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RESUMO

z

A ficocianina é um pigmento fotossintético da familia das ficobiliproteinas, seu grupo
cromoforo confere além da colorag@o azul das cianobactérias, propriedades anticarcinogénicas,
anti-inflamatérias e antioxidantes, dentre outras propriedades farmacoldgicas. Suas
propriedades, que permitiam algas secas durarem longos periodos, estimulam estudos para
substituicado de antioxidantes sintéticos devido aos efeitos deletérios destes. Além do uso da
ficocianina como corante em industrias de cosméticos e alimentos, suas propriedades bioativas
geram um produto de alto valor agregado e de grande interesse nestas industrias. A purificacao
da ficocianina obtida do extrato bruto de microalgas como a Spirulina sp e realizada através de
processos de separacdo por membranas pode tornar esta operacdo mais simples e facil de
escalonar. Para o processo de purificacdo, avaliou-se os métodos de extracdo, diferentes tipos
de membranas, sua eficiéncia e colmatagao para obten¢@o de ficocianina com grau alimentar e
atividade antioxidante. A microalga foi submetida a extracdo por congelamento e
descongelamento obteve um extrato bruto celular contendo 1,38 mg.mL"' e com grau de pureza
de 0,35. Este extrato bruto foi submetido ao processo de separagdo por membranas planas de
20 um, 0,4 um e 60 kDa para purificacdo, porém a colmatagao produzida neste processo foi
muito elevada impedindo a obten¢do de um extrato purificado. Partiu-se entdo para testes de
extragdo por congelamento e descongelamento, banho ultrassonico e solucdo tampao fosfato,
sendo que o dltimo obteve o melhor resultado de extracdo. O extrato bruto obtido por solucao
tampao fosfato obteve uma extracdo de 58,54 mg.g™!' de ficocianina por g de célula e grau de
pureza de 0,52. Este extrato bruto foi entdo submetido em um processo de ultrafiltracdo por
uma membrana tubular com tamanho de poro entre 30 e 80 kDa em equipamento piloto, seguido
de trés diafiltracdes. O processo de purificagdo se mostrou eficiente atingindo valores de 0,83
para grau de pureza com fator de purificacdo de 1,54 e mantendo uma boa atividade
antioxidante. O processo de separagdo por membranas mostrou possuir facilidade de
escalonamento e capacidade de purificacdo de ficocianina em escala piloto.

Palavras-chave: Extracao. Grau alimentar. Ultrafiltracdo. Diafiltracao.






ABSTRACT

Phycocyanin is a photosynthetic pigment of the phycobiliprotein family, its chromophore group
conferring in addition to the blue staining of cyanobacteria, anticarcinogenic, anti-inflammatory
and antioxidant properties, among other pharmacological properties. Its properties, which
allowed dried algae to last for long periods, stimulated studies for the substitution of synthetic
antioxidants due to their deleterious effects. In addition to the use of phycocyanin as a dye in
the cosmetics and food industries, its bioactive properties generate a product of high added
value and of great interest in these industries. Purification of phycocyanin obtained from the
crude extract of microalgae such as Spirulina sp and carried out by membrane separation
processes may make this operation simpler and easier to stagger. For the purification process,
the extraction methods, different types of membranes, their efficiency and fouling to obtain
food-grade phycocyanin and antioxidant activity were evaluated. The microalga was subjected
to extraction by freezing and thawing obtained a crude cellular extract containing 1.38 mg.mL"
! and with a degree of purity of 0,353. This crude extract was subjected to the separation process
by flat membranes of 20 um, 0.4 um and 60 kDa for purification, however the fouling produced
in this process was very high, preventing the obtaining of a purified extract. Looking for another
methodology of extraction was tested freeze-thaw extraction, ultrasonic bath and phosphate
buffer solutions, being this last a better extraction result. The crude extract obtained by
phosphate buffer solution obtained a 58.54 mg.g™! extraction of phycocyanin per g of cell and
a grade of purity of 0.52. This crude extract was subjected to an ultrafiltration process by a
tubular membrane in pilot equipment, followed by three diafiltrations. The purification process
was efficient, reaching values of 0.83 for purity grade with purification factor of 1.54 and
keeping antioxidant properties. The membrane separation process showed to have ease scale-
up and capacity for phycocyanin purification on a large scale.

Key-words: Extraction. Food grade. Ultrafiltration. Diafiltration
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos 20 anos, o interesse sobre o potencial uso da ficocianina tem aumentado
consideravelmente, em consequéncia da sua ampla faixa de aplicacao nos setores de alimentos,
cosméticos e farmacos. Além do uso como corante, a ficocianina possui excelentes
propriedades antioxidantes, anticarcinogénicas e anti-inflamatérias (FERREIRA et al., 2010;
GANTAR et al., 2012; RAPOSO; MORAIS; MORALIS, 2013).

A ficocianina é um pigmento azul pertencente a familia das ficobiliproteinas, com
cardter altamente solivel e estdvel, produzido por cianobactérias. O cardter renovavel das
microalgas propicia um aumento na tendéncia de seu uso como fonte natural de corantes na
industria, porém a distribuicdo no mercado global dos pigmentos ainda € limitada, pois os
métodos de purifica¢do sdo de alto custo (SILVA et al., 2009).

Virios fatores podem influenciar na concentracdo e qualidade final desse extrato como
natureza dos microrganismos, técnicas de cultivo para actimulo de biocompostos, e
principalmente, dos métodos de extracdao e purificacdo deste biocomposto, mas em geral, o
método de extracdo € a chave para a recuperagdo de ficobiliproteinas no seu estado natural com
quantidades relevantes e que favorecam os processos de recuperacdo, concentracdo e
purificacdo ((SILVEIRA et al., 2007, GUAN, 2016; MOARES; BURKERT; KALIL, 2010). O
contetido intracelular de ficocianina na Spirulina sp pode ser superior a 150 mg.g™! e para que
a purificagdo tenha um bom resultado, a qualidade do extrato bruto da ficocianina torna-se
muito importante (BHATTACHARYA; SHIVAPRAKASH, 2005).

A etapa de purificacdo dos extratos de ficocianina € essencial para manter as
propriedades bioativas, garantir uma melhor efici€éncia energética, simplicidade de operagao,
viabilidade econdmica e de escalonamento para a produgdo deste biocomposto (GUPTA;
SANIS, 2009; PATIL et al., 2008).

A purificacdo de ficocianina pode envolver uma série de etapas complexas ou com custo
elevado, variando de acordo com os métodos e condi¢des escolhidos. Os estudos de produgdo
e purificacdo, devido a baixa resisténcia térmica da ficocianina (SARADA; PILLAI,
RAVISHANKAR, 1999), acabam sendo direcionados para métodos fisicos e quimicos, sem a
utilizagc@o de calor. Os procedimentos quimicos para sua extracdo e purificacdo, podem ser de
alto custo e dificeis de serem utilizados em escala industrial, ou exigir uma demanda alta de
produtos quimicos, gerando demasiada quantidade de residuo. Assim busca-se a realizacdo de

estudos a fim de que o processo tenha eficiéncia energética, viabilidade econdmica, facil
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operacdo e que nao afete as suas propriedades bioativas. Além do mais, o processo a ser
utilizado para obtenc@o da ficocianina deve possibilitar que a fracdo ndo utilizada esteja apta
pra outros usos.

Os métodos fisicos e quimicos destaca-se a separacdo por membranas, que pode ser
realizada a temperatura ambiente sem ocasionar perdas de suas propriedades. A utilizacdo da
microfiltracao e ultrafiltracdo tornam-se relevantes devido a sua simplicidade de operacdo e
facilidade de escalonamento, mas apesar de ser um processo simples, muitos fatores necessitam
ser estudados para a obtencdo de condi¢Oes ideais para o processo de purificacdo por
membranas, bem como as propriedades antioxidantes da ficocianina, apds sua obtengdo a partir
de biomassa de Spirulina sp. Além da capacidade de extracdo destes compostos de interesse
presente nas microalgas, pode-se reduzir os custos e ampliar o espectro de uso das microalgas,
como por exemplo, na cadeia de producdo de biocombustiveis.

O objetivo foi estudar o processo de purificacdo por membranas de extratos de
ficocianina visando a obten¢ao de um biocomposto com atividade antioxidante e grau de
pureza alimentar.

Os objetivos especificos do trabalho sdo:

a) Avaliar a eficiéncia de extracao de ficocianina por diferentes métodos;

b) Estudar diferentes membranas no processo de purificacdo dos extratos brutos de
ficocianina;

c) Estudar o efeito de colmatacdo das membranas;

d) Awvaliar a eficiéncia da filtracdo por membranas para obtencdo de grau de pureza
alimentar;

e) Avaliar o potencial antioxidante da ficocianina purificada através dos processos de

micro e ultrafiltracao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  MICROALGAS

As microalgas pertencem a um amplo grupo de microrganismos eucariontes e
procariontes, dentre os procariontes, pode-se dividi-las ainda em Prochlorophyta e Cyanophyta
(MUTANDA et al., 2011). As cianobactérias (Cyanophyta) sao microrganismos unicelulares
gram-negativos com diferentes fisiologias, metabolismos e morfologias, se apresentando
também de forma filamentosa ou agrupados em colonias (BECK et al., 2012).

As cianobactérias sdo seres autotréficos sintetizadores de oxigénio e estdao entre as mais
antigas formas de vida por existirem ha mais de 3,5 bilhdes de anos na Terra
(BANDYOPADHYAY et al., 2011). Com um papel fundamental no ciclo biogeoquimico de
oxigénio, nitrogénio e carbono, acredita-se que sua fotossintese alterou o ambiente de uma
atmosfera rica em gés carbonico para rica em oxigénio. Esta transformacao proveu a base para
as variadas formas de vida existentes e a evolucado dos metabolismos aerdbicos. Além disto,
podem servir de modelo para importantes estudos em atividades bioldgicas (SHARMA; TITHI;
RALI, 2010).

Estes microrganismos possuem naturalmente diferentes caracteristicas metabdlicas e
composi¢cdes quimicas, que em conjunto com novas tecnologias de cultivo e melhoramento
genético, abrem uma vasta drea para pesquisas bdsicas e aplicadas (IBANEZ; CIFUENTES,
2013). Dentre estas pesquisas pode-se destacar, além do uso como fonte de alimentos com base
em sua biomassa (DRAAISMA et al., 2013), a producdao de energia e biocombustiveis
(WIJFFELS; BARBOSA, 2010), a obten¢do de compostos bioativos como a ficocianina,
polissacarideos, dcidos graxos entre outros (COSTA et al., 2013; MORAIS et al., 2015) com
alto valor agregado, além de outras substincias convenientes como manitol e betacaroteno
(JACOBSEN; FRIGAARD, 2014; MILLEDGE, 2011).

Segundo Spolaore et al. (2006), a reacdo de conversdo de substrato em bioprodutos
intracelulares e metabdlitos extracelulares via biocatdlise por microalgas apresenta grande
potencial de uso em varios produtos de consumo. Este potencial torna as cianobactérias fabricas
celulares naturais para a sintese de compostos de interesse (GERSHWIN; BELAY, 2008). Em
meados de 1950, as microalgas ja eram exploradas fortemente como recurso alternativo para
alimentacdo, principalmente pelo seu alto teor de proteina (SPOLAORE et al., 2006). A

alegacdo referente ao elevado teor proteico vem sendo complementada pela producdo e
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purificacdo de compostos bioativos oriundos destes microrganismos (COSTA et al., 2013;
PRASANNA et al.,, 2010). Avaliadas de forma promissora na producdo e isolamento de
compostos naturais e ativos bioquimicos de alto valor de mercado (PRASANNA et al., 2008),
as microalgas tém capacidade de metabolizar, sintetizar, acumular e secretar diversos
compostos organicos de interesse para aplicacdo em industrias de alimentos, firmacos e
cosméticos (YAMAGUCHI, 1996). Seu espectro de metabdlitos primérios e secundarios € tdo
amplo, que muitas estruturas e bioatividades ndo sdo encontradas em outras matrizes (SINGH
et al., 2011).

Os pigmentos naturais estdo entre os bioprodutos de maior interesse nas microalgas,
pelas suas propriedades bioativas, terapéuticas e sua ampla drea de aplicagdes com alto valor
econdmico (BOROWITZKA, 2013; RASTOGI; SINHA, 2009). Pigmentos como ficocianinas,
carotendides e clorofilas possuem propriedades fisico-quimicas que lhes permitem interagir em
uma série de reacdes e exercer papéis essenciais em atividades de nivel celular e em sistemas
alimenticios, incluindo as atividades hepatoprotetoras, anti-inflamatdrias e imunossupressoras
(ERIKSEN, 2008).

A Spirulina, com cerca de 20 % de sua massa seca composta de ficocianina
(VONSHAK, 1997), torna-se uma referéncia na producio de antioxidantes naturais para uso
em alimentos, firmacos, cosméticos e outros produtos oxiddveis gerando enorme demanda
(DUFOSSE et al., 2006). Além de ser uma fonte natural de produgio independente da estacio
do ano e das condi¢Oes geogréficas, com rendimento controldvel e de qualidade previsivel

(JOSHI et al., 2003).

2.2 ANTIOXIDANTES

A teoria formulada pelo professor da Universidade de Nebraska, Denhim Harman, em
1954, ¢ uma das mais aceitas para a explicacdo de diversos processos antioxidantes biolégicos,
representada pela acdo de radicais livres em lipoperoxidacdo e oxidag¢do de proteinas e DNA
(CEPOI et al., 2009).

As reacdes de oxidagdo e reducdo s@o indispensdveis para o metabolismo de todos os
organismos, porém, pode ocorrer estresse oxidativo se houver um desbalanceamento na
producio de radicais livres e a acdo de mecanismos de defesa antioxidante. A geracdo destes
radicais livres em excesso podem se originar a partir de defeitos na respiragdo mitocondrial,
no metabolismo do 4cido araquidonico, ativac@o-inibicdo de sistemas enzimdticos ou por

fatores exdgenos, como poluicdo, uso de dlcool ou cigarros, e ainda, por uma alimentacao
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inadequada (NUNEZ-SELLES, 2005). Alguns processos inflamatérios também envolvem
espécies reativas de oxigénio, originadas pela ativacdo de leucdcitos durante a degranulacao
(SOUZA et al., 2007). Os antioxidantes produzidos pelo corpo ou provenientes da dieta atuam
neste excesso de radicais livres antes da reacdo com moléculas bioldgicas do organismo,
prevenindo a formagdo de compostos altamente reativos pela ativacao do oxigénio e reacdes
em cadeia (RATNAM et al., 2006).

A hipétese de que antioxidantes sintéticos usados em ampla escala na inddstria podem
provocar o desenvolvimento de células tumorais (BOTTERWERCK et al., 2000), incrementa
a procura por compostos antioxidantes naturais, comumente encontrados em plantas. J4 é de
conhecimento que folhas e talos de vegetais vasculares e algas possuem inimeras substancias
antioxidantes, provenientes das suas células fotossintéticas. Os tilacdides que sao membranas
fotossintéticas, sofrem os efeitos deletérios oxidativos primordialmente pela sua constitui¢ao
majoritaria de lipidios insaturados (MATSUKAWA et al., 1997). Isto se deve, principalmente
devido ao processo de fotossintese que leva a formacdo de espécies reativas de oxigénio,
determinando a necessidade de criacio de mecanismos antioxidantes mais desenvolvidos
(CEPOl et al., 2009). Assim, os mecanismos de protecdo destes organismos acabam por serem
mais desenvolvidos e eficientes.

As cianobactérias por terem uma maior produtividade de compostos antioxidantes que
as plantas, surgem como uma fonte mais vantajosa para a produ¢do destes compostos (PULZ;
GROSS, 2004). As incessantes variagdes de intensidade de luz e concentragdes de Oz e CO>
causam estresse oxidativo, fazendo com que a sobrevivéncia das microalgas esteja relacionada
a uma resposta eficiente. Assim estes microrganismos podem representar uma importante
fonte de substancias antioxidantes naturais, tanto para as industrias alimenticias como para o
setor farmacéutico (MATSUKAWA et al., 1997). Isto ja foi comprovado cientificamente em
estudos comparando a atividade antioxidante das microalgas e cianobactérias com
antioxidantes sintéticos utilizados na inddstria, a exemplo do BHT (SPfNOLA, 1997;
CHOOCHOTE; SUKLAMPOO; OCHAIKUL, 2014). Varios outros estudos avaliaram a
atividade antioxidante de microalgas frente a diferentes modelos toxicolégicos, como a
(JAIME et al., 2005; COLLA; FURLONG; COSTA, 2007; BIERHALZ et al., 2009).

Dentre os compostos identificados nas microalgas, os pigmentos naturais merecem uma
atencdo particular, pois tém papel importante no metabolismo fotossintético e colora¢ao das
microalgas, além das benéficas atividades bioldgicas como antioxidante, anticarcinogénico,
anti-inflamatério, anti-angiogénico e neuroprotetivos (GUEDES; AMARO; MALCATA,
2011; PANGESTUTI; KIM, 2011).
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2.3  FICOCIANINA

A ficocianina € um corante azul natural pertencente a familia das ficobiliproteinas,
encontrada em cianobactérias como a Spirulina platensis (KAMBLE et. al., 2013; MORAES
et. al., 2011), muito utilizada em diagndsticos e cosméticos devido a sua forte fluorescéncia e
atividade antioxidante (SEKAR; CHANDRAMOHAN, 2008; ERIKSEN, 2008).

As ficobiliproteinas podem representar de 40 % a 60 % do total de proteinas nas
cianobactérias (BENEDETTI et al., 2004; SONI; VISAVADYIA; MADAMWAR, 2008) e
sdo altamente soliveis em dgua e ndo extraiveis por solventes orgéanicos devido a estarem
covalentemente ligados a polipeptideos (TAMARY et al., 2012).

As ficobiliproteinas sdo pigmentos hidrossoliveis formados por grupos prostéticos
tetrapirréis lineares (bilinas, que correspondem ao grupo croméforo da molécula)
covalentemente ligadas a proteinas especificas por uma ligacdo tioéter através de residuos de
cisteina (BERMEIJO et al., 1997). Os espectros de absor¢do de luz e emissao de fluorescéncia
sdo determinados pela extensdo das ligacdes duplas conjugadas nos croméforos, com base em
suas caracteristicas espectrais, classifica-se as ficobiliproteinas (Figura 1) em ficoeritrina (PE)
com croméforo ficoeritrobilina de colorac@o vermelha, ficocianina (PC) e aloficocianina (AP),

com croméforo ficocianobilina de coloragdao azul (SPOLAORE et al., 2006).

Figura 1 Estrutura das ficobiliproteinas.

@ Ficocianina

Fonte: www.nutraculture.com/phycocyanin.html, 2016.

Segundo Wolk (1973) e corroborado por Hsieh, Pedersen e Albertano (2013), o fato do
cromoforo ficoeritrobilina conter 6 ligacdes duplas conjugadas faz com que ela tenha o pico de

absor¢do maximo em menores comprimentos de onda, entre 540 e 570 nm, ja a ficocianobilina
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com 8 ligacdes duplas conjugadas, tendo o pico de absor¢cao maximo para a ficocianina entre
610 e 620 nm e para aloficocinina entre 650 e 655 nm.

As primeiras investigacdes acerca destas propriedades antioxidantes das
ficobiliproteinas, em especial a ficocianina, se basearam nas semelhangas entre as estruturas
quimicas das ficobiliproteinas e a molécula de bilirrubina (Figura 2), que € um importante
composto antioxidante nos sistemas biol6gicos. A bilirrubina inibe a modificagdao oxidativa de
proteinas e aminodcidos aromaticos no plasma, como na eliminagdo de radicais de oxigé€nio
para protecao da albumina, bem como de outros alvos biolégicos. Vdrios trabalhos in vitro com
diferentes metodologias experimentais comprovam que a ficocianina € eficiente na remogao de
radicais livres de oxigénio e reage, inclusive, com outros antioxidantes importantes em
processos patologicos (ROMAY et al.,, 2003). A ficocianina revelou em estudos de Patel,
Mishra e Gosh (2006) alta reatividade contra radicais peroxil, a qual foi atribuida ao alto grau
de conjugacdo de duplas ligagdes do croméforo, o que favorece fortemente a estabilizacdo dos
radicais. Ja Soni, Visavadiya e Madamwar (2008) demonstraram a capacidade da ficoeritrina
de eliminar radicais superéxido, mondxido de nitrogénio e hidroxila, bem como de prevenir a
peroxidacdo lipidica in vitro, e que a molécula tetrapirrol é a principal responsdvel pelo

sequestro dos radicais.

Figura 2 Estrutura quimica da ficocianina (a) e bilirrubina (b)

COH COM COH COM

Fonte: Romay et al., 2003.

Embora ja conhecidos os mecanismos antioxidantes exercidos pelos carotendides,
tocoferdis e compostos fendlicos, para as ficobiliproteinas, t€ém-se trés hipdteses principais
para seu efeito protetor nas células animais. A primeira, demonstrada in vitro, por Bermejo-
Bescos, Pinero-Estrada e Villar Del Fresno (2008) e in vivo por Sathysaikumar et al. (2007),
seria devido a propria estrutura quimica de tetrapirrdis lineares que atuariam como nucleéfilos,
neutralizando as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. A segunda se deveria as

propriedades quelantes de minerais e a terceira envolveria o incremento do sistema enzimdtico
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antioxidante (GALLARDO-CASAS et al., 2010). Esta tltima hip6tese, de acordo com Cano-
Europa et al. (2010) se deveria ao fato das estruturas tetrapirrdis das ficobiliproteinas
funcionarem de maneira andloga a catalase, mimetizando sua fungao através da diminui¢ao do
teor de H20o.

A possibilidade de contribui¢do da por¢do apo-proteina no total da atividade
antioxidante da ficocianina, ndo pode ser descartada, ja que essa por¢ao contém residuos de
aminodcidos antioxidantes. Tem sido sugerido que triptofano, tirosina e histidina podem
capturar radicais peroxil em ambientes menos polares (PATEL; MISHRA; GOSH, 2006).

As fotorreacdes de todos os organismos fotossintéticos, como as cianobactérias, iniciam
com a absor¢do de fotons por antenas complexas chamadas ficobilissomos. Esses compostos
altamente complexos sdo formados por dois tipos de proteinas, uma colorida e brilhante, como
as ficobiliproteinas, que absorvem e transmitem a energia luminosa para os centros de reacao
fotossintéticos, e outra, um polipeptideo de ligacdo ndo pigmentado que sdo responsaveis pela
montagem dos ficobilissomos (SUN et al., 2009). As ficobiliproteinas absorvem a por¢ao da
luz (480 a 650 nm) que ndo € absorvida pela clorofila, tornando o processo de fotossintese
mais eficiente.

Além das propriedades antioxidantes, um efeito antialérgico foi demonstrado em
modelo experimental de pequenos ratos com sensibilidade induzida a albumina do ovo,
apresentando orelhas inchadas e reacdes de pele, sugerindo potenciais beneficios na prevencao
de doencas patoldgicas associadas com stress oxidativo e inflama¢des (ROSGAARDA et al.,
2012). Estas ligacdes sdo importantes ndo somente para a coloracdo e propriedades
fluorescentes, mas também no seu potencial terapéutico e antioxidante, pois a ficocianobilina
pode ser enzimaticamente reduzida a ficocianorubina a qual € estruturalmente semelhante a
bilirrubina, um antioxidante natural do plasma que protege lipideos da oxidagao (SORENSEN;
HANTKE; ERIKSEN, 2013).

A ficocianina possui uma estrutura quimica baseada em duas subunidades
relativamente homologas a e B que se agregam em trimeros o333 € subsequente em hexameros
(Figura 3a). O conjunto que forma a ficocianina pode ser representado pela composicao do
conjunto de duas subunidades de proteina (a e ), sendo que um ficobilissomo se liga na o e
dois ficobilissomos na P (Figura 3b), esta unido e dada por uma ligacdo tioéter de modo
covalente (Figura 3c), originando assim o ficobilissomo com croméforo de cor azulada da
ficocianina. (SHEER; ZHAO, 2008; FERNANDEZ-ROJAS, HERNANDEZ-JUAREZ,
PEDRAZZA-CHAVERRI, 2014).
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Figura 3 Estrutura da ficocianobilina

Protein

o
C N —CH—— .
\

Thioether linkage  .....» s COOH HOOG

Fonte: Ferndndez-Rojas, Hernandez-Judrez, Pedrazza-Chaverri, 2014.

Devido ao efeito téxico de varios corantes sintéticos, hd uma crescente demanda por
corantes naturais nas industrias de alimentos, produtos farmacéuticos, cosméticos e téxteis. As
ficobiliproteinas, especificamente ficocianina e a ficoeritrina sao utilizados como um corante
de proteina natural nas inddstrias de alimentos e cosméticos (PULZ; GROSS, 2004;
SHARMA; TITHI; RAI, 2010). O método comum para o consumo humano de ficocianina esta
em uma forma nao purificada via Spirulina platensis adicionada em alimentos (NIELS, 2008).
A Companhia Japonesa de Tintas e Quimicos Dai Nippon extrai a ficocianina azul da Spirulina
platensis e vende como um pigmento azul natural para uso em alimentos e produtos cosméticos
(PRASANNA et al., 2010). Além disso, a ficocianina também € utilizada na coloragdo de
muitos produtos alimentares, desde produtos lacteos fermentados, sorvetes, sobremesas,
bebidas ndo alcodlicas e produtos de confeitaria como gomas de mascar e gelatinas

(SANTIAGO-SANTOS et al., 2004).

2.3.1 Extracao de Ficocianina

O conteudo intracelular de ficocianina em Spirulina sp pode ser superior a 150
mg.g”! e para que a purificacdo tenha um bom resultado, a qualidade do extrato bruto da
ficocianina torna-se muito importante (BHATTACHARY A; SHIVAPRAKASH, 2005).

A extracdo de ficobiliproteinas envolve a ruptura celular e a liberacao destas proteinas

(KAMBLE et al., 2013). Cada microrganismo tem caracteristicas particulares referindo-se a
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localizagdo das proteinas produzidas intracelularmente. Portanto, o protocolo de extra¢do pode
variar de acordo com a proteina desejada (MOARES; BURKERT; KALIL, 2010).

Virios fatores podem influenciar a extragdo da ficocianina, como o método de ruptura
celular, o tipo de solvente, a relacdo biomassa-solvente e o tempo de extracao (SILVEIRA et
al., 2007). Mas, em geral, o método de extracdo é a chave para a recuperacao de ficobiliproteinas
no seu estado natural a partir de algas (MOARES; BURKERT; KALIL, 2010).

O extrato bruto de ficocianina pode ser obtido através de diversas técnicas de
rompimento celular, como o choque osmético realizado com tampao fosfato, acetato ou
somente 4dgua destilada, com associacdo ou nao de métodos fisicos como congelamento e
descongelamento, maceracdo com gral/pistilo, digestdo, sonificacdio ou homogeneizagdo por
pressao (REIS et al., 1998; PATEL et al., 2005; CHEN et al., 2006; PATIL et al., 2006; SUN,
WANG e QIAQ, 2006). O processo de extragao pode ser realizado ainda de modo enzimatico
(SANTIAGO-SANTOS et al., 2004) ou por fluidos supercriticos (MENDIOLA et al., 2007).
Em uma comparacio de alguns métodos Moraes et al. (2011) utilizando o banho de ultrassom
com pérolas de vidro, obtiveram um rendimento 56 % maior de ficocianina que o método de
congelamento e descongelamento, o qual tem sido o mais utilizado.

O método de extracdo das ficobiliproteinas da Spirulina é um dos processos
fundamentais para a obtencdo de um extrato bruto com quantidades relevantes de ficocianina e
que favoreca os processos de recuperacdo, concentragdo e purificacdo. Todos os métodos
utilizados apresentam vantagens e desvantagens para sua aplicagdo. O método de congelamento
e descongelamento e o banho ultrassonico apresentam a vantagem de ndo utilizar quimicos em
seu processo, porém a lise celular causada por estes métodos favorecem a liberacdo de
compostos que tornam o extrato mais viscoso € com uma quantidade maior de impurezas
(GUAN, 2016; MOARES; BURKERT; KALIL, 2010).

O método de congelamento e descongelamento promove a lise celular através da acao
dos cristais de gelo como facas afiadas formadas durante o congelamento e a contracido das
células durante o descongelamento. A extracdo através deste método apresenta algumas
vantagens como eficiéncia na ruptura da membrana celular e reprodutibilidade, em
contrapartida exige manipulacdo e consumo de energia em um tempo relativamente grande

(SONI et al., 2006).

2.3.2 Purificac¢ao de Ficocianina
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Os bioprodutos possuem etapas complexas de purifica¢ao, pois sua producdo a partir de
microrganismos ou células animais sdo influenciadas pelas caracteristicas dos meios e das
biomoléculas de interesse, sejam elas dcidos organicos, antibidticos, polissacarideos, peptideos
aminodcidos ou proteinas (KILIKIAN; PESSOA JR, 2003). Além disto, os produtos
intracelulares apresentam maior dificuldade no seu processo de obtengcao que os extracelulares,
devido a liberagdo de nucleotideos e outras moléculas intracelulares juntamente com o
composto alvo, podendo requerer vdrias etapas para remover outras muitas proteinas presentes
no meio (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

A escolha pelo método de purificagdo de proteinas varia de acordo com suas
caracteristicas fisico-quimicas, com os contaminantes presentes no extrato bruto e de acordo
com o uso a qual se dard ao pigmento-antioxidante. Esta definicdo ocorre em funcdo das
multiplas etapas fundamentadas na distingdo das proteinas com base na sequéncia e sua
atividade biolégica, no conteido de carboidratos e lipidios, dentre outras caracteristicas
(ALMEIDA; KURTENBACH, 2002).

A purificacdo da ficocianina (FC) normalmente é dada por um nimero de pureza que é
obtido pela divisdo entre as absorbancias das ficocianobilinas a 620 nm e todas as proteinas na
solucdo a 280 nm, Ae20/A2s0. Solugdes de ficocianina com nimeros de pureza maior que 0,7
sdo descritas como de grau alimenticio por Rito-Palomares, Nufies e Amador (2001), enquanto
nimeros de pureza de 3,9 e acima de 4,0 tém sido consideradas de grau reativo e analitico,
respectivamente.

A purificagdo deste extrato de ficocianina pode ser realizada por diferentes métodos
como cromatografia, precipitacdo com sulfato de amdnio, extragdo aquosa bifésica, fluidos
supercriticos, carbono ativo e processos de separacao por membranas (KUMAR et al., 2014;
CHEN et al., 2014; GANTAR et al., 2012; CHAIKLAHAN et al., 2011; JOHNSON; KUMAR;
DAS, 2014; ANTELO; COSTA; KALIL, 2015).

2.4  PROCESSO DE SEPARACAO POR MEMBRANAS

Os processos de separacdo por membranas tém sido utilizados na separacdo de
biocompostos desde bem antes do inicio das tecnologias modernas de produ¢do de membranas.
Ferry (1936) descreve a utilizacdo de membranas para concentracdo de enzimas, andlise de

virus e bacteriéfagos, preparos de solugdes bioldgicas ultrafiltradas livres de proteinas e
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filtragdo estéril, embora todos em escalas laboratoriais devido as limitacdes das membranas e
moédulos disponiveis.

A filtracio por membrana tem sido igualmente apresentada como um processo
promissor de separagdo das microalgas dos meios de cultivo, além de ser indicado para uma
vasta gama de processos de biorrefinarias tais como recuperacao, reciclagem, purificagdo e
extracdo de biocombustiveis, subprodutos, meio de cultura e nutrientes (GERARDO;
OATLEY-RADCLIFFE; LOVITT, 2014; ABELS; CARSTENSEN; WESSLING, 2013). O
desenvolvimento de tecnologias de producdo de membranas durante as ultimas 3 décadas
produziu relevantes melhorias na sua fabricagdo, com diminuicao de custo (ZHANG et al.,
2010; CHURCHOUSE; WILDGOOSE, 1999).

As tecnologias utilizando membranas se mostram relevantes nos processos de
biomoléculas e liquidos, podendo ser aplicadas em producdes de larga escala devido ao seu
simples funcionamento. Além disto, esta técnica é realizada a temperatura ambiente, o que
minimiza o dano térmico no produto. Assim, o processo pode garantir a cor dos produtos, como
da ficocianina (NAGARAJ; PATIL; BIRADAR, 2006).

Com a inten¢@o de obter um pigmento natural para alimentos, Silva et al. (2009), buscou
reduzir as etapas de purificacdo, devido estas estarem diretamente ligadas ao custo de operagao.
Chaiklahan et al. (2011), testando membranas capsulares de diferentes tamanhos de poro (5
um, 1 um, 0,8/0,2 um e 0,2 pum) conseguiram obter ficocianina com um grau de pureza de 1,07
e eficiéncia na recuperagdo da ficocianina acima de 75% apenas com o uso da microfiltracdo,
o suficiente para o uso deste pigmento na industria de alimentos. Apesar das vantagens relatadas
sobre filtragdo por membranas, cabe citar que uma desvantagem que ocorre € a reducao de fluxo
como resultado de entupimento da membrana (JAVADI et al., 2014; AHMAD et al., 2012). O
fluxo operacional é de fato um parametro-chave, uma vez que determina os requisitos de
membrana.

Dentro de processos de separa¢do baseados em membrana, a filtracao de fluxo cruzado
¢ uma estratégia de operacdo amplamente utilizada, em que a suspensdo a ser filtrada flui
tangencialmente para a membrana (AHMAD et al., 2012). O extrato celular ¢ mantido em
suspensao, e a tensao de cisalhamento € fornecida pela velocidade de fluxo cruzado, reduzindo
a formacdo de bolo e incrustacdo da membrana (AHMAD et al., 2012; TORRES et al., 2011).

Os processos de separacdo por membranas sdo métodos de separagdo baseado na
permeabilidade da membrana, tendo como fung¢do principal remover particulas de acordo com
o tamanho do poro. Como exemplo, pode-se citar os solventes e 0s sais de baixo peso molecular

que passam através das membranas de ultrafiltracio enquanto moléculas maiores, tais como
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proteinas, pigmentos e agentes tensoativos sdo retidos (CAETANO et al., 1995). Ainda pode-
se citar as diversas aplicagdes do processo de separacao por membranas de micro e ultrafiltracao
na recuperacdo e purificacdo de fracdes proteicas, polissacarideos e peptideos dentre outros
bioprodutos (HUANG; CHIANG, 2014; ISA; FRAZIER; JAUREGI, 2008, SOSA; ROCA;
VELIZAROV, 2016; ALELE; ULBRICHT, 2016; FIRDAOUS et al., 2009; SAXENA et al,
20009.

A ultrafiltracdo permite a separacdo de macromoléculas com uma gama de peso
molecular de 1 a 100 kDa, funcionando com uma faixa de pressiao de 1 a 10 bar, podendo em
alguns casos, chegar a 30 bar. As membranas sdo constituidas normalmente por polisulfona,
polietersulfona e poliacrilonitrila (SCOTT; HUGHES, 1996). Seu processo de separacdo é
baseado em um mecanismo de clivagem (interagdes electrostéticas influenciam no processo),
em que um aumento na pressao aplicada aumenta a taxa de fluxo. No entanto, as membranas

de UF sao muito sensiveis ao fendmeno de incrustagdo e concentra¢do por polarizacao.

2.4.1 Colmatagao de membranas

A dinamica do fluido processado deve ser cuidadosamente estudada para controlar a
transferéncia de material na interface membrana-liquido. O efeito do fendmeno da concentragcao
por polarizagdo coloca um limite superior prético nas taxas de fluxo, pois resulta de uma
acumulacdo de soluto concentrado no lado da alimentacdo, implicando em uma resisténcia
adicional. Ainda sob pressdes elevadas, as macromoléculas podem gelificar e uma fina camada
de gel se forma na superficie da membrana e as incrustagdoes podem também levar a um declinio
gradual do fluxo em relacdo ao tempo (SCOTT; HUGHES, 1996).

Algumas técnicas conhecidas ajudam a melhorar o fluxo de permeado das membranas,
como retrolavagens periddicas, criacdo de turbuléncia na alimentacao por chicanas e bolhas de
gds para melhorar a limpeza da membrana e gerar turbuléncia (CASSANO; BASILE, 2011).

Para a maioria das aplicacdes hd uma reducdo gradual do fluxo de permeado ao longo
do tempo devido ao acimulo de material na superficie da membrana, que nao participa do
transporte de massa através da membrana. Frequentemente algumas medidas preventivas
podem evitar o entupimento das membranas, como pré-tratamento, altas velocidades de fluxo
e baixas pressoes (PORTER, 1990).

A colmatacdo das membranas pode ser avaliada por diversos métodos e modelada
através de equacdes. Um dos métodos mais atuais € a andlise por microscopia eletronica de

varredura (MEV) retratando de forma visual a superficie, poros, seccdo transversal e outras
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partes da membrana (ZANARDINI et al., 2017; WANG; LIN, 2017). Os modelos matematicos
para o processo de colmatacdo ajudam a interpretar os fendmenos ocorridos durante este
processo. Um modelo estudado e com boa representacdo é o proposto por HO e Zydnei (2000)
para obter dados experimentais de microfiltracdo de proteinas. Este modelo ainda vem sendo
utilizado por diversos autores com sucesso na modelagem de outras solucoes (BAGUENA et
al.,, 2013; PENG; TREMBLAY, 2008; KARASU et al., 2010). Neste modelo o fluxo total a
qualquer tempo da filtragdo (Q) é dado pelo somatdrio do fluxo dos poros abertos e
parcialmente abertos onde a torta se formou, aumentando a resisténcia ao fluxo.

A ultrafiltragao € o método mais comumente utilizado para a concentragdo e formulagcao
final de proteinas recombinantes (SHIRE; SHAHROKH; LIU, 2004; REIS; ZYDNEY, 2007),
sendo estudada também na purificacdo de ficocianina (CHAIKLAHAN et al, 2011;
SORENSEN; HANTKE; ERIKSEN, 2013; GANTAR et al., 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

Os materiais e métodos descrevem como foram conduzidos os experimentos de
extracdo, purificacdo e caracterizacdo da ficocianina obtida a partir da Spirulina sp. LEB 18
proveniente de cultivos realizados na planta piloto de produ¢do de microalgas do Laboratério
de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal de Rio Grande situada na cidade de
Santa Vitéria do Palmar/RS. Também descreve os equipamentos utilizados para o processo de
separacdo por membranas, tipos de membranas e as andlises recolhidas durante os

experimentos.

3.1 TESTES DE EXTRACAO DE FICOCIANINA POR DIFERENTES METODOS

O processo de extragdao de ficocianina pode interferir na etapa de purificacdao, deste
modo decidiu-se realizar um testes de extracdo através dos diferentes métodos descritos a
seguir.

O primeiro método de extracdo avaliado foi através do processo de congelamento e
descongelamento (CD) utilizando-se 1 g da microalga e 30 mL de dgua destilada e
condicionados em frascos com tampa, os quais foram conduzidas ao processo de congelamento
a 0 °C por cerca de 3 h apds esse periodo, levadas ao refrigerador para o descongelamento a 4
°C (MORAES, 2011) por mais 3 h. Os processos de congelamento e descongelamento foram
realizados de forma sucessiva por 3 vezes.

O segundo método de extracao foi realizado acondicionando-se uma suspensdo de 0,1
g diluida em 10 mL de dgua destilada. Para melhorar o processo de extracdo utilizou-se uma
proporcao de 1:1,1 (g biomassa: g pérolas de vidro) conforme Medeiros et. al, (2008). Os tubos
de ensaio foram entdo submetidos ao tratamento em banho ultrassonico (40 kHz) durante 40,
50 e 60 min (MEDEIROS et al., 2008) e designados UP40, UP50 e UP60, respectivamente.

O terceiro método utilizou tampao fosfato de sédio (TP) para extrair o conteido de
ficocianina presente na biomassa em método adaptado de Chen et al. (2016), onde 0,1 g de
biomassa seca foi suspensa em 10 mL de solucdo tampao fosfato 0,15 M (pH 7,0) e mantida a
4 °C e na auséncia de luz durante 21 horas.

Ap6s os tratamentos acima descritos, realizou-se uma centrifugacdo a 4400 g durante

15 min em centrifuga CIENTEC CT-5000 e o sobrenadante foi considerado como extrato bruto
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de ficocianina seguido da designacdo citada em cada método e foram caracterizados conforme

item 3.3.

3.2 SISTEMAS DE FILTRACAO

Os experimentos de purificacdo através de separa¢do por membranas foram realizados
em duas etapas, sendo a primeira em escala de bancada utilizando membranas planas de
microfiltracao e ultrafiltracdo. J4 a segunda foi realizada em equipamento piloto de filtragao
tangencial utilizando uma membrana tubular de ultrafiltracio seguida de diafiltracao dentro das

mesmas condigdes.

3.2.1 Filtragdo em membranas planas

A unidade de filtracdo para membranas planas utilizada era composta por um tanque de
alimentacdo com capacidade para 1 L, sob temperatura ambiente, conectado ao médulo de
filtracdo. O médulo de filtragdo era constituido de acrilico e possuia duas saidas, sendo uma de
permeado e outra de rejeito. O rejeito redirecionado ao tanque de alimentagdo permite que

ocorra a concentra¢do dos compostos de interesse conforme a Figura 4.

Figura 4 Diagrama esquemdtico do médulo de filtracdo por membranas

Entrada da corrente Saida da corrente
de alimentagio de retido

Moddulo de
filtracdo

Saida da corrente
de permeado

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

A corrente foi acondicionada em um tanque com capacidade para 1 L para medi¢do de
fluxo e a corrente de retido retornou ao tanque de alimentagdo para posterior caracterizacao

conforme item 3.3. A Figura 5 ilustra as correntes de processo.



Figura 5 Fluxograma das correntes de processo de filtragdo por membranas
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

[ gl | :

- Modulo de filtragao

Tangue de alimentagio

Bomba peristaltica

- Valvula esfera
- Manémetro
-Membrana

- Tangue de permeada

35

As membranas utilizadas foram membranas planas, sendo uma de microfiltracdo com

tamanho de poro de 0,4 um e uma de ultrafiltracio com tamanho de poro de 60 kDa, ambas

com drea de 0,0039 m? para reten¢do da ficocianina. A pressdo utilizada no processo de

separagdo foi de 1,5 bar.

3.2.2 Filtracdo em membrana tubular

Para a ultrafiltracdo e diafiltracdo em membrana tubular, utilizou-se equipamento piloto

PROTOSEP para filtragdo tangencial, através de uma membrana tubular de Fluoreto de

polivinilideno (PVDF) com éarea de filtracdo de 0,1 m? e tamanho de poro entre 30 e 80 kDa

sob uma pressdo de 1,5 bar. Este equipamento era composto por um reservatério de aco

inoxidavel de 10 L de capacidade e uma bomba pneumadtica para alimentac¢do do extrato bruto

na carcaga da membrana como representado na Figura 6.

Figura 6 Diagrama do equipamento piloto de filtracdo tangencial

e @

E
Vilwela Manémeatro Retido
esfera
Tangqus
I Membrana
Permeado l
Bomba pnsemaitica

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.
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A corrente do retido foi direcionada ao tanque de alimentacdo, permitindo assim a
concentragdo e purificacdo da ficocianina mediante a exclusdo de compostos de menor peso
molecular através da corrente de permeado. O processo de separacdo foi mantido até que o
volume inicial fosse reduzido em 50%.

A parte retida correspondeu ao extrato bruto ultrafiltrado. Para que houvesse um
aumento na pureza, foi realizado no mesmo equipamento a diafiltracdo, seguindo adaptagdes
de procedimento realizado para purificacio de concentrado de soro de leite sugerido por
Seguenka (2016), Baldasso (2008) e Pagno et al. (2009), onde retornou-se ao volume inicial
pela adicao de 4gua de osmose inversa e declorada, seguindo de filtracdo até que seu volume

fosse reduzido em 50%. Este processo de diafiltracdo foi realizado por 3 vezes consecutivas.

3.3 DETERMINACOES ANALITICAS

Os extratos brutos e purificados foram submetidos a andlise de concentracdo de
ficocianina através da dilui¢do em solug@o aquosa e leitura da absorbancia para quantificacao.
A quantificacdo foi realizada conforme definicao de Bennett e Bogorad (1973), apresentada na

Equacdo 1.

Ae20~ 0,474 (A652)
5,34

PC = (1)

Onde:

PC = concentragio de ficocianina (mg.mL™);
Ag20 = absorbancia a 620 nm;

Agsz = absorbancia a 652 nm.

A pureza da ficocianina determinou-se conforme Equacdo 2 (ABALDE et al. 1998).

PCPC = Ze20 (2)
Azg0
Onde:

PCPC = Pureza da ficocianina;

Agpo = absorbancia a 620 nm;



37

Asgo = absorbancia a 280 nm.

A partir destes dados foi possivel calcular o fator de purificacdo, através do quociente

entre a pureza do extrato purificado e a pureza do extrato bruto pela Equagao 3.

PF = % 3)

Onde:
PF = Fator de purificacao;
PC, = Pureza da ficocianina no extrato purificado;

PC. = Pureza da ficocianina no extrato bruto.

A quantidade de ficocianina presente no extrato purificado em relacao ao extrato

bruto, foi dada pela Equagao 4.

_ (PCpxWp)
(PCc X V¢)

EP x 100 4)

Onde:

EP = Eficiéncia do processo;
PC, = Concentracdo de ficocianina no extrato purificado;
PC. = Concentracdo de ficocianina no extrato bruto;
V= Volume do extrato purificado;

V. = Volume do extrato bruto.

3.3.1 Determinagao do potencial antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante dos extratos obtidos foram realizados via
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) pelo método desenvolvido por Brand-Willians,
Cuvelier e Berset (1995) e modificado por Mensor et al. (2001).

O método DPPH se da na reducao do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), de
coloracdo purpura, onde, ao receber um elétron ou um radical hidrogénio, altera sua coloracao

de violeta para amarelo (difenil-picril-hidrazina). Esta coloracdo amarela indica sua
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estabilidade, ocasionando decréscimo da absorbancia a 515 nm (ROGINSKY; LISSI, 2005). A
quantidade do radical DPPH removido do meio é proporcional a atividade antioxidante das
substancias presentes na amostra.

Uma aliquota de 0,1 mL de extrato foi adicionada a 2,9 mL de solu¢do etandlica do
radical livre DPPH 1 mM e incubado ao abrigo da luz durante 60 min. A reducdo do radical
livre foi mensurado através da leitura da absorbancia em espectrofotometro ao comprimento de

onda de 515 nm e a porcentagem de inibi¢ao foi calculado de acordo com a Equagao 5.

absorbanciagontrole—absorbanciagmostra

% inibicao = ( P w— x 100) (5)

O controle foi realizado pelo solvente extrator e a solu¢io de DPPH sem adicao da

amostra.

3.3.2 Determinacdo das resisténcias nas membranas planas

O efeito de colmatacdo nas membranas planas foi calculado através da medicdo dos
fluxos de permeado, antes e apos a filtracdo do extrato bruto de ficocianina utilizando dgua
destilada e durante a filtracdo do extrato bruto de ficocianina. Com os resultados das
permeabilidades antes e apds a filtracdo pdde-se medir as resisténcias da membrana (Ru),
resisténcia reversivel (R;) e resisténcia irreversivel (Rj;), através da adaptacdo da Lei de Darcy

por Gésan-Guisiou (1999) conforme a Equacdo 6.

TMP

J= (6)

H(Rm+Rr+Rir)

3.3.3 Andlise de microscopia eletronica de varredura nas membranas planas

As membranas planas de 0,4 pum e de 60 kD foram destinadas a andlise em microscopio
eletronico de varredura (MEV) em aparelho da marca TESCAN e modelo VEJA 3 LMU
localizado no Laboratério de Metalografia da Faculdade de Engenharia e Arquitetura da
Universidade de Passo Fundo. Esta andlise possibilita as imagens de superficie de topo e se¢des

transversais das membranas. Como preparo, as membranas foram armazenadas em ultrafreezer
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a -84 °C durante 20 h e liofilizadas antes da deposi¢ao de uma camada condutora de 0,3 nm de
espessura composta por ouro. Para a realizacdo da andlise das secc¢Oes transversais das
membranas, estas foram fraturadas ap6s imersao em nitrogénio liquido durante 30 min, seguido
de nova liofilizacao antes da deposi¢do da camada condutora. As amostras foram analisadas

com energia de 30 kV.

3.3.4 Modelagem usando o Solver adicionado ao Microsoft Excel na membrana tubular.

O método utilizado foi desenvolvido usando o Microsoft Excel 2010 e o Solver foi usado
para estimar os parametros dos modelos. Para realizar a modelagem do fluxo permeado, o
modelo de Ho e Zydney (2000) (Eq. 1) foi implementado como uma fun¢do definida pelo
usudrio e o solver € executado automaticamente por um macro. A func@o do Solver ¢ minimizar
a soma residual de quadrados (SRQ) entre as previsdes numéricas e os dados experimentais
usando o procedimento de otimizagdo de regressao nao linear disponibilidado por este. O SRQ
¢ minimizado com a variacdo aleatéria dos parametros resisténcia da torta (a) e bloqueio de
poro (Rp). Os dados de entrada requeridos sdo o fluxo de permeado (J), o tempo (t), a pressao
transmembranar (P), a viscosidade do permeado (p) e a concentracdo volumétrica (Cb) da
solucdo de alimentacdo. A resisténcia 2 membrana (Rm) também € necessaria. Este parametro
pode ser diretamente informado pelo usudrio ou calculado com os dados de permeagdo para

agua pura.

7=/ [exp (_ a:\;’jb t) + R:pr (1 — exp (— "‘j—}‘;ﬂcb t))l (8)

3.3.5 Determinagdo por espectroscopia em infravermelho por transformada de Fourier dos

extratos purificados por ultrafiltracio e diafiltracio em membrana tubular

A espectroscopia em infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) corresponde a
medicdo da radiacdo transmitida, absorvida ou refletida por uma amostra. As relagcdes entre as
transicoes dos diferentes niveis vibracionais se relacionam com a radiacio de forma a

caracterizar grupos funcionais distintos. Assim, as amostras purificadas por ultrafiltragdo e por
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diafiltracio foram submetidas a andlise utilizando-se 0,5 mL de amostra sem diluicdo
diretamente no leitor do espectrofotdmetro na regido espectral de 1.000 a 2.000 cm™. O
espectrofotometro Cary 630 F-TIR da Agilent Technologies utilizado pertence ao Parque

Tecnolégico da Universidade de Passo Fundo - UPF.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4 TESTES DE EXTRACAO POR DIFERENTES METODOS

Os testes de extracdo foram executados a fim de verificar qual a maior extragdo possivel
de ficocianina, bem como a maior pureza alcancada pelos mesmos a partir da biomassa de
Spirulina sp. LEB 18 sob diferentes metodologias. Os resultados obtidos nos testes de extracdo
por congelamento e descongelamento, banho ultrassonico e com tampao fosfato de sédio estao

apresentados na Tabela 4.

Tabela 1 Concentragdo e pureza de ficocianina no extrato bruto obtido a parti da Spirulina sp LEB 18

Método de Ficocianina* Pureza da
extracio (mg.geer ™) Ficocianina*
CD 47,940+0,456 * 0,372+0,003
UP40 37,457+0,089 ° 0,438+0,001
UP50 40,240+0,013 ¢ 0,449+0,003
UP60 41,871+0,456 ¢ 0,459+0,001
TP 58,540+0,256 © 0,516x0,005

*Resultados de média+desvio padrdo. Congelamento e descongelamento (CD); Banho Ultrassonico
com tempos de 40 min (UP40), 50 min (UP50) e 60 min (UP60); Tampao fosfato (TP).

Verifica-se na Tabela 4 que o método de extracdo da ficocianina a partir da biomassa
apresenta diferencas significativas (p<0,05) em relacdo a quantidade a ser extraida. Do mesmo
modo, a pureza também sofre interferéncia de acordo com a metodologia empregada. A
extragdo com maior quantidade de ficocianina foi utilizando-se solu¢do tampdo fosfato,
atingindo um valor de 58,54 mg.g”!' de biomassa seca, correspondendo a 15,7 % do total de
protefna da biomassa 371,7 mg.gceua™'. Este valor € relevante quando considera-se que a fragio
proteica da Spirulina pode conter até 20 % de ficocianina (VONSHAK, 1997) e que segundo
Sarada, Pillai e Ravishankar (1999) e Chaiklahan et al. (2011) a redu¢do no contetido de
ficocianina pode ser de até 50 % quando utilizado processos de secagem da biomassa através
de fluxo cruzado, aspersao ou fornos. A extracao utilizando banho ultrassonico apresentou um
valor crescente para a extracdo de ficocianina conforme o tempo utilizado, obtendo seu melhor
resultado 41,87 mg.gc”! no tempo de 60 minutos, sendo muito préximo ao encontrado por
Moraes et al. (2011) que obteve 43,75 mg.gc.;”! nas melhores condi¢des de sua extragio com

banho ultrassonico.
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Considerando a extracdo por tampao como base de cdlculo, o rendimento da extracdo
por congelamento e descongelamento apresentou um rendimento de 81,9% quando comparada
a extracdo com tampao fosfato de sédio, sendo este valor 10,4 % superior a extracdo com banho
ultrassonico. Este rendimento coloca a extracao por congelamento e descongelamento a frente
dos processos com banho ultrassdnico, porém quando comparamos a pureza do extrato obtido
isto se inverte, pois a pureza do extrato bruto obtido por banho ultrassonico foi superior em 19
9. O banho ultrassonico ja vem sendo estudado na obtencdo de extrato bruto de ficocianina
alegando, em algumas ocasides, superioridade em relacdo ao método de congelamento e
descongelamento (MORAES et al., 2011; ORES; AMARANTE; KALIL, 2016; LIU et al.,
2017).

A extracdo utilizando tampao fosfato de sédio pH 7,0 se apresenta como a melhor
alternativa dentre os métodos testados (RAMOS; ACIEN; FERNANDES-SEVILLA, 2011)
neste trabalho e também em relacdo a outros tamponantes como tampao citrato pH 5,0 ou
tampao acetato pH 6,0 (SARAN et al. 2016). Chen et al. (2016) utilizou a extragdo com tampao
fosfato na extracdo de ficocianina como método de referéncia para quantificagdo de ficocianina
presente na microalga obtendo um extrato com pureza de 0,99 apds centrifugacao a 10.000 g,
sugerindo assim que este método possui uma extragcao relevante ao ponto de ser utilizado como
base de célculos. Saran et al. (2016) obteve 137 mg. geei”! de ficocianina combinando o tamp3o
fosfato com o processo de congelamento e descongelamento, seguido de centrifugacdo a 10.000
g. A solucdo de tampao fosfato de sédio obteve valores maiores de extracdo € um menor grau

de impurezas, o que é desejavel para um processo de separagdo por membranas.

3.5 PROCESSOS DE SEPARACAO POR MEMBRANAS NA PURIFICACAO DOS
EXTRATOS BRUTOS DE FICOCIANINA

A purificagdo dos extratos brutos de ficocianina estudadas apresentou um fendmeno
inesperado de forte colmatacdo quando realizada em equipamentos de escala de bancada. Assim
para comprovacdo deste fenomeno as andlises das resisténcias e visualizacdo em MEV se
mostraram de fundamental importancia. Ja para a purificacdo em escala piloto, optou-se pela

modelagem.

3.5.1 Purificac@o do extrato bruto de ficocianina através de membranas planas



43

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos para o extrato bruto através da lise celular
da Spirulina sp. por ciclos de congelamento e descongelamento utilizada no processo de

purificacgao.

Tabela 2 Rendimento de ficocianina no extrato bruto.

Ficocianina*® Ficocianina*® Pureza da
(mg.mL™") (mg. Geelia™) Ficocianina*
1,383+0,014 41,49+0,042 0,355+0,003

*Resultados de média+desvio padrao.

O conteido de ficocianina obtido através do processo de congelamento e
descongelamento apresentou um rendimento de 41,49 mg.gceiia !, resultado este semelhante ao
encontrado por Moraes et al. (2007) de 44,4 mg.gceiala”’ em seu melhor cultivo. Este resultado
foi 14 % menor que o obtido no teste de extragao, isto se deve ao fato de que durante o processo
de congelamento e descongelamento, algumas amostras podem ndo terem sido ou congeladas
ou descongeladas totalmente antes do préximo ciclo, reduzindo a eficiéncia da lise celular no
processo.

Um contetido de 41,49 mg.gcewia”! corresponde a 4,15 % do extrato seco presente na
biomassa e representa 8,6 % dos sélidos presentes quando comparados a literatura (KAMBLE;
GAIKAR; PADALIA, 2013; SHANAB et al., 2012). O baixo grau de pureza do extrato bruto
de ficocianina ndao € um limitante para o trabalho pois este valor poderia chegar ao valor de 0,7,
correspondente a0 minimo grau de pureza necessdrio para uso em produtos alimenticios,
conforme Rito-Palomares, Nufies e Amador (2001) em um processo de purificagdo. O processo
de congelamento e descongelamento, apresenta ainda a vantagem de ndo utilizar produtos
quimicos, possibilitando o uso da parte nao utilizada neste processo para outras aplicagdes como
por exemplo a extracdo de outros metabdlitos de interesse ou a producdo de biocombustiveis
ndo trabalhados neste estudo.

A filtrac@o do extrato bruto de ficocianina foi realizada em membrana plana de 0,4 pm
e apresentou um baixo fluxo de permeado sem muita variacdo durante todo o processo (Figura
7). O reduzido fluxo de permeado se deve ao somatdrio de vdrios processos de entupimento,
que se d4 inicialmente pela adsor¢do das proteinas na membrana, podendo ocorrer antes ainda
do permeado comecar a ser gerado (JAMES; JIN; CHEN, 2003).

Em sistemas onde ha formacdo de torta, este é caracterizado por uma queda répida de
fluxo inicialmente e apds a formacao da torta uma queda lenta (BRIAO; TAVARES, 2012; HO;
ZYDNEY, 2000). A queda inicial do fluxo de permeado pode nao ter sido percebida devido a
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baixa vazdo de permeado propiciada pela drea superficial da membrana de 0,0039 m? no

médulo de filtracdo.

Figura 7 Fluxo do permeado de ficocianina na microfiltracdo em membrana de 0,4 um
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

O comportamento do fluxo de permeado, aliado a grande diferenca em relagdo a
permeabilidade hidrdulica da membrana 0,4 pm (Figura 8), indica a ocorréncia do processo de

entupimento logo nos segundos iniciais, reduzindo o fluxo de forma considerdvel e impedindo

que o fluxo obtivesse uma curva dentro dos modelos tradicionais.

Figura 8 Permeabilidade da membrana de 0,4 um antes (a) e depois (b) da filtracdo do extrato bruto de

ficocianina
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

A membrana de 0,4 um ap6s a filtragao foi limpa com dgua deionizada para retirada da

torta formada sobre a superficie da membrana. O teste de permeabilidade hidraulica realizado
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na membrana apos a filtragdo, gerou pouco aumento de fluxo, confirmando o entupimento dos
poros.

As resisténcias apresentadas na Tabela 2, trazem novos elementos para o entendimento
do mecanismo que conduziu a redug¢do do fluxo de permeado. Pode-se observar que a
resisténcia com maior efeito, foi a reversivel. A resisténcia reversivel é formada pela resisténcia

devido a formagao de torta e também pela polariza¢do por concentragao.

Tabela 3 Resisténcias apresentadas na microfiltracao do extrato bruto

Membrana R.10" m") Rn10@m') Ri.10"m')  R.10"°(m™)
0,4 um 1836,26 18,44 196,24 1621,58

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

R: Resisténcia total; Rm: Resisténcia da membrana; R;;: Resisténcia irreversivel; R;: Resisténcia

reversivel.

Como a limpeza das membranas nio resultou em uma alta recuperacdo do fluxo de
permeado, estima-se que a adsorcdo das proteinas e suas interacdes, podem ter obstruido os
poros, ou ainda que ndo, o acimulo destas sobre a superficie da membrana pode ter gerado uma
forma de incrustacdo chamada de polarizacdo por concentracdo. A polarizagdo por
concentracdo ocorre quando o soluto € repelido por um processo osmoético decorrente do alto
gradiente de concentracdo de soluto na superficie da membrana, evitando assim que este
permeie a membrana (INGHAM et al., 1979).

Para uma complementacgao visual do efeito de colmatagdo sofrido pela membrana de 0,4

um durante a microfiltracdo, esta foi analisada por MEV conforme as Figuras 9, 10 e 11.
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Figura 9 Visualizacdo por MEV do topo da superficie da membrana de 0,4 pm antes da filtracao do
extrato bruto de ficocianina

SEMHV: 30.0kV | Date(m/dly): 06/02/16 |
View field: 138 pym Det: SE 20 pm
SEM MAG: 3.00 kx Amostra 1_3000x_01 Performance in nanospace

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Figura 10 Visualizagdo por MEV do topo da superficie da membrana de 0,4 um apds a filtracao do
extrato bruto de ficocianina

L)
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SEM HV: 30.0 kV  Date(m/dly): 06/02/16 | ‘ VEGA3 TESCAI
View field: 138 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 3.01 kx Amostra 4_3000x_01 Performance in nanospace

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

A visualizacdo da superficie da membrana de 0,4 um nos permite avaliar de uma forma

melhor o processo de colmatagdo. Os poros presentes nas Figura 9 sdo totalmente cobertos
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pelos compostos presentes no extrato bruto que se adsorveram a superficie da membrana, a
pressao positiva que forca o fluxo através da membrana faz que alguns compostos penetrem a
membrana ao mesmo tempo em que outros se depositam sobre ela formando a torta. Isto afeta
diretamente o fluxo de permeado e também a capacidade de permeio das ficobiliproteinas,
resultando em um permeado com baixissima concentracdo de ficocianina, apenas realizando

uma concentragao do meio, como pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 4 Concentracdo e pureza da ficocianina obtida apds filtracdo do extrato bruto em membrana de

0,4 um
Fracdo Ficocianina* Pureza da
(mg.mL™") Ficocianina*
Permeado 0,1657+0,0043 0,0651+0,0009
Retido 1,9058+0,0208 0,3454+0,0034

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Uma visdo do corte transversal da membrana de 0,4 um (Figura 11) possibilita verificar
o processo de colmatacdo, observando a camada inferior porosa e a camada superior da
membrana. Na parte superior ndo se distingue a superficie da membrana, devido ao processo

de preenchimento de alguns poros, a adsor¢do e a formagao de torta sobre a mesma.

Figura 11 Visualizagdo por MEV do corte transversal da membrana de 0,4 um apds a filtragdo do
extrato bruto de ficocianina

——

-
SEM HV: 30.0 kV  Date(m/dly): 06/02/16

View field: 20.8 ym Det: SE 5pum
SEM MAG: 20.0 kx Amostra 6_20000x_01 Performance in nanospace

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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A ultrafiltracdo obteve valores semelhantes de fluxo de permeado que a microfiltracao
(Figura 12), mesmo possuindo uma permeabilidade hidrdulica muito inferior a da
microfiltragcdo. Isto se deve principalmente pelo processo de colmatacdo da membrana de 0,4
um. Ainda pode-se notar que este grafico de filtracdo do extrato bruto celular, mais uma vez
ndo apresentou comportamento caracteristico da formacao de torta, também afetada pela alta

concentragao de solutos que deveriam ter sido eliminados no processo de microfiltracdo.

Figura 12 Fluxo do extrato bruto celular em membrana de 60 kDa
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Os dados obtidos para a permeabilidade da membrana de ultrafiltracdo estdo

representados na Figura 13.

Figura 13 Permeabilidade hidrdulica da membrana de 60 kDa antes e ap6s a ultrafiltracio
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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Na ultrafiltragcao a colmatacao ocorreu de forma superficial (Figura 14), na vista de topo
da membrana antes da filtracdo, pode-se observar claramente a estrutura porosa da membrana,
jé na Figura 15 uma regido mais escura representa onde os poros possuem uma fina camada de
torta sobre sua superficie, e alguns orificios provenientes de vactiolos da membrana com seus

interiores expostos devido ao manejo ou processo produtivo das mesmas.

Figura 14 Visualizagdo por MEV do topo da superficie da membrana de 60 kDa antes da ultrafiltragdo
do extrato bruto de ficocianina
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Figura 15 Visualizagcdo por MEV do de topo da superficie da membrana de 60 kDa apds da
ultrafiltracdo do extrato bruto de ficocianina

- ; {
- . Lo %&\ R S
SEM HV: 30.0 kV Date(m/dly): 06/02/16 | | | | | |
View field: 138 pm Det: SE 20 ym
SEM MAG: 3.00 kx Amostra 2_3000x_01 Performance in nanospace

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.



A Figura 16 demonstra através de um corte transversal a ndo ocorréncia de constricao

dos poros e pouquissima formacao de torta, tendo como principal for¢a atuante a adsorcdo de

proteinas a superficie e a polarizacdo por concentragao.

Figura 16 Vista do corte transversal da membrana de 60 kDa ap6s a filtragdo
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

A concentracdo de soluto também atua como um dos fatores de forte influéncia sobre a

queda do fluxo de permeado. A dilui¢do do extrato bruto poderia ser uma alternativa a este

efeito, ainda que esta pratica dificultaria o processo de escalonamento do processo de

purificacdo (BINABAIJI et al., 2015). Os resultados apresentados na Tabela 4 demonstram

houve uma reducao superior a 10% da pureza no processo de ultrafiltracao.

Tabela 4 Concentracdo e pureza da ficocianina obtida apds filtracdo do extrato bruto em membrana de

60 kDa
Fracdo Ficocianina* Pureza da
(mg.mL™") Ficocianina*
Extrato Bruto 1,240+0,011 0,380+0,006
Permeado 0,052+0,008 0,024+0,003
Retido 1,498+0,036 0,336+0,005

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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3.5.2 Purificacdo do extrato bruto de ficocianina através de membranas tubular em escala

piloto

A extragdo por tampdo fosfato de sédio 0,1 M e pH 7,0 foi selecionada para esta etapa
devido ao seu melhor rendimento em termos de quantidade e pureza do extrato bruto de
ficocianina, além da facilidade do escalonamento para um equipamento piloto.

A Figura 17 apresenta os fluxos de permeado ao longo do tempo das etapas de

ultrafiltracdo e diafiltracdo.

Figura 17 Comportamento do fluxo em relacdo ao tempo durante o processo de purificacio da ficocianina.
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O grafico mostra que o fluxo inicial decai de forma rapida logo nos primeiros minutos
de filtracdo. Vdrios autores observaram esse fendmeno que € explicado devido a formacao da
camada de polarizacdo por concentragdo, ao fouling (acimulo de matérias depositadas na
membrana durante a fase de polarizacdo da concentracio, também chamado de colmatacdo da
membrana) e ao aumento da concentragdo da solugdo (AFONSO et al.,, 2004; REKTOR;
VATAI, 2004; BACCHIN; AIMAR; FIELD, 2006).

Observou-se que ao iniciar cada etapa de diafiltracdo houve um aumento no fluxo de
permeado. Esse aumento de fluxo ocorre porque a dgua adicionada dilui os sélidos presentes
no retido reduzindo a polarizacdo por concentracdo, mas conforme a dgua adicionada é
removida no permeado e o retido recupera sua concentracao inicial e o fluxo volta a cair.

A literatura sugere que para a ultrafiltracdo e outros processos de separacdo por

membranas, vérios fatores afetam o desempenho do processo como velocidade tangencial,
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pressdao de operacdo e operagdes de limpeza e retrolavagem (CASSANO et al, 2013; HO;
ZIDNEY, 2000; SALTIK et al, 2017).

Gunther et al. (2012), estudaram a distribuicdo do fluxo de permeado em membranas de
fibra oca e constataram que as velocidades de filtracao variam ao longo da fibra e isto conduz
a formacgdo de torta pelo depdsito irregular das particulas sobre a membrana. Este fendmeno
ocorre devido a primeira fracio de permeado ndo encontrar obsticulos para atravessar a
membrana, apds inicia-se os processos de formacgao de torta e polarizagdo por concentragao.

A Figura 18 apresenta o fluxo de permeado durante todo o processo de ultrafiltracao
comparado com a curva de colmatacdo segundo o modelo de Ho e Zydney (2000),
demonstrando sua capacidade para a modelagem de processos de micro e ultrafiltracdo de
solugdes proteicas em frente a outros modelos (PENG; TREMBLAY, 2008; SAMPATH;
SHUKLA; RATHORE, 2014; BAGUENA et al., 2013).

Figura 18 Fluxo de permeado durante a ultrafiltracdo do extrato bruto de ficocianina em membrana tubular.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

O fluxo inicial foi de 35 L.m2.h"!, declinando para 22 L.m2.h™! ap6s o primeiro minuto
de operacio e seguindo com uma gradual reducdo de fluxo até valores préximos a 15 L.m™.h"
I Isso ocorre devido ao aumento da concentraciio da solugio de alimentagio, esta concentracio
aumenta a camada de depésito e reduz o fluxo de permeado até que se atinja uma condigdo
estacionaria (ATRA et al. 2005).

Resaei et al. (2011) explicam em seu trabalho sobre os mecanismos de incrustracio em
membranas de microfiltragdo, que a pressdo e os valores de Reynolds afetam de forma positiva
no fluxo de permeado, sugerindo que valores melhores podem ainda serem obtidos para este
processo. A partir de Moror6 (2013), outros parametros podem ser otimizados para uma escala
industrial, pois o fluxo depende de caracteristicas do meio tais como, concentracdo, carga,

tamanho das particulas e condi¢cdes hidrodinamicas.
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A retengdo das proteinas no processo se deu de forma positiva, pois na ultrafiltracao foi
possivel reter 85 % das proteinas presentes no extrato bruto e 74,5 % do conteido de
ficocianina. O grau de pureza também foi elevado a 0,66 representando um aumento de 81,8
%.

A Tabela 5 apresenta as concentragdes de proteina e ficocianina em todas as etapas do

processo.
Tabela 5 Concentragdo de ficocianina no extrato bruto e sua recuperagao
Amostras Ficocianina Ficocianina
(ng.gee ™) (mg.mL™)

Extrato bruto de ficocianina 65,630+4,809* 0,656+0,048

Retido ultrafiltracao 48,882+1,245 0,978+0,025

Retido diafiltracdo 1 45,477+4,577 0,9104+0,083

Retido diafiltracao 2 41,966+2,183 0,839+0,022

Retido diafiltracdo 3 41,670+0,714 0,833+0,014

*Valor considerado como 100% para base de calculos.

Pdde-se visualizar que a reducdo de proteina teve uma maior relevancia nas etapas de
ultrafiltracdo e nas duas primeiras diafiltragdes. Nas diafiltragdes 2 e 3, ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) para o grau de pureza, a0 mesmo tempo que os valores de proteina nao
sofreram mudangas significativas. Isso sugere que o processo pode ser realizado realizando-se
apenas uma diafiltracdo ou duas diafiltracdes.

O grau de pureza durante todo o processo de purificagdo pode ser observado na Figura
19.

Figura 19 Grau de pureza da ficocianina durante o processo de purificagcdo
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.



54

Se considerarmos a etapa de ultrafiltracdo e diafiltracdo como um todo, a pureza da
ficocianina partiu de 0,54 para 0,83 com um fator de purificacdo de 1,54 e efici€ncia de processo

de 0,635 apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 Fator de purificagdo e eficiéncia durante as etapas de purificagdo do extrato bruto de ficocianina

Amostras Fator de Purificaco* Eficiéncia do
Processo*
Retido ultrafiltracio 1,22 74,5
Retido diafiltracdo 1 1,41 69,4
Retido diafiltracao 2 1,52 63,9
Retido diafiltracdo 3 1,54 63,5

* Calculados em relacdo ao extrato bruto de ficocianina

O fator de purificacdo da ultrafiltracdo atingiu valores de 1,22, ficando abaixo dos
encontrados por Chaiklahan et al (2011) e Figueira et al. (2012). Isto se justifica pelo fato de
que o corte da membrana utilizada nos ensaios possui uma faixa de corte entre 30 e 80 kDa e a
utilizada por estes autores um corte de 50 kDa. As substincias com peso molecular entre 30 e
50 kDa que ficaram retidas podem influenciar de forma a reduzir a pureza da solugdo de
ficocianina da corrente de retido. Apds as trés didlises foi possivel obter um fator de purificacao
de 1,54. O grau de pureza alimentar foi alcancado ji na primeira didlise e demostrou-se
fortemente ligado ao rendimento de extragcao, pois em um dos ensaios realizados atingiu-se grau
de pureza alimentar apenas ultrafiltrando o extrato bruto.

A obten¢do do grau de pureza alimentar de 0,7, proposto por Rito-Palomares, Nuiies e
Amador (2001) € superado na primeira didlise (Figura 19) atingindo valores de 0,763+ 0,016
com fator de purificacdo de 1,41 e eficiéncia de processo de 0,689. Isto sugere que as
diafiltracdes subsequentes podem ser planejadas conforme a pureza do extrato bruto e seu
resultado apds a ultrafiltracao, utilizando-se de um ndimero maior ou menor de etapas para a
obten¢do da pureza desejada. O aumento de pureza da ficocianina pode ser também explicado
pela andlise de espetroscopia de infravermelho pela transformada de Fourier (FTIR)

apresentada na Figura 20.
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Figura 20 Espectroscopia por infravermelho pela transformada de Fourier.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.

Através da espectroscopia por FTIR, pode se observar a banda especifica da amida 1 a
1655 cm’! (alongamento da ligacdo C=0) e da amida 2 a 1543 cm™ (SUSI, 1972; KRIMM,;
BANDEKAR, 1986). A posicao e a forma da banda de amida 1 sdo utilizadas para a andlise da
estrutura secunddria da proteina. O formato da banda de amida 1 a 1655 cm’, indica para a
ficocianina, a a-hélice como elemento principal da sua estrutura secunddria (FERNANDEZ-
ROJAS, HERNANDEZ-JUAREZ, PEDRAZZA-CHAVERRI, 2014; PATEL et al., 2005).
Pode-se ainda verificar que o uso da diafiltracdo ocasionou a eliminacdo de grande parte dos
sulfatos e fosfatos inorgAnicos que representam uma banda intensa entre 1043 e 1015 cm’'.

A manuten¢do da atividade antioxidante de um biocomposto é uma das caracteristicas
desejaveis em seu processo de obtengdo e purificacdo. A Tabela 7 apresenta os resultados em
percentual de inibi¢do obtido para os extratos de ficocianina antes e apds purificacio em

membrana plana (item 4.1) e membrana tubular (item 4.3).

Tabela 7 Percentual de inibicao do radical DPPH dos extratos de ficocianina

Amostras % Inibigdo & inibi‘g o

30 min 60 min
Extrato bruto obtido por CD 14,24+0,49 37,22+1,24
Extrato bruto obtido por TP 37,60+0,68 38,62+0,65
Extrato bruto CD purificado 16,28+0,27 24,26+0,26
Extrato bruto TP purificado 21,89+1,22 26,90+0,82

Congelamento e descongelamento (CD); Tampao fosfato (TP).

O extrato bruto obtido pela extracdo com tampao fosfato de sédio apresentou um
percentual de inibicdo superior ao extrato bruto obtido por congelamento e descongelamento

no tempo de 30 min. No tempo de 60 min ndo houve diferenca significativa entre a inibicao do
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radical DPPH pelos extratos. Isto se repetiu para os extratos purificados, onde a reducdo do
potencial antioxidante devido ao processo de purificacdo foi de 34% para o processo de
separagdo em membranas planas e de 30% em membrana tubular. Esta queda do potencial
antioxidante estd relacionada a eliminagdo de outras substancias com atividade antioxidante
durante o processo de purificacdo (CHEN, 1996; APEL; HIRT, 2004; CHEN et al., 2005;
SINHA et al., 2003).

Uma alteracdo notada durante o processo de purificacdo foi a reducdo da coloracao
résea/avermelhada, caracteristica da interacdo entre a ficocianina e a ficoeritrina, podendo ser
considerada que esta tltima pode ter sido removida ou oxidada durante o processo (OLIVEIRA,
2012). Os extratos purificados apresentaram valores proximos aos encontrados por Formigheri
et al. (2016) para ficocianina comercial pura e superiores aos encontrados por Cavalheiro et al.
(2013) para solucdes de Spirulina LEB 18.

A manuten¢do do potencial antioxidante durante a purificacio através de processos de
separagdao por membranas demonstra como um processo simples e eficiente pode ser aplicado
em escala piloto, mesmo tendo nos fendmenos de colmatacdo um fator importante a ser
considerado. Pois estes fendmenos implicam na avaliacio dos materiais constituintes das
membranas e do extrato a ser purificado, das condi¢des ideais de operacdo e manutencdo das
membranas, o que inclui a limpeza periddica das membranas para minimizar os efeitos da

colmatagﬁo entre 0s processos.
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4 CONCLUSAO

A combinacdo de métodos quimicos e fisicos s@o uma alternativa para a obtencdo da
ficocianina em grau alimentar de pureza utilizando extragdo com tampao fosfato seguida de
microfiltragcdo e diafiltracdo em membranas tubulares.

O método de extracgdo por solu¢do tampao fosfato obteve melhores resultados de pureza
(0,52) e concentracdo de ficocianina (58,5 mg.g™!) no extrato bruto, superando o método mais
utilizado por congelamento e descongelamento (0,37 e 47,9 mg.g™!, respectivamente).

A utilizacdo de membranas tubulares em uma escala piloto ofereceu resultados melhores
que os testes em membranas planas em escala de bancada produzindo uma solucdo de
ficocianina com grau de pureza alimentar (0,83) e com manuten¢do da sua atividade
antioxidante.

O uso da diafiltracdo apds a ultrafiltracdo se mostrou eficiente na melhora do grau
pureza, se apresentando como uma alternativa que pode ser realizada em quantas etapas forem
necessdrias para que haja um aumento na pureza e remog¢ao dos fosfatos residuais do processo
de extragao por solucdo tampao fosfato.

A colmatagdo € um fendmeno caracteristico dos processos de separa¢do por membranas
e neste estudo pode-se observar que ela foi reversivel e com boa representacdo matematica pelo
modelo de Ho e Zydney, possibilitando um maior entendimento do processo para utilizacdo em
escala industrial.

Como sugestdes de continuidade, poderdao ser realizados estudos frente a diferentes
métodos de extracao e sob condi¢des diferenciadas de operacdo para a otimizacao do processo.
O reuso da corrente de permeado na obtencdo de outros compostos, ou para um processo
continuo de extracdo pode ser estudado complementando e melhorando o processo de

purificacdo com uso de membranas.
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PROCESSO DE SEPARACAO POR MEMBRANAS NA PURIFICACAO DE
FICOCIANINA DE Spirulina sp.
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“Departamento de Engenharia de Alimentos, Universidade Passo Fundo — Campus 1, BR 285 99052-900 Passo

Fundo — RS, Brasil. *e-mail: asbeghen @hotmail.com

Resumo: A ficocianina € um pigmento natural azul fotossintético da familia das
ficobiliproteinas, encontrado nas cianobactérias. Possui propriedades anticarcinogénicas, anti-
inflamatérias e antioxidantes. Além do uso como corante em inddstrias de cosméticos e
alimentos, suas propriedades bioativas permitem a substituicdo dos antioxidantes sintéticos
como BHA e BHT. Uma das fontes deste biocomposto pode ser a microalga Spirulina sp.
Foram realizados testes de extra¢do por congelamento e descongelamento, banho ultrassénico
e solucdo tampao fosfato, sendo que o ultimo obteve o melhor resultado de extracdo. O extrato
bruto obtido por solucdo tampdo fosfato apresentou uma concentracio de 58,54 mg.g™!' de
ficocianina por g de célula e grau de pureza de 0,52. Este extrato bruto foi entdo submetido em
um processo de ultrafiltracdo por uma membrana tubular em equipamento piloto, seguido de
trés diafiltragdes. O processo de purificagdo se mostrou eficiente atingindo grau de pureza de
0,833 com fator de purificacdo de 1,54 e mantendo uma boa atividade antioxidante. O processo
de separacdo por membranas mostrou possuir facilidade de escalonamento e capacidade de
purificag@o da ficocianina em larga escala.

Palavras-chave: Diafiltracdo, extracdo, grau alimentar, ultrafiltracdo.

MEMBRANE SEPARATION PROCESS ON PURIFICATION OF PHYCOCYANIN
IN Spirulina sp.

Abstract: The phycocyanin is a natural blue pigment of photosynthetic phycobiliprotein
family, found in cyanobacteria. Has anticarcinogénicas, anti-inflammatory and antioxidant
properties. Beyond use as a dye in cosmetic and food industries, their bioactive properties allow
the substitution of synthetic antioxidants like BHA and BHT. One of the sources of this
biocompound can be the microalgae Spirulina sp. Extraction tests were carried out by freezing
and thawing, ultrasonic bath and phosphate buffered solution, being the last obtained the best
result of extraction. The crude extract obtained by phosphate buffer solution presented a
concentration of 58.54 mg.g!' of phycocyanin per gram of cell and purity of 0.52. This crude
extract was then subjected to a process of ultrafiltration for a tubular membrane pilot equipment,
followed by three diafiltrations. The purification process proved efficient reaching purity of
0.833 and 1.54 purification factor and keeping a good antioxidant activity. The membrane
separation process showed have ease of scaling and capacity of purification of phycocyanin on
a large scale.

key-words: Diafiltration, extraction, food grade, ultrafiltration.
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INTRODUCAO

A ficocianina € uma proteina natural de cor azul dnica, com cardter altamente solivel e
estavel, com uma massa molecular de cerca de 110 kDa contendo duas subunidades (GLAZER;
STRYER, 1984), pertencente a familia das ficobiliproteinas, encontrada em cianobactérias
(KAMBLE et. al., 2013; MORAES et. al., 2011). Por ser um pigmento natural, pode ser
utilizado na indudstria de alimentos, como corante, por exemplo, em sucos € gomas e na
industria de cosméticos, substituindo os corantes sintéticos (dissertacao SILVA, 2008)

Nos ultimos 20 anos, o interesse sobre o potencial uso da ficocianina tem aumentado
consideravelmente. Além do uso como corante, a ficocianina possui excelentes propriedades
antioxidantes, anticarcinogénicas e anti-inflamatérias (FERREIRA et al., 2010; GANTAR et
al., 2012; RAPOSO; MORAIS; MORAIS, 2013), por isso tem sido muito utilizada em
diagnésticos e cosméticos (SEKAR; CHANDRAMOHAN, 2008; ERIKSEN, 2008). Mas a
distribuicdo no mercado global ainda € limitada, pois os métodos de purificacdo sdo de alto
custo (SILVA et al., 2009).

A cianobactéria Spirulina platensis € uma excelente fonte, podendo conter uma fracao
proteica de até 20 % de ficocianina (VONSHAK, 1997). A quantidade de ficocianina produzida
pela microalga Spirulina sp. dependente de vérios fatores, sendo o método de extracdo e
purificacdo os mais relevantes (GUPTA; SANIS, 2009; PATIL et al., 2008).

A qualidade do extrato bruto da ficocianina é muito importante para que a purificacao
tenha um bom resultado (BHATTACHARYA; SHIVAPRAKASH, 2005). Varios fatores
podem influenciar na concentragdo e qualidade final desse extrato (SILVEIRA et. al., 2007),
mas em geral, o método de extragdo ¢ a chave para a recuperagao de ficobiliproteinas no seu
estado natural com quantidades relevantes e que favorecam os processos de recuperagao,
concentracgao e purificagdo (GUAN, 2016; MOARES et al., 2010).

A etapa de purificagdo dos extratos de ficocianina € essencial para manter as
propriedades bioativas, garantir uma melhor eficiéncia energética, simplicidade de operagao,
viabilidade econdmica e de escalonamento para a producdo deste biocomposto (GUPTA;
SANIS, 2009; PATIL et al., 2008). O extrato bruto de ficocianina pode ser obtido através de
diversas técnicas de rompimento celular, como o choque osmético realizado com tampao
fosfato, acetato ou somente dgua destilada, com associa¢do ou nao de métodos fisicos como

congelamento e descongelamento, maceracdo gral/pistilo, digestdo, sonificacio e
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homogeneizac¢ao por pressao (REIS et al., 1998; PATEL et al., 2005; CHEN et al., 2006; PATIL
et al., 2006; SUN; WANG:; QIAO, 2006).

A purificacdo de ficocianina pode envolver uma série de etapas complexas ou com custo
elevado, variando de acordo com os métodos e condi¢des escolhidos. Devido a sua baixa
resisténcia térmica, estes acabam sendo direcionados para métodos fisicos e quimicos, sem a
utilizacdo de calor (SARADA et al., 1999). Os procedimentos quimicos para sua extracdo e
purificacdo, podem ser de alto custo e dificeis de serem utilizados em escala industrial, ou exigir
uma demanda alta de produtos quimicos, gerando demasiada quantidade de residuo (ANTELO;
COSTA; KALIL, 2015). Assim busca-se a realizagdo de estudos a fim de que o processo tenha
eficiéncia energética, viabilidade econOmica, facil operacdo e que ndo afete as suas
propriedades bioativas. Além do mais, um processo que tenha como alvo somente a obteng¢ao
de ficocianina, limita o seu potencial, pois a microalga é composta por diversas macromoléculas
que podem ser utilizadas para outros fins, assim o método utilizado para a purificacdo deve
possibilitar algum uso para a fracdo nao utilizada.

Os métodos fisicos se apresentam como uma alternativa para a separacdo destes
biocompostos. Dentre eles destaca-se a separacdo por membranas, que pode ser realizada a
temperatura ambiente sem ocasionar perdas de suas propriedades. A utilizacao da ultrafiltracdo
tornam-se relevante devido a sua simplicidade de operacao e facilidade de escalonamento, mas
apesar de ser um processo simples, muitos fatores necessitam ser estudados para a obtencao de
condicdes ideais para o processo de purificacdo por membranas.

O presente trabalho teve como objetivo estudar o processo de filtracdo por
membranas para realizar a purificacido de extratos de ficocianina e o método de extracdo
mais adequado visando a obten¢do de um biocomposto com atividade antioxidante e grau

de pureza alimentar.

MATERIAL E METODOS

A microalga Spirulina sp. LEB 18 proveniente de cultivos realizados na planta piloto de
producdo de microalgas do Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade
Federal de Rio Grande situada na cidade de Santa Vitéria do Palmar/RS.

O processo de extragdo da ficocianina pode interferir na etapa de purificagao, deste modo

decidiu-se realizar testes de extragdo através de diferentes métodos descritos a seguir.
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O primeiro método de extracdo avaliado foi através do processo de congelamento e
descongelamento (CD) utilizando-se 1 g da microalga e 30 mL de 4gua destilada e
condicionados em frascos com tampa, os quais foram conduzidas ao processo de congelamento
a 0 °C por cerca de 3 h apds esse periodo, levadas ao refrigerador para o descongelamento a 4
°C (MORAES, 2011). Os processos de congelamento e descongelamento foram realizados de
forma sucessiva por 3 vezes.

O segundo método de extracao foi realizado submetendo uma suspensio de biomassa
em banho ultrassonico (40 kHz) com pérolas de vidro numa proporc¢do de 1:1,1 (g biomassa: g
pérolas de vidro) durante 40, 50 e 60 minutos (MEDEIROS et al., 2008) e designados UP40,
UP50 e UP60, respectivamente.

O terceiro método utilizou tampao fosfato (TP) para extrair o contetido de ficocianina
presente na biomassa conforme Chen et al. (2016), onde 0,1 g de biomassa seca foi suspensa
em 10 mL de solucdo tampao fosfato 0,15 M (pH 7,0) e mantida a 4 °C e na auséncia de luz
durante 21 horas.

Apd6s os métodos de extragao, o produto resultante foi separado através de centrifugacao
a 4400 g durante 15 min em centrifuga CIENTEC CT-5000 e o sobrenadante considerado como
extrato bruto de ficocianina seguido da designacdo citada em cada método.

A extragdo utilizando tampao fosfato 0,1 M e pH 7,0 apresentou o extrato bruto de
ficocianina com melhor qualidade, desse modo foi o escolhido para realizar a purificacao.

Um volume de 5,5 L de extrato bruto de ficocianina por extracdo com TP foi obtido para
cada teste. Este extrato bruto foi bombeado com o auxilio de um equipamento piloto
PROTOSEP para filtragdo tangencial, através de uma membrana tubular de Fluoreto de
polivinilideno (PVDF) com area de filtracdo de 0,1 m? e tamanho de poro entre 30 e 80 kDa
sob uma pressao de 1,5 bar. O equipamento € composto por um reservatdrio de aco inoxidavel
de 10 L de capacidade e uma bomba pneumatica para alimenta¢do do extrato bruto na carcaca

da membrana como representado na Figura 1.
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Figura 1: Diagrama do equipamento piloto de filtracao tangencial.
Fonte: O autor, 2017.
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A corrente do rejeito foi direcionada ao tanque de alimentag@o, permitindo assim a
concentragdo e purificacdo da ficocianina mediante a exclusao de compostos de menor peso
molecular através da corrente de permeado. O processo de separacdo foi mantido até que o
volume inicial fosse reduzido em 50 %.

A parte retida correspondeu ao extrato bruto ultrafiltrado. Para que houvesse um
aumento na pureza, foi realizado no mesmo equipamento a diafiltracdo, seguindo adaptacdes
de procedimento realizado para purificacio de concentrado de soro de leite sugerido por
Seguenka (2016), Baldasso (2008) e Pagno et al. (2009), onde retornou-se ao volume inicial
pela adicao de 4gua de osmose inversa e declorada, seguindo de filtracdo até que seu volume
fosse reduzido em 50 %. Este processo de diafiltracdo foi realizado por 3 vezes consecutivas.
As filtragdes foram realizadas com amostras a temperatura ambiente.

As amostras purificadas por ultrafiltracdo e por diafiltracdo foram submetidas a andlise
por espectroscopia em infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), utilizando-se 0,5 mL
de amostra sem diluicao diretamente no leitor do espectrofotdmetro na regiao espectral de 1.000
a2.000 cm™!. O espectrofotdmetro Cary 630 F-TIR da Agilent Technologies utilizado pertence
ao Parque Tecnol6gico da Universidade de Passo Fundo - UPF.

Os extratos brutos e purificados foram submetidos a andlises de concentracdo de
ficocianina através da diluicdo em soluc@o aquosa e leitura da absorbancia para quantificacao.
A quantificacdo foi realizada conforme defini¢ao de Bennett e Bogorad (1973) apresentada na
Equacdo 1.

A - 0,474(A
pC = Aoz 534( 652) (1)

Onde:
PC = concentragio de ficocianina (mg.mL™"); Asxo = absorbancia a 620 nm; Aes: =
absorbancia a 652 nm.

A pureza da ficocianina determinou-se conforme Equacio 2 (ABALDE et al., 1998).

PCPC = 220 (2)

Azg0

Onde:

PCPC = Pureza da ficocianina; Aeo = absorbincia a 620 nm; A»go = absorbancia a 280
nm.

A partir destes dados foi possivel calcular o fator de purificacdo, através do quociente

entre a pureza do extrato purificado e a pureza do extrato bruto pela Equagao 3.
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PCp
PC,

PF = (3)

Onde:

PF = Fator de purificacdo; PC, = Concentragdo de ficocianina no extrato purificado; PC.
= Concentracao de ficocianina no extrato bruto.

A quantidade de ficocianina presente no extrato purificado em relagao ao extrato bruto,

foi dada pela Equacdo 4.

Ep = (PCoxVp)
(PCc X V¢)

x 100 4

Onde:

EP = Eficiéncia do processo; PC, = Concentracdo de ficocianina no extrato purificado;
PC. = Concentracdo de ficocianina no extrato bruto; V,= Volume do extrato purificado; V. =
Volume do extrato bruto.

A determinacdo da atividade antioxidante dos extratos obtidos foram realizados via
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) pelo método desenvolvido por Brand-Willians,
Cuvelier e Berset (1995) e modificado por Mensor et al. (2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos testes de extracdo por congelamento seguido de
descongelamento, banho ultrassonico e com tampao fosfato de sédio, realizados com o objetivo
de verificar qual método obtém os melhores valores de extracdo e pureza de ficocianina, estdo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 1. Composi¢do de ficocianina no extrato bruto.

Método de Ficocianina* Pureza da
extracao (mg.gca™) Ficocianina*
CD 47,940+0,456 0,372+0,003
UP40 37,457+0,089 0,438+0,001
UP50 40,240+0,013 0,449+0,003
UP60 41,871+0,456 0,459+0,001
TP 58,540+0,256 0,516+0,005

*Resultados de média+desvio padrdo. Congelamento e descongelamento (CD); Banho Ultrassonico

com tempos de 40 min (UP40), 50 min (UP50) e 60 min (UP60); Tampao fosfato (TP).
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Verifica-se na Tabela 4 que a extracdo com maior quantidade de ficocianina foi
utilizando-se solugio tampdo fosfato, atingindo um valor de 58,54 mg.g”! de biomassa seca,
correspondendo a 15,7 % do total de proteina presente na biomassa. Este valor € relevante
quando consideramos que a fracdo proteica da Spirulina pode conter até 20 % de ficocianina
(VONSHAK, 1997). A extracdo utilizando tampao fosfato de s6dio pH 7,0 se apresenta como
a melhor alternativa dentre os métodos testados (RAMOS; ACIEN:; FERNANDES-SEVILLA,
2010) neste trabalho e também em relacdo a outros tamponantes como tampao citrato pH 5,0
ou tampao acetato pH 6,0 (SARAN et al. 2016).

A extragdo utilizando banho ultrassonico apresentou um valor crescente para a extragao
de ficocianina conforme o tempo utilizado, obtendo seu melhor resultado 41,87 mg.gcer”! no
tempo de 60 minutos, sendo muito proximo ao encontrado por Moraes et al. (2011) que obteve
43,75 mg.gee”! nas melhores condicdes de sua extracdo com banho ultrassdnico.

Considerando a extracdo por tampao como base de cdlculo, o rendimento da melhor
condi¢do testada para o banho ultrassonico, seu rendimento representa 71,5 %. J4 o processo
de congelamento e descongelamento obteve, um rendimento de 81,9 %, que apesar de superior
ao banho ultrassonico, apresentou uma pureza 19 % inferior. O banho ultrassonico ja vem sendo
estudado na obtencdo de extrato bruto de ficocianina (MORAES et al, 2011; ORES;
AMARANTE; KALIL, 2016; LIU et al., 2017) comprovando, em algumas ocasides, sua
superioridade em relagdo ao método de congelamento e descongelamento.

O extrato bruto de ficocianina aplicado no processo de purificacdo, pelo método de
extracao por tampao fosfato de sédio 0,1 M e pH 7,0, iniciou com uma concentracdo média de
65,63 mg.gcer .

A Figura 2 apresenta os fluxos de permeado ao longo do tempo das etapas de

ultrafiltracdo e diafiltracdo.
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Figura 2. Comportamento do fluxo em relagdo ao tempo durante o processo de purificacao da

ficocianina.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.
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O grafico mostra que o fluxo inicial decai de forma rdpida logo nos primeiros minutos
de filtracdo. Vérios autores observaram esse fenomeno que € explicado devido a formagao da
camada de polarizacdo por concentragdo, ao fouling (acimulo de matérias depositadas na
membrana durante a fase de polarizacdo da concentracio, também chamado de colmatacdo da
membrana) e ao aumento da concentracdo da solucdo (AFONSO et al., 2004; REKTOR;
VATAI, 2004; BACCHIN et al, 2006).

Observou-se que ao iniciar cada etapa de diafiltracdo houve um aumento no fluxo de
permeado. Esse aumento de fluxo ocorre porque a dgua adicionada dilui os sélidos presentes
no retido reduzindo a polarizacdo por concentracdo, mas conforme a dgua adicionada é
removida no permeado e o retido recupera sua concentragdo inicial e o fluxo volta a cair.

Os fluxos de permeado durante todo o processo de ultrafiltracdo seguem o modelo
estabelecido por Ho e Zydney (2000).

A rejeicdo das proteinas no processo se deu de forma positiva, pois na ultrafiltracio foi
possivel reter 85 % das proteinas presentes no extrato bruto e 74,5 % do conteido de
ficocianina. O grau de pureza também foi elevado a 0,66 representando um aumento de 81,8
%.

A Tabela 2 apresenta as concentragdes de proteina e ficocianina em todas as etapas do

processo.
Tabela 2. Valores de concentracdo de ficocianina e sua recuperacao.
Amostras Ficocianina Ficocianina
(mg-gcel-l) (mgle)

Extrato bruto de ficocianina 65,630+4,809* 0,656+0,048

Retido ultrafiltragdo 48,882+1,245 0,978+0,025

Retido diafiltracéo 1 45,477+4,577 0,910+0,083

Retido diafiltragdo 2 41,966+2,183 0,839+0,022

Retido diafiltragdo 3 41,670+0,714 0,833+0,014

*Resultados de média+desvio padrdo. Valor considerado como 100% para base de cdlculos.

Pdde-se visualizar que a reducdo de proteina teve uma maior relevancia nas etapas de
ultrafiltracdo e nas duas primeiras diafiltracdes. Nas diafiltracdes 2 e 3, ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) para o grau de pureza, ao mesmo tempo que os valores de proteina nio
sofreram mudangas significativas. Isso sugere que o processo pode ser realizado realizando-se

apenas uma diafiltracdo ou duas diafiltragdes.
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O grau de pureza durante todo o processo de purificacdo pode ser observado na Figura
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Figura 3. Grau de pureza da ficocianina durante o processo de purificacdo.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.

Se considerarmos a etapa de ultrafiltracdo e diafiltracdo como um todo, a pureza da
ficocianina partiu de 0,54 para 0,83 com um fator de purificacao de 1,54 e eficiéncia de processo
de 0,635. A razao de pureza é dada pela relagdo entre a absor¢do maxima visivel e a absorcao
a 280, quando esta é superior a 4,0, ficocianina apresenta grau analitico, no entanto, quando
este valor € superior a 0,7, este pigmento pode ser utilizado como um biocorante na industria
de alimentos e cosméticos (Patil et al., 2006).

O fator de purificacdo da ultrafiltracdo atingiu valores de 1,22, ficando abaixo dos
encontrados por Chaiklahan et al (2011) e Figueira et al. (2012). Isto se justifica pelo fato de
que o corte da membrana utilizada nos ensaios possui uma faixa de corte entre 30 e 80 kDa e a
utilizada por estes autores um corte de 50 kDa. As substincias com peso molecular entre 30 e
50 kDa que ficaram retidas no rejeito podem influenciar de forma a reduzir a pureza da solugio
de ficocianina da corrente de rejeito. Apds as trés didlises foi possivel obter um fator de
purificacdo de 1,54. O grau de pureza alimentar foi alcancado jia na primeira didlise e
demostrou-se fortemente ligado ao rendimento de extrag¢do, pois em um dos ensaios realizados
atingiu-se grau de pureza alimentar apenas ultrafiltrando o extrato bruto.

A obten¢do do grau de pureza alimentar de 0,7, proposto por Rito-Palomares (2001) é
superado na primeira didlise (Figura 3) atingindo valores de 0,763+0,016 com fator de
purificacdo de 1,41 e eficiéncia de processo de 0,689. Isto sugere que as diafiltragdes
subsequentes podem ser planejadas conforme a pureza do extrato bruto e seu resultado apds a

ultrafiltracdo, utilizando-se de um niimero maior ou menor de etapas para a obtencao da pureza
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desejada. O aumento de pureza da ficocianina pode ser também explicado pela andlise de

espetroscopia de infravermelho pela transformada de Fourier (FTIR) apresentada na Figura 4.
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Figura 4. Espectroscopia por infravermelho pela transformada de Fourier.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.

Através da espectroscopia por FTIR, pode se observar a banda especifica da amida 1 a
1655 cm™ (alongamento da ligagio C=0) e da amida 2 a 1543 cm™ (SUSI, 1972; KRIMM;
BANDEKAR, 1986). A posi¢do e a forma da banda de amida 1 s@o utilizadas para a andlise da
estrutura secunddria da proteina. O formato da banda de amida 1 & 1655 cm™, indica para a
ficocianina, a a-hélice como elemento principal da sua estrutura secunddria (FERNANDEZ-
ROJAS, HERNANDEZ-JUAREZ, PEDRAZZA-CHAVERRI, 2014; PATEL et al., 2005).
Pode-se ainda verificar que o uso da diafiltracdo ocasionou a eliminacdo de grande parte dos
sulfatos e fosfatos inorgAnicos que representam uma banda intensa entre 1043 e 1015 cm’'.

A manuten¢do da atividade antioxidante de um biocomposto é uma das caracteristicas
desejaveis em seu processo de obtencdo e purificagdo. A Tabela 3 apresenta os resultados em
percentual de inibicdo obtido para os extratos de ficocianina antes e apds purificacio em

membrana tubular.

Tabela 3. Valores de percentual de inibi¢do do radical DPPH.

Amostras % inibicao % inibicao

30 min 60 min
Extrato bruto obtido por CD 14,24+0,49 37,22+1,24
Extrato bruto obtido por TP 37,60+0,68 38,62+0,65
Ext. bruto DC purificado 16,28+0,27 24,26+0,26
Ext. bruto TP purificado 21,89+1,22 26,90+0,82

*Resultados de média+desvio padrdo. Congelamento e descongelamento (CD); Tampao fosfato (TP).

O extrato bruto obtido pela extragcdo com tampao fosfato de sédio apresentou um
percentual de inibicdo muito superior ao extrato bruto obtido por congelamento e

descongelamento no tempo de 30 min. No tempo de 60 min ndo houve diferenca significativa
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entre a inibi¢do do radical DPPH pelos extratos. Isto se repetiu para os extratos purificados,
onde a reducdo do potencial antioxidante devido ao processo de purificacao foi de 34 % para o
processo de separacdo em membranas planas e de 30 % em membrana tubular. Esta queda do
potencial antioxidante esta relacionada ao processo de purificacdo, onde outras substancias com
atividade antioxidante sdo eliminados (CHEN, 1996; APEL; HIRT, 2004; CHEN et al., 2005;
SINHA et al., 2003).

Uma alteracdo notada durante o processo de purificacdo foi a redug¢do da coloracio
résea/avermelhada, caracteristica da interacdo entre a ficocianina e a ficoeritrina, podendo ser
considerada que esta tltima pode ter sido removida ou oxidada durante o processo (OLIVEIRA,
2012). Os extratos purificados apresentaram valores préximos aos encontrados por Formighieri
et al. (2016), para ficocianina pura, e superiores aos encontrados por Cavalheiro et al. (2013)

para solucdes de Spirulina LEB 18.

CONCLUSAO

O método de extragdo de ficocianina com melhor rendimento foi utilizando solug¢io
tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0 obtendo em escala maior, um rendimento de 65,63
mg.gc' de biomassa de Spirulina LEB 18.

A retencdo das proteinas nos processos de purificacdo atingiu um rendimento de
processo de 0,635, obtendo uma solucdo com grau de pureza alimentar de 0,83 e fator de
purificacdo de 1,54. A solug@o de ficocianina manteve atividade antioxidante ao final do
processo de purificagdo. Os efeitos de colmatacdo foram reversiveis e com boa representagao
matemadtica pelo modelo de Ho e Zydney

Com estes dados pode-se concluir que o processo de separacdo por membranas
representa uma alternativa vidvel para a producdo em larga escala de ficocianina de grau

alimentar.
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