) rodeado por ficocianina e ficoeritrina (quando presente) organizadas
na periferia da estrutura sob a forma de hastes. Sendo todas estas proteinas montadas

através de interagdes especificas com os polipeptideos ligantes.



Figura 1 — Estrutura do ficobilissoma.

‘ Ficoeritrina
. Ficocianina
° Aloficocianina

Fonte: Castro (2018).

Com base na cor e em propriedades espectrais, as ficobiliproteinas sdo geralmente
divididas em quatro categorias: ficocianina (FC; Amax = 610 ~ 625 nm), aloficocianina (AFC;
Amax = 650 ~ 660 nm), ficoeritrina (FE; Amax = 490 ~ 570 nm) e ficoeritrocianina (FEC; Amax
=570 ~ 590 nm) (NORENA-CARO; BENTON, 2018; DIGNINO-LEONE, et al, 2022).

A ficocianina ¢ uma proteina de coloracdo azul intensa e ¢ a maior constituinte dos
ficobilissomas, estando presente tanto nas cianobactérias e nas algas vermelha. Recentemente,
observou-se que a ficocianina possui algumas propriedades terapéuticas, como acdo
antioxidante e tem sido usada como anti-inflamatorio e hepatoprotetor (SANTIAGO-SANTOS;
et al, 2004). A aloficocianina possui uma cor turquesa brilhante e detém os pigmentos ponte
entre os ficobilissomas e as lamelas fotossintéticas. J& as ficoeritrinas apresentam coloragdo
rosa intensa e a maior diversidade de cromoéforos entre as ficobiliproteinas, sendo entdo
responsavel por facilitar a adaptagdo a mudancas ambientais, captando a luz do ambiente. Por
outro lado, a ficoeritrocianina, que possui coloragdo roxo-azulada, ¢ at¢é o momento, a Unica
que esta presente exclusivamente em cianobactérias, sendo relacionada a intensidade e tipo de

luz durante o crescimento (DIGNINO-LEONE, et al, 2022).

A aplicagdo das ficobiliproteinas tem se expandido nas dreas de cosméticos,
medicamentos, alimentos, biotecnologia, entre outros. Na industria alimenticia, a aplicagao
delas sdo como corantes naturais tem sido uma opg¢ao para substituir parcial ou completamente
os corantes artificiais, reduzindo assim o risco de toxicidade dos alimentos. Ja na area
biotecnoldgica, estudos recentes mostraram a bioatividade das ficobiliproteinas como
microrganismos antinflamatorios, antioxidantes, anticancerigenos etc.; possuindo também

inimeras aplicagdes em imunoensaios, histoquimica, detec¢do de espécies reativas de oxigénio



e atuando como agentes terapéuticos (DIGNINO-LEONE, et al, 2022; RODRIGUES, 2017).
Devido a estas caracteristicas, faz-se necessario atender a crescente demanda no mercado e

melhorar a produgdo e purificacao de ficobiliproteinas.
2.2 EXTRACAO E PURIFICACAO DE FICOBILIPROTEINAS

As ficobiliproteinas sdo pigmentos soluveis em agua, extraidos como um complexo
pigmento-proteina. Logo, sua extracdo ¢ baseada na ruptura celular e liberag@o das proteinas da
cé¢lula. Como a parede celular das cianobactérias ¢ extremamente resistente, faz-se necessario

o uso de diferentes técnicas de extragao e purificacdo de ficobiliproteinas de cianobactérias.

Os métodos de extragdo para as ficobiliproteinas sdo diversos ¢ podem ser baseados em
variagdes na pressdo osmotica, tratamentos quimicos, ciclos de congelamento e
descongelamento, maceracdo, fluido supercritico, liquidos i0nicos, extrusdo, entre outros
(CARLOS, 2020). A técnica de congelamento e descongelamento tem sido uma das técnicas
mais estudadas para extragdo das ficobiliproteinas, apresentando maior quantidade de
ficocianina que os demais métodos e apresentando algumas vantagens por ser um método
simples, reprodutivel e por ndo apresentar perdas significativas da capacidade bioldgica da

proteina, embora possua dificuldade de ampliagao de escala.

Dentre os fatores que afetam os métodos de extragdo, os que apresentam maior
importancia sao o método de rompimento celular e razdo solvente (tempo de extragdo, pH,
temperatura, biomassa e tipo de solvente) (TEIXEIRA, 2020). Na literatura ¢ possivel
identificar varias técnicas de extracdo de ficobiliproteinas, sendo que em alguns casos a
extracdo pode até ser bem-sucedida e possuir altos valores de rendimento, mas podem
apresentar algumas desvantagens como baixo teor de pureza e consumo energético elevado
(CARLOS, 2020). Logo, a escolha do método de extracdo ¢ primordial na obten¢cdo de um

produto de maior pureza, permitindo assim uma maior purificagao.

Neste projeto, a ficocianina, que foi a inica ficobiliproteinas da Nostoc sp quantificada,
sera extraida por ciclos de congelamento e descongelamento em banho ultrassonico definido
em trabalhos ja desenvolvidos pelo grupo de pesquisa em projetos nesta linha de pesquisa

(COTTAS et al., 2021)

A etapa de purificacdo das ficobiliproteinas geralmente envolve a combinacao de varias
técnicas, entre elas centrifugacdo, cromatografia, ultrafiltragdo, precipitacdo com sulfato de

amonio e sistema bifasico aquoso (CARLOS, 2020; COTAS, 2021; TEIXEIRA, 2020). Como



a maior parte dos custos de producdo estdo nos passos de purificagdo, faz-se necessario o uso
de técnicas de biosseparacao eficientes, efetivas e econdmicas para aplicacdo em maior escala.
Ademais, estudos recentes mostraram que o sistema aquoso bifasico, pode ser usado para

aumentar a pureza das ficobiliproteinas no processo de extracao (TEIXEIRA, 2020).

De acordo com Santiago-Santos et al. (2004):

O grau de pureza obtido com a purifica¢ao ¢ quem determina a aplicagdo das
ficobiliproteinas. Ficobiliproteinas com Amax/A280 < 1,0 sdo consideradas de baixa

pureza, enquanto as com Amax/A280 > 4,0 sdo consideradas de alta pureza.

2.3 RECUPERACAO POR SISTEMA BIFASICO AQUOSO (SAB)

Sistemas aquosos bifasicos sdo formados por polimeros soluveis em 4gua utilizando
dois polimeros ou mesmo um sal inorganico ¢ um polimero, que quando misturados em
determinadas faixas de concentragdo e temperatura dividem-se em duas fases com composigdes
diferentes (GRABER, T. et al, 2004; SILVA; et al. 2006). Ap6s a separacdo das fases, o sistema
de duas fases aquosas apresenta uma fase superior rica em polimero e uma fase inferior rica em
eletrélito, sendo que ambas as fases sdo maioritariamente formadas por d4gua (FELISBERTO,
2016). A formacao deste sistema so6 acontece em condi¢des especificas como de temperatura,
concentragdo dos componentes, pressao e as condigdes termodinamicas, sendo estas especificas

para cada sistema bifasico aquoso (FARIA, 2021).

Figura 2 — Representacdo de um sistema bifasico aquoso.

Fase Superior— Rica
em polimero

Fase Inferior — Rica
em eletrélito

Fonte: Adaptado de FARIA, 2021.

Estes sistemas tém sido empregados com a proposta de desenvolver bioprocessos para
a recuperacado e purificacdo de diversos produtos biologicos, incluindo as proteinas (ASENJO,
J., ANDREWS, B., 2011). Este sistema apresenta vantagens com relacdo aos outros métodos
mais comuns de extragdo e purificagdo como os de cromatografia, extra¢dao liquido-liquido,

eletroforese etc. e por isso, t€m ganhado espaco e notoriedade. Dentre as vantagens estdo a



alternativa de operag¢do continua, facilidade de integracdo do processo, alta capacidade e
rendimento, menor tempo de processo, baixo consumo de energia, baixa toxicidade dos
produtos quimicos formadores de fase, biocompatibilidade e potencial de aumento de escala.
Além disso, como o componente majoritario ¢ a dgua, apresenta menos impacto para o meio
ambiente, utilizando solventes dentro da perspectiva da quimica verde. Logo, resulta em um
ambiente ameno, favoravel e estavel para uso com biomoléculas, sendo que a ocorréncia de
perda de atividade bioldgica dificilmente ocorre sob essas condi¢des (ASENJO, J.,

ANDREWS, B., 2011; COTAS, A., et al 2021; SILVA, 2019; ZHAO et al. 2014).

Os sistemas bifasicos aquosos apresentam grande dependéncia de diversos fatores,
como a massa molar do polimero, efeito do pH do meio, efeito cation, composi¢do da mistura,
temperatura, natureza dos componentes e do eletrolito, constitui¢ao do liquido i6nico, dentre
outros fatores dos quais os principais que influenciam a posi¢do do equilibrio em um sistema
de duas fases aquosas s3o a massa molar do polimero, o tipo de sal e a concentragdo dos
componentes. Por exemplo, muitas vezes, uma concentragao suficientemente alta de sal em um
unico sistema polimero-agua pode induzir a separacio de fases para produzir uma fase inferior
rica em sal e pobre em polimero que coexiste com a fase superior pobre em sal e rica em
polimero (HATTI-KAUL, 2001). Portanto, faz se necessario a construg¢ao de diagramas de fase,
pois estes expressam as concentracdes dos componentes do sistema (JUNIOR, A. e KILIKIAN,

B. 2005; SILVA; et al. 2006).
2.4 DIAGRAMA DE FASES

O diagrama de fases demarca a area de trabalho para um determinado sistema de duas
fases e ¢ uma impressao digital particular desse sistema sob condi¢des definidas como,
temperatura, pH e concentragdo do sal. Dentre as informagdes que podem ser obtidas a partir
deste diagrama sdo: a concentragdo de componentes formadores de fase necessaria para um
sistema com duas fases que estdo em equilibrio, a concentracdo subsequente de componentes

de fase nas fases superior e inferior € a razao entre os volumes das fases (HATTI-KAUL, 2000).

De acordo com HATTI-KAUL (2000):

Presente no diagrama estd uma curva binodal, que divide uma regido de
concentragdes de componentes que formardo duas fases aquosas imisciveis (ou seja,
acima da curva) daquelas que formardo uma fase (ou seja, na curva e abaixo dela). As
coordenadas para todos os sistemas potenciais estardo em uma linha de ligagao; a linha
de amarracdo conecta dois nds no binodal, que representam a concentracao final de

componentes de fase na fase superior e inferior.



Figura 3 — Representacdo de um diagrama de fase expresso em coordenadas retangulares de

um SAB formado por um polimero € um sal.
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Fonte: SILVA et al, 2006.

A linha binodal identifica onde a regido do sistema ¢ homogéneo ou bifasico. A posicao
da binodal varia de acordo com o tipo ¢ a massa molar do polimero, a natureza quimica do sal,
pH do meio e a temperatura. Diferentes métodos sao utilizados para obtengao da linha binodal,
sendo comumente utilizados os de titulacdo turbidimétrica e de anélise da composicao das fases

(FELISBERTO, 2016; SILVA, et al. 2006).

As linhas de amarragdo ligam os pontos no diagrama e determina a composi¢ao global
do sistema, fornecendo a concentracao dos solutos nas duas fases em equilibrio. A obtengdo
destas linhas ¢ de grande importancia, pois sdo formadas por pontos de composigao global do
sistema. Assim, fornecem fases superiores com propriedades termodindmicas intensivas como
viscosidade, composi¢do, densidade etc., idénticas, porém com propriedades extensivas como
volume, massa etc., diferentes. O mesmo principio aplica-se as fases inferiores (SILVA, et al.

2006; TEIXEIRA, 2020).

No ponto critico, representado por Pc na figura 3, as propriedades fisico-quimicas, como
volume e composicao, sao teoricamente iguais. Logo, quanto mais préoximo do ponto critico de
um sistema, menor sera a diferenca das composi¢cdes das fases. Sistemas de composi¢ao
préoxima ao ponto critico sdo instaveis e devem ser evitados, pois pequenas mudangas podem

levar o sistema a regido monofasica (JUNIOR, A. e KILIKIAN, B. 2005; SILVA, 2019).



A relagdo de equilibrio entre as fases superior e inferior no SAB ¢ determinada pelo
coeficiente de parti¢do (K). O coeficiente de particdo (K) ¢ definido como: K = % ,onde Cte

Cb representam as concentragdes de equilibrio da proteina particionada nas fases superior e
inferior, respectivamente. Os resultados para os valores de K sao analisados da seguinte forma:
K=1: concentragdo de proteinas igual em ambas as fases, K>1: proteina particionou
preferencialmente para a fase superior, e K< 1: a proteina se concentrou na fase inferior. Entdo,

quanto mais afastado de 1 K estiver, melhor sera a recuperagdo da proteina.

As propriedades de hidrofobicidade, potencial elétrico, tamanho molecular, afinidade
bioespecifica e conformacdo podem ser exploradas individualmente ou em conjunto para
alcancar uma separagao eficaz de uma certa proteina. Com base nos estudos ja realizados, agora
¢ reconhecido que varios fatores podem influenciar na particao, como: comprimento da linha
de amarracdo, o peso molecular e tamanho dos polimeros, concentragdo do polimero e dos sais,

forca ionica do sal e pH (ASENJO; ANDREWS, 2011; SILVA, et al. 2008; TEIXEIRA, 2020).
2.5 SISTEMA PEG-SAL

Entre os polimeros, o polietilenoglicol hidrofébico (PEG) ¢ o mais utilizado nos estudos
de sistemas bifasicos aquosos devido a sua caracteristica de possuir carga neutra e ser inerte. A
formagao do sistema PEG-SAL foi observada pela primeira vez nos anos 50, por Albertsson, e
desde entdo, o sistema PEG-SAL estd sendo empregado na separacdo de proteinas em larga
escala (NEMATI-KANDE et al., 2023; PEREIRA et al., 2012; SBRUZZI, 2010). Devido as

suas propriedades, o PEG tem diversas aplicacdes em farmacéuticas, bioquimicas e bioldgicas.

O sistema PEG-SAL, quando comparado a outros sistemas apresenta vantagens que
permitem sua aplica¢do na separacdo de proteinas de forma rapida e continua. Aliado a0 menor
tempo de processo, o sistema PEG-SAL também apresenta um menor custo. Juntas, essas
caracteristicas estao correlacionadas a menor viscosidade e a maior diferenca de densidade entre
as fases. Por outro lado, apresentam algumas limitacdes como a desnaturagdao de biomoléculas

em concentra¢des mais altas de sais (OLIVEIRA, 2006; TEIXEIRA, 2020).

A formacgao das fases no sistema PEG-sal esta diretamente correlacionada com o efeito
do sal, sais estes hidrofilicos, tais como sulfato, nitrato e fosfato, que podem ser utilizados na
formac¢ao do sistema bifasico aquoso. Todavia, os sais de citrato sdo uma alternativa melhor

visando a extracdo de materiais bioldgicos, visto que apresenta uma baixa toxicidade e alta



solubilidade. Além disso, devido as caracteristicas do sal, a particdo de proteinas em ambas as

fases esta diretamente relacionada a hidrofobicidade (NEMATI-KANDE et al., 2023).

O efeito salting out — precipitagdo de proteinas em altas concentracdes de sal — nos
sistemas PEG-SAL podem atuar no aumento da linha de amarracdo ao retirar as proteinas da
fase sal para a fase rica em PEG. Assim, se a solubilidade da proteina na fase rica em PEG nao
for satisfatoria, pode ser que estas precipitem na interfase. Devido a isso, uma alternativa a ser
analisada ¢ a adi¢do de um sal neutro como o NaCl, modificando o tipo de sal, a massa molar
do PEG ¢ a forga ionica (AZEVEDO et al., 2009; BASKARAN et al., 2018; TEIXEIRA, 2020;
SBRUZZI, 2010).

3. MATERIAS E METODOS
3.1 Material

A cianobactéria utilizada teste trabalho, Nostoc sp. PCC 7423 foi gentilmente doada
pelo laboratorio de Cianobactérias e Fitotoxinas, do Instituto de Oceanografia da Universidade
Federal do Rio Grande (FURG) (Rio Grande, Brasil). Os demais reagentes usados para a

manutengado das cepas e realizagdo experimental foram adquiridos de fornecedores comerciais.

3.2 Metodologia

3.2.1 Manutencido das Cianobactérias

A cianobactéria Nostoc sp. serda cultivada em meio basal BGllo (RIPPKA;
DERUELLES; WATERBURY, 1979) em Erlenmeyers de 500 mL, a 30 °C em camaras de
fotoperiodo de 12h (escuro/claro) e luminosidade de aproximadamente 1550 lux, em ambiente

aerobico e com repiques a cada 15 dias.

A cepa de Nostoc sp mantida em meio basal BG11o (RIPPKA et al., 1979) foi utilizada
para o ensaio de avaliacdo do efeito de NaCl na particdo de ficocianina no sistema bifasico

aquoso PEG-sal, a fim de melhorar a recuperacao e purificagdo dos pigmentos extraidos.

A preparagdo do meio basal BG11 foi feita na proporcao de 1L de dgua destilada para

ImL oito solugdes diferentes, conforme apresentado na Figura 4.

Figura 4 — Solugdes que compdem o meio basal BG11y.
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Citrato de aménio

K,HPO, MgSO,; 7TH,0 CaCl, H,0 férri
2 2 ¢rrico

Na,EDTA Acido citrico Na,CO, Solucio de metais traco*

*7ZnS0O4 7TH20, MnCl2 4H20, Na2MoO4 2H20, CuSO4 5H20, CoCl2 6H20 e H3BO:s3.
Fonte: A autora.

Com o meio basal BG11,devidamente preparado, este foi levado para autoclavagem para
completa esterilizacdo. Finalizado o processo de autoclavagem, o meio permaneceu em
temperatura ambiente até completo resfriamento para, assim, serem realizados os repiques.

Por fim, o restante do meio foi armazenado em geladeira a temperatura de 0°C a 8°C.
3.2.2 Extracio das ficocianinas

Para os ensaios de extragdo da ficocianina, volumes da solu¢do-mae (manutengdo da
cepa) serdo centrifugados e ao precipitado sera adicionada solugdo aquosa de fosfato, 0,1 M e
pH 7,0, usada como solvente. A ficocianina sera extraida por 5 ciclos de congelamento (-15 °C
por 1,5 h) e descongelamento em banho ultrassonico (25 °C por 30 min), somando um tempo
total de 10 horas de extragdo (COTTAS et al., 2021). Em seguida, as amostras serao
centrifugadas (5000 rpm), e o sobrenadante sera filtrado através de filtros de 0,45 um. Este
filtrado serd analisado para quantificagdo do teor de ficocianina e usado nos ensaios de

recuperacao por sistema bifasico aquoso.

Figura 5 — Etapas da preparagao para a extragdo de ficocianina.
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1 - Centrifugacio a 5000 - Centrifugagdo a 5000
rpm por 10 minutos rpm por 10 minutos
~_ - -
‘\\‘ /,//
~— _
2 - Descarte do T~ el - Descarte do

sobrenadante

sobrenadante . -
- Filtragao do

- Adig¢io do tampdo

fosfato K (pH 7 0,1 M) - o mhr;“ada“m
_— ] - Extrato
4 - 5 ciclos de 6 SR
congelamento em freezer Leitura de absorbancia no
de geladeira (-15°C por espectofotometro:
1.5h) e descongelamento - f[icoeritrina ( 562 nm)
em banho ultrassonico - ficocianina (615 nm)
(25°C por 30 minutos) - aloficocianina (652 nm)

- 10h de extracio

Fonte: Adaptado de TEIXEIRA, 2021.

3.2.3 Ensaios de recuperacio de ficocianina — Sistema PEG-sal

11

Para os testes de sistema bifasico aquoso foi utilizado o sal de citrato de sodio

(Na3CsHs07). A proposta foi testar, pelo menos, quatro novas proporgoes entre citrato-sal, além

das que ja foram testadas em trabalhos anteriores (COTTAS, 2019), a fim de analisar os efeitos

e as diferencas que os sais causam no SAB.

Primeiramente, foram preparadas solugdes estoque de concentracdo conhecida para os

seguintes componentes do sistema bifasico aquoso:

* Solucdo de PEG 1500 (50% m/m — solucdo feita a partir de 50% para 50%),

sendo 65g de PEG e 65g de agua destilada;

=  Solugao de citrato de sédio (para o branco 30% m/m, 32,45% m/m, 33,83%
m/m e 35,33% m/m, para as concentragdes de NaCl de 0%, 4%, 6% e 8%,

respectivamente). De forma a manter sempre fixa a quantidade em massa de

citrato de sddio de 15,9% no sistema bifasico aquoso.

As proporcdes de extrato foram mantidas constantes em todos os sistemas, tendo um

total de 20g. Variou-se entdo, a composicao de NaCl, sendo elas de 0%, 4%, 6% e 8%. Antes

do preparo do sistema bifasico aquoso, o extrato foi analisado referente a pureza, a fim de ser

comparado com os resultados ap6s a recuperacgao.
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Os tubos Falcon contendo a mistura: amostra + solu¢do PEG-citrato + NaCl foram
agitados em vortex (1 min) e, em seguida, mantidos em banho termostatizado (15°C) até o
equilibrio. As fases superior e inferior serdo separadas e analisadas por espectrofotometria para

a quantificacdo da concentragdo de ficocianina.

Tabela 1 — Proporg¢des dos sistemas bifasicos aquosos PEG 1500 (10%, m/m) — citrato de sodio
(15,9%, m/m) com adigao de NaCl (de 0%, 4%, 6% e 8%, m/m).

*Para cada uma das proporgdes, os sistemas foram realizados todos em triplicata.

PROPORCOES SAB CITRATO DE REFERENCIA

PEG (g) CITRATO (g9 EXTRATO (g) NaCl(g)

1° 4 10,6 5,4 0
2° 4 9,8 54 0,8
3° 4 9,4 5,4 1,2
4° 4 9 5,4 1,6

3.2.4 Métodos analiticos

a. Concentracio celular: foi determinada por analise de absorbancia da aliquota do meio
de cultivo em espectrofotdmetro e correlacionando com a concentracdo em massa seca de célula
(g.L!). Esta medida é necessaria para quantificar a concentra¢io de células a amostra usada
para extragdo da ficocianina. As etapas do procedimento da concentracdo celular sdo

apresentadas na Figura 6.

Figura 6 — Etapas do processo de concentracao celular e leitura de absorbancia.

Cadinhos: Sobrenadante:
3 amostras:

Secos fla (30 U Descart
ecos em mufla ( ¢ Centrifugaciio 2 5000 — . evearte

minutos a 550°C) ) Lavagem e nova
rpm por 10 minutos - ~
U Dessecadores centrifugacao (2x)

Estufa (150°C) até
peso constante Concentracio de
® Pesar massa cadinho a células (g/L)

+ massa seca

Concomitantemente: Leitura no

Agitaciao em vortex por 1
® | amostra da mesma é Diluicao é E E d espectrofotometro a 750

minuto
cepa

Fonte: Adaptado de TEIXEIRA, 2020.

nm
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b. Concentracido de FBP: As amostras ap6s as extragdes ou separacao das fases dos
ensaios de recuperacdo, serdo analisadas por espectrofotometria, € a concentracdo de
ficocianina (mg.mL™") sera calculada de acordo com as Equagdo 2 (BENNETT; BOGARD,
1973) e a pureza ¢ dada pela Equacao 3 (ABALDE et al., 1998).

_ A615 B 0’474(14652)
CFC - 534 (2)

_ Ags2
A280

P

— AFBP
AZSO

P 3)

Sendo Ae1s, Ass2 as absorbancias nos comprimentos de onda 615 nm, 652 nm e Aago

absorbancia correspondente a proteina total.

c¢. Determinacido de particio por SAB: A partir dos dados de concentracio da
ficocianina, calcula-se o coeficiente de parti¢ao (K), que ¢ um coeficiente adimensional que
define a relagdo com que uma substancia se divide nas fases topo e fundo, definido pela Equacao

4,

_ (Crsp).,,
(CFBP)

K (4)

Em que (C FBP)mpoe (C FBP)fundo representam a concentracdo (mg/mL) das proteinas de

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

A razdo de volume entre as fases (V7), expressa pela razao entre o volume da fase topo
(Vtoro) e volume da fase fundo (Vrunpo) no SAB, definida pela Equagdo 5 que ¢ usada para
determinar a recuperagdo (R(%) da ficocianina, encontrada preferencialmente em uma das

fases, pela Equacdo 6 (BASKARAN et al., 2018).
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VT' — VTOPO (5)
VFUNDO
o\ _ 100
R(%) = 1+(K.VT) ©)

4. RESULTADOS

A avaliagdo da particdo de FC por meio do SAB do tipo PEG-sal, foi demostrada
variando-se a concentragdo de NaCl adicionada ao sistema PEG 1500 (10%, m/m)-citrato de
sodio (15,9%, m/m). As concentragdes de NaCl foram investigadas nas propor¢des de 0%

(m/m), 4% (m/m), 6% (m/m) e 8% (m/m), e os resultados sdo apresentados da Tabela 2.

A partir dos dados apresentados, € possivel verificar que a FC migrou para a fase fundo,
ou seja, a parte sal, corroborando os valores obtidos de coeficiente de parti¢ao (K). Quanto
menor for o valor de K, mais a FC se concentrou na fase fundo. Logo, os menores valores de K
foram observados nas concentragdes de 4 e 6% de NaCl. Além disso, o aumento da
concentragdo de NaCl indica que houve favorecimento na parti¢ao da FC no sistema PEG 1500-

citrato de sédio, quando comparado ao SAB sem o sal neutro.

Tabela 2 — Resultado da purificacdo por meio do sistema bifasico aquoso PEG 1500-citrato de

sodio + NaCl.

%NaCl PM PEG K-FC! P-FC? R FC(%)3 vr
0 1500 0,25 0,26 - 0,97 89,4 0,47
4 1500 0,03 0,27 - 0,58 98,6 0,51
6 1500 0,04 0,11-1,11 98,3 0,45
8 1500 0,29 0,36 - 0,73 88,8 0,43

1 coeficiente de parti¢do, 2 pureza, 3 recuperagdo, 4 razdo de volume (topo/fundo).

Os valores obtidos para pureza (P) na fase fundo ndo seguiram um padrdo com relagdo
ao aumento da concentragao de NaCl. Na concentracao de 0% de NaCl, a pureza foi de 0,97,

enquanto na concentragdo de 4% houve uma diminui¢do para 0,58. Por outro lado, o melhor
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valor de pureza foi identificado no SAB contendo 6% de NaCl (1,11), voltando a diminuir

atingindo um valor de 0,43 para o SAB com 8% de NaCl.

Com relacdo a recuperacao (R), observou-se a mesma tendéncia do coeficiente de
parti¢ao (K), sendo que os maiores valores de recuperagdo foram observados nas concentragdes

de 4 e 6% de NaCl, com 98,6 e 98,3%, respectivamente.

De acordo com estes dados, observou-se que houve um efeito positivo na parti¢ao da
ficocianina na propor¢do de 6% de NaCl. Para este valor, foram obtidos para a FC um
coeficiente de particdo (K) de 0,04, uma pureza (P) de 0,11 para a fase topo e 1,11 para a fase

fundo e uma recuperagdo de 98,3%.
5. DISCUSSAO

H4 uma concentragdo maxima de NaCl que favorece a particao de proteinas, visto que
em alguns casos a adicdo de NaCl muitas vezes muda a particio de proteinas alvo e
contaminantes na mesma direcdo, além de poder desnaturar as proteinas (GU; GLATZ, 2007).
Assim, a escolha dos sais para o SAB depende da capacidade de promover interagdes
hidrofobicas entre biomoléculas. Logo, a mudanca do sistema de fases gera um efeito no
comportamento da proteina particionada, levando a diferenca de potencial elétrico em as fases,

promovendo assim uma diferenca de hidrofobicidade (GOJA, et al.; TEIXEIRA, 2020).

Bradoo, et al. (1999) avaliou o particionamento de lipases de Bacillus
stearithermophilus SB-1 em sistema bifasico aquoso com a presenga de eletrolitos,
evidenciando que quando adicionado 3% de NaCl ao sistema, a mistura de lipases particionou
completamente para a fase superior do PEG em pH 7,0 com uma purificagdo de 1,45 vezes. Gu
e Glatz (2007) observaram que o valor de K da lisozima aumenta com cerca de 4,5% de adigdo
de NaCl, particionando totalmente a lisozima para a fase superior. Por outro lado, a adigao de
mais NaCl apenas empurra a proteina de milho para a fase superior, além de diminuir o fator

de purificacdo.

Segundo Goja (2013) ha diversos fatores que influenciam o particionamento de
biomoléculas nos SABs. As caracteristicas do PEG que incluem concentragdo, peso e tamanho
sdo fatores de relevancia importante nas propriedades de formagao de fase. Por exemplo, quanto
maior o peso molecular do PEG, menor ¢ a concentracdo necessaria para a separacao. O impacto
da concentragdo de sal tem sido estudado, a fim de avaliar o aumento da concentracao de sal

que pode aumentar os coeficientes de parti¢ao na fase superior. Outros fatores como o tipo de
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sal e o impacto do pH também implicam na parti¢do de proteinas, visto que o sal ajuda a

promover as interagdes hidrofobicas e o pH afeta a carga da proteina alvo.

SARAVANAN, et al. (2008) estudou o a influéncia do peso molecular, pH e
temperatura em SAB polietilenoglicol-polidcido acrilico (PEG-PAA). Ele observou que a
parti¢ao de proteinas no sistema PEG-PAA ¢ dependente do peso molecular do PEG, ja que a
particdo foi maior quando a massa molecular o PEG foi menor. Também se notou que o
coeficiente de particao diminui com o aumento da temperatura. Por outro lado, o coeficiente de

parti¢ao aumentou com o aumento do pH do sistema.

Estudos mostram citratos como substitutos de sais inorganicos como o citrato de sédio,
que forma sistemas aquosos de duas fases com PEG que sdo adequados para a extracdo de
biomoléculas. Por isso, os sais de citrato tém ganhado mais espaco entre os SABs por serem
uma alternativa melhor visando a extragdo de materiais bioldgicos, j4 que possui uma baixa
toxicidade, alta solubilidade e ¢ biodegradavel, podendo ser descartado em estacdes de

tratamento de efluentes biologicos (RAHIMPOUR; BAHARVAND, 2009).

A purificagdo de pectinases produzidas por Aspergillus niger ATCC 9642 em SABs do
tipo PEG 6000 com 5% de tampao citrato foi abordada por Trentini, 2014. Os resultados
apresentados para o PEG-citrato foram os melhores para fator de purificagdo e recuperagdo das
enzimas na fase topo, mostrando que pode ser um método eficiente para o particionamento e
recuperagdo de pectinases. Cottas (2019) também avaliou a parti¢do de ficocianina em SAB do
tipo PEG 1500-citrato de so6dio e obteve uma recuperagdo de 76,67% quando o SAB foi
composto por 13% de PEG e 14% de sal.

O grau de pureza da FC, geralmente, ¢ classificado por meio de sua absorbancia, A620
nm. A pureza da FC para grau alimenticio ¢ de 0,7, para grau reativo de 3,9 e de 4,0 para grau
analitico (PATIL et al., 2006; PORAYV, 2020). Patil, et al. (2006) propds a purificacdo de FC
por meio de duas metodologias, sistemas de duas fases aquosas e cromatografia de troca i6nica,
respectivamente; sendo o valor obtido da purificagdo de 5,22. Teixeira (2020) também avaliou
a recuperacao de FC por meio se SAB PEG 1500-fosfato de potassio com adicdo de NaCl e
obteve um grau de pureza de aproximadamente 1,27, quando a propor¢ao de NaCl adicionada

ao sistema foi de 6%.

Segundo Papadaki (2017) para a recuperacdo eficiente da FC, o nutriente deve ser
extraido da biomassa de microalgas. Um método muito utilizado para pré-tratamento ¢ a

desidratacao, isto por causa do seu alto teor de umidade, porém, a desidratacao também pode
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levar a diminuicao do teor de FC. Bermejo e Ramos (2012) utilizaram o método de liofiliza¢ao
para estabilizar a FC para extracdo e posteriormente avaliar a recuperagdo dela por meio de

cromatografia de adsor¢do em leito expandido, obtendo uma recuperacao geral de 59%.
6. CONCLUSAO

Através deste estudo, mostrou-se que a adigdo de NaCl ao sistema bifasico aquoso PEG
1500(10%, m/m) e citrato de sodio (15,9%) favoreceu a particdo de ficocianina obtida da

cianobactéria Nostoc sp.

Ao variar as concentragdes do NaCl entre 0, 4%, 6% e 8% em massa, foi visto que a

recuperagdo aumenta de 0 a 6%, atingindo o maximo em 6%.

Nesta condicao de 6% (m/m) de NaCl, foram obtidos um coeficiente de parti¢ao (K) de

0,04, uma pureza (P) de 1,11 para a fase fundo e uma recuperacao de 98,3%.
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