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RESUMO

A Spirulina platensis € reconhecida pelo seu elevado conteudo proteico (55 a 77%), com
potencial nutricional e tecnologico. As proteinas de S. platensis podem suprir a
insuficiéncia nutricional da alimentagdo humana, além de compor formulagbes de
alimentos, aprimorando seu processamento. Com a presenca de compostos bioativos, a
fracdo proteica dessa microalga também pode promover efeitos benéficos no organismo,
retardando ou evitando o aparecimento de doencas. Neste contexto, a purificacao,
recuperacdo e/ou a concentracdo de proteinas de S. platensis se tornam altamente
interessante para a industria alimenticia, bem como a quimica e a farmacéutica. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar distintos processos de separagdo de proteinas,
visando a concentracdo de proteinas de S. platensis. Para tal foram avaliados processos
de separacdo por membranas (PSM) e sistemas aquoso bifasicos (SAB), além da
caracterizacdo das fracbes em termos de proteina total, concentracdo de ficocianina,
atividade antioxidante, cor e tamanho molar por eletroforese (SDS-PAGE). Conforme a
obtencdo das melhores condicbes de purificacdo, as fracbes proteicas foram
desidratadas por liofilizacdo e submetidas a avaliacdo de sua estrutura secundaria,
propriedades tecno-funcionais (solubilidade e propriedades emulsificantes) e térmicas. A
primeira parte do trabalho consistiu na avaliagdo do PSM, a condigdo maximizada
(membrana tipo fibra oca, 50 kDa, fluxo tangencial com 1,5 bar, associada com uma
diafiltracéo (UF)) permitiu a obtencao das fragdes concentrado e permeado com 81,75%
e 61,20% de proteinas em base seca (bs), respectivamente. Com a fracao retida pela
membrana foi possivel produzir um concentrado proteico com 90% de atividade
antioxidante, 142 mg.L™* de ficocianina, tamanho molecular de 5-15 e 100 kDa e a maior
estabilidade de emulsdo e solubilidade ocorreu em pH 7,0. Na segunda etapa deste
trabalho realizou-se o estudo de precipitacdo de proteinas, o qual, indicou faixas de
concentracdo de sais e solventes que podem ser aplicados no SAB; os sais fosfato de
potassio e citrato de sodio e o solvente etanol foram os que apresentaram melhor
performance em concentrar as proteinas de S. platensis (sobrenadante). Em seguida,
realizou-se o estudo de dois SAB, compostos por fosfato de potassio/etanol e citrato de
sédio/etanol, respectivamente. O SAB composto por citrato de sédio apresentou melhor
desempenho; utilizando-se 19,5% de citrato de sodio e 29% de etanol foi possivel obter
1,3 de fator de purificacdo e 78% de recuperacdo. De acordo com essas condicdes
realizou-se a associacdo do SAB com PSM, permitindo o aumento da recuperacao
(~87%) e da pureza (~1,5). As fracbes topo e fundo do SAB composto com citrato de
sodio/etanol, e o concentrado do SAB/PSM apresentaram 61, 5,9 e 69% de proteinas
(bs), 110, 12 e 101 mg.L! de ficocianina e 42, 23 e 40% de atividade antioxidante,
respectivamente. A fracdo topo e o concentrado do sistema associado apresentaram
coloracéo verde azulada e a fundo amarela intensa, e as bandas proteicas mais evidentes
ocorreram em 5 e 10-15 kDa. Entre as amostras obtidas nesta etapa do trabalho, a topo
foi a que apresentou melhor propriedade emulsificante. A terceira etapa do trabalho
consistiu no estudo de SAB compostos por polietilenoglicol (PEG) com distintos pesos
molares (1500, 4000, 6000 e 8000 Da) e sal; avaliou-se sistemas compostos por
PEG/fosfato de potassio e PEG/citrato de soédio. A condicdo mais viavel de recuperacao
proteica ocorreu ao utilizar 16% de citrato de sodio e 18% de PEG 1500 em pH 9,0 e,
possibilitou a recuperacao de 75% com pureza de 1,02. Conforme dados cientificos, a



concentracdo de proteinas de S. platensis pode influenciar em suas propriedades,
tornando necessério o aprofundamento de técnicas com esta finalidade a fim de garantir
a obtencdo de uma proteina mais pura, com propriedades tecnoldgica, nutricional e
nutracéutica. Os métodos de separacdo de proteinas avaliados neste estudo
apresentaram importante potencial na obtencdo de proteinas de S. platensis, sendo
técnicas promissoras para aplicacdo industrial, eficientes e economicamente viaveis.

Palavras-chave: Processo de separagdo por membranas. Propriedades tecno-
funcionais. Propriedades térmicas. Proteina microalgal. Sistema aquoso bifasico.



ABSTRACT

Spirulina platensis is recognized for its high protein content (55 to 77%), with nutritional
and technological potential. S. platensis proteins can supply the food insufficiency of
human, besides composing food formulations, which may improve their processing. With
the presence of bioactive compounds, the protein fraction of this microalgae can also
promote beneficial effects in the human body, delaying or preventing the appearance of
diseases. In this context, the purification, recovery and/or concentration of S. platensis
protein become highly interesting for the food industry, as well as the chemical and
pharmaceutical. Thus, the objective of this study was to evaluate different protein
separation processes, aiming the concentration of S. platensis protein. For this purpose,
membrane separation processes (MSP) and aqueous biphasic system (ABS) were
evaluated, in addition to characterizing the fractions in terms of total protein, phycocyanin
concentration, antioxidant activity, color and molar weight by electrophoresis (SDS-
PAGE). According to the best purification conditions obtainment, the protein fractions
were dehydrated by lyophilization and subjected to evaluation of their characteristics by
secondary structure, techno-functional (solubility and emulsifying properties) and thermal
properties. The first part this study consisted of evaluating the MSP, the maximized
condition (hollow fiber membrane, 50 kDa of cut-off, tangential flow at 1.5 bar, associated
with one diafiltration (DF)) allowed to obtain the concentrated and permeate fractions with
81, 75 and 61.20% of protein in dry weight (dw), respectively. With the fraction retained
by the membrane, it was possible to produce a protein concentrate with 90% antioxidant
activity, 142 mg.L* of phycocyanin, molecular weight of 5-15 and 100 kDa, greater stability
of emulsion and solubility at pH 7.0. In the second stage of this study, the protein
precipitation was evaluated in order to indicate the ranges of salts and solvents
concentration which could be applied in the ABS; the potassium phosphate and sodium
citrate and ethanol showed the best performance in concentrating the S. platensis protein
(supernatant). Then, the study of two ABS, composed by potassium phosphate/ethanol
and sodium citrate/ethanol, respectively, were carried out. The citrate sodium/ethanol
ABS showed better performance; using 19,5% sodium citrate and 29% ethanol it was
possible to obtain 1.3 of purification factor and 78% of recovery. According to these
conditions, the association of ABS with MSP was carried out, allowing an increase in
recovery (~87%) and purity (~1.5). The top and bottom fractions of the sodium
citrate/ethanol ABS, and the ABS/MSP concentrate showed 61, 5.9 and 69% protein (dw),
110, 12 and 101 mg.L? of phycocyanin and 42, 23 and 40% of antioxidant activity,
respectively. The top fraction and the concentrate of the associated system had a bluish
green color and the bottom had a yellow coloration; the most evident protein bands
occurred at 5 and 10-15. Among the samples obtained at this stage of the work, the top
was the one with the best emulsifying properties. The third stage of this study consisted
of the evaluation of several ABS composed by polyethylene glycol (PEG) with different
molar weights (1500, 4000, 6000 and 8000 kDa) and salt; PEG/potassium phosphate and
PEG/sodium citrate systems were evaluated. The most viable condition of protein
recovery happened when it was used 16% of sodium citrate and 18% of PEG 1500 kDa
at pH 9.0, and made possible the recovery of 75% and 1.02 of purity. According to
scientific data, the concentration of S. platensis protein may influence its properties,
making necessary to deepen techniques for this purpose, in order to guarantee the



achievement of a purer protein, with technological, nutritional and nutraceutical properties.
The protein separation methods evaluated in this study have showed an important
potential, and can be promisor techniques for industrial application, efficient and
economically viable.

Keywords: Aqueous biphasic system. Membrane separation process. Microalgae
proteins. Tecno-functional properties. Thermal properties.
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1 INTRODUCAO

As proteinas séo a fracdo mais abundante presente nas microalgas, seguido por
carboidratos e/ou fibras e lipidios (MATOS et al., 2017). Muitas espécies de microalgas
vém sendo consideradas como excelente fonte alternativa de proteina (ROY; PAL, 2015;
LUPATINI et al., 2017b), as quais podem suprir a insuficiéncia nutricional da alimentacao
humana, diversificando e aumentando as fontes de proteinas ndo convencionais
(BARKA; BLECKER, 2016). Entre as microalgas, a Spirulina spp. é considerada uma
excelente fonte de proteinas, apresentando teores entre 55,8 a 77% em peso seco
(BARKA; BLECKER, 2016).

Neste contexto a Spirulina platensis se sobressai, ndo somente pelo seu
apreciavel percentual proteico, mas também pela sua facilidade de producdo em larga
escala, sendo um organismo fotossintético (LUPATINI et al., 2017). Esta microalga € uma
cianobactéria filamentosa com alto potencial para aplicacdo industrial, considerada um
ingrediente de alto valor agregado (MENEGOTTO et al., 2019; BENELHADJ et al., 2016);
seu valor nutritivo esta relacionado com a qualidade dos aminoacidos, &cidos graxos,
minerais e vitaminas presentes (EL-TANTAWY, 2015), podendo ser considerada uma
das mais ricas fontes de vitamina B12 (KUMUDHA; SARADA, 2015). Além disso, cerca
de 90% dos seu contetdo em proteinas € biodisponivel e pode ser facilmente incorporado
pelo corpo humano (DEMISU; BENTI, 2018).

Além do seu alto valor nutricional, podendo ser comparada a fontes proteicas
vegetais e animais (LUPATINI et al., 2017), as proteinas de S. platensis, podem
apresentar diferentes propriedades nutracéuticas, com capacidade em melhorar a saude
e reduzir o risco de doencas. Estudos vém relatando que compostos bioativos, tais como
0S pigmentos ficocianina e carotenoides, podem apresentar atividades antioxidantes
(KONICKOVA et al., 2014; SU et al., 2014), que sdo associadas com alguns efeitos
terapéuticos, como propriedades anticancer (SILVA et al., 2017) e anti-inflamatoria (XIA
et al.,, 2016). Ainda, estas proteinas podem compor formulacdes de alimentos,
aprimorando 0s processos tecnologicos, devido as suas apreciaveis caracteristicas
tecno-funcionais, tais como propriedades espumantes, emulsificantes, gelificantes, entre
outras (MENEGOTTO et al., 2019; BENELHADJ et al., 2016). Contudo, o aprimoramento
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do estudo destas propriedades ainda se faz necessario com o intuito do melhor
entendimento do comportamento destas proteinas; assim como pesquisas sobre o
aproveitamento dessas proteinas na alimentacdo humana (LUPATINI et al., 2017).

As propriedades das proteinas podem ser afetadas de acordo com o método de
extracdo e/ou purificacdo utilizado para obter este componente (JAMBRAK et al., 2008).
Desta forma, além do estudo de técnicas de extracdo de proteinas de S. platensis, os
quais envolvem o rompimento celular e exposi¢cao dos componentes ao meio (SAFI et al.,
2014), o estudo de distintos métodos de purificacdo destas proteinas € de grande
importancia. Diferentes técnicas de separacdo de proteinas sdo relatadas, entre elas,
tratamentos enzimaticos, precipitacdes baseadas na solubilidade das proteinas, incluindo
salting-out e precipitacdo isoelétrica (CHAIKLAHAN et al., 2011), métodos
cromatograficos (PONTIS, 2016), uso de solventes organicos (BARBA; GRIMI,
VOROBIEV, 2015), sistemas aquosos bifasicos (SAB) (AMID; ABDUL MANAP;
MUSTAFA, 2013) e processos de separacdo por membranas (PSM) (NAGARAJ; PATIL;
BIRADAR, 2006).

Para tal fim, PSM e SAB vem apontando potencial. Ambos, séo responsaveis por
separar bioconstituintes, mantendo sua estrutura nativa (OOl et al., 2009; BALDASSO;
BARROS; TESSARO, 2011); além de serem econdmicos a0 comparar com outros
sistemas, como o0s cromatograficos, por exemplo. O PSM pode ser associado a
diafiltracdo (DF), o que se refere a adicdo de agua ou outro solvente a alimentacao do
processo, e tem contribuido com o aumento da concentracgéo proteica (ABEL et al., 2018).
Além disso, a combinacdo entre PSM e SAB pode garantir a maior recuperacao proteica
e a reducdo de impurezas (GOMEZ-LOREDO; GONZALEZ-VALDEZ; RITO-
PALOMARES, 2014).

Diante do exposto acredita-se que este trabalho ir4 contribuir nas seguintes
vertentes do conhecimento: i) exploracao da fracdo proteica de S. platensis; ii) geracao
de novos conhecimentos acerca do comportamento de concentragdo e separacao de
proteinas desta microalga; iii) avaliacdo de propriedades fisico-quimicas e tecno-
funcionais das proteinas de S. platensis.

Esta tese de doutorado esta estruturada em capitulos, sendo que os resultados

obtidos estdo divididos em trés artigos (capitulo 4, 5 e 6). O capitulo 4 esta escrito na
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lingua inglesa, sendo este o artigo o qual ja foi submetido a uma revista cientifica. A
estrutura do trabalho segue a seguinte forma:
e Capitulo 1: Introducéo do trabalho, apontando as justificativas do estudo.
e Capitulo 2: Objetivos, geral e especificos.
e Capitulo 3: Reviséo bibliografica a respeito da microalga S. platensis, sua fracao
proteica, bem como alguns métodos de obtencéo e recuperacdo destas proteinas.
e Capitulo 4: Thermic and techno-functional properties of Spirulina platensis protein
fractions obtained by membrane separation process.
e Capitulo 5: Concentracdo de proteinas de Spirulina platensis utilizando sistema
aguoso bifasico.
e Capitulo 6: Purificacdo de proteinas de Spirulina platensis utilizando sistema
aguoso bifasico composto de polietilenoglicol e fosfato de potassio/citrato de sodio.
e Capitulo 7: Conclus@es e sugestdes para trabalhos futuros.

e Capitulo 8: Apéndices.
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2

OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar métodos de separacdo de proteinas afim de concentrar proteinas da

microalga S. platensis, visando a caracterizacéo das fracGes proteicas obtidas, por meio

de propriedades fisico-quimicas e emulsificantes e atividade antioxidante.

2.2 Especificos

b)

d)

Os objetivos especificos/metas estao assim delineados:

Aplicar PSM para concentrar proteinas de S. platensis avaliando o desempenho
de diferentes membranas de ultrafiltracdo (UF), pressfes e associacdo com
diafiltracéo (DF), além de caracterizar as fracdes proteicas em termos de proteina
total, carbono organico total, concentragéo de ficocianina, atividade antioxidante,
peso molecular e indices de cor;

Realizar o aumento de escala da UF/DF e determinar propriedades fisico-quimicas
(andlise da estrutura proteica por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) e perfil térmico) e tecno-funcionais (solubilidade
proteica e propriedades emulsificantes) das fracoes proteicas desidratadas;
Aplicar delineamento composto central rotacional (DCCR) para avaliar os SAB
compostos por fosfato de potassio/etanol e citrato de sddio/etanol e associar a
condicdo maximizada com PSM, além de caracterizar as fracdes por meio de
analise de proteina total, concentracao de ficocianina, atividade antioxidante, peso
molecular, indices de cor, estrutura proteica por FTIR, propriedades térmicas e
emulsificantes;

Aplicar estratégias de planejamentos de experimentos para avaliar o
comportamento de distintos SAB, compostos por polietilenoglicol (PEG) com
diferentes massas molares (1500, 4000, 6000 e 8000 Da) e sal (fosfato de potassio
e citrato de sddio), além de determinar o tamanho molecular das proteinas por

eletroforese.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo é apresentada a revisdo de literatura sobre as caracteristicas de
proteinas de microalgas, enfatizando a microalga S. platensis, sua fracéo proteica, e suas

principais caracteristicas. Além disso, sado descritas algumas técnicas de recuperacéao de

proteinas, abrangendo tanto a etapa de extracdo proteica como a de purificacao.

3.1 Proteinas de microalgas

As elevadas concentracdes de proteinas de diversas espécies de microalgas as
tornam uma fonte ndo convencional deste componente (CHEAH et al., 2016; SOLETTO
et al., 2005), além da sua alta qualidade que pode ser comparavel a demais proteinas
vegetais e animais (LUPATINI et al., 2017b). Neste contexto, muitos dados referentes ao
percentual de proteinas em microalgas sdo encontrados na literatura cientifica; assim

para uma visdo geral, na Tabela 3.1 estdo descritos os teores de proteinas (base seca —

bs) de algumas microalgas.

Tabela 3.1 - Proteinas (%) em diferentes espécies de microalgas (bs).

Microalga

Proteina (%)

Referéncia

Chlorella ellipsoidea
Chlorella ovalis

Chlorella vulgaris
Dunaliella primolecta
Muriellopsis sp.
Monodopsis subterraneae
Nannochloropsis oculata
Nannochloropsis gaditana
Porphyridium aerugeneum
Porphyridium cruentum
Scenedesmus almeriensis

Spirulina platensis

Synechocystis aquatilis
Tetraselmis chuii

41-47
~11
~50
~12
~45
~17
~ 46
~50
~ 32
~ 57
~55
46-63
55-77
~ 30
~ 46

Wang et al. (2014)
Slocombe et al. (2013)

Safi et al. (2014)

Slocombe et al. (2013)
Lépez et al. (2010)
Slocombe et al. (2013)

Safi et al. (2014)

Safi et al. (2017)

Tibbetts, Milley e Lall (2015)
Safi et al. (2014)

Lopez et al. (2010)

Becker (2007)

Barka e Blecker (2016)
Lopez et al. (2010)

Tibbetts, Milley e Lall (2015)
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Existe grande variagcdo nos percentuais de proteinas de microalgas, em funcao de
género, espécie e, principalmente, devido as diversas variacdes nas condi¢cdes de cultivo
(GODLEWSKA et al., 2017; BARKA; BLECKER, 2016). A temperatura, pH, luminosidade
e a disponibilidade de nutrientes podem resultar em alteracbes na composi¢ao centesimal
da microalga (COCA et al., 2015; FERREIRA et al., 2012; COLLA et al., 2007); sendo
possivel conduzir cultivos especificos com o intuito de produzir microalgas com elevada
concentracéo de certo componente (SALLA et al., 2016).

Além disso, 0 método analitico utilizado para determinacao proteica também pode
ser responsavel pela variacdo deste componente (BARKA; BLECKER, 2016). De acordo
com Lopez et al. (2010) o método recomendado para determinacdo das proteinas totais
presentes em microalgas € o método de determinacdo de nitrogénio total, sendo por
Kjeldahl (AOAC, 2016) ou por analises elementares, onde a concentracdo de proteinas
€ o resultado da multiplicacdo do teor total de nitrogénio e do fator de conversdo de
nitrogénio em proteinas. Estes métodos especificam melhor os resultados do que, por
exemplo, o método descrito por Lowry et al. (1951) que quantifica somente as proteinas
soluveis, levando a necessidade de um tratamento prévio da biomassa de microalga para
promover o rompimento celular, disponibilizando todo o contetudo proteico; a qualidade
deste tratamento, também, pode comprometer o0s resultados obtidos (BARKA;
BLECKER, 2016).

3.2 Spirulina platensis

A Spirulina, também conhecida como Arthrospira, € uma microalga pertencente ao
reino Bactéria, divisdo Cianobactéria, da classe Cianoficea e da familia Oscillatoriaceae.
Esta espécie de microalga apresenta filamentos helicoidais com comprimento entre 200-
300 um e largura entre 5-10 um, sendo de facil cultivo em agua, com alta tolerancia para
pH alcalino e altas temperaturas, além disso sua parede celular pode ser facilmente
rompida (HABIB et al., 2008; RANGEL-YAGUI et al., 2004; CHRONAKIS; GALATANU;
NYLANDER, 2000). Existem 15 espécies (classificacdes) desta microalga, sendo uma
delas a S. platensis (Figura 3.1) (HABIB et al., 2008).
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Figura 3.1 - Imagem da microalga S. platensis em microscopia.

Fonte: Mazokopakis et al. (2008).

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria) permite a
comercializacdo desta microalga, isolada ou em mistura com outros ingredientes, desde
gue o produto final no qual a mesma tenha sido adicionada esteja devidamente registrado
e se enquadre nas categorias de alimentos com alegacéo de propriedades funcionais
e/ou de saude ou substancias bioativas. Além disso, especificacfes dos ingredientes e
informacdes sobre a espécie de alga e seu local de cultivo devem estar informadas no
rétulo (BRASIL, 2009).

A composicao centesimal (bs) da S. platensis, quando cultivada em meio repleto
de nutrientes, pode variar entre 46 a 63% de proteinas, 8 a 14% de carboidratos e 4 a
9% de lipidios, sendo o restante composto por minerais e fibras (BECKER, 2007). Além
do seu elevado conteudo proteico, a S. platensis é considerada uma das fontes mais
ricas de provitamina A (B-caroteno) e de ferro absorvivel; ainda, pode apresentar altos
niveis de vitaminas (complexo B, C, D e E) e outros minerais (sédio, potassio, célcio,
cobre, magnésio, manganés, fésforo e zinco), compostos fendlicos, acido gama-
linolénico e outros acidos graxos esséncias (BELAY et al., 1993; HABIB et al., 2008).
Também possui importantes pigmentos fotossintéticos, como clorofila A, luteina, B-
caroteno, ficocianina e aloficocianina, o que a classifica como uma microalga verde-
azulada (CHEN; ZHANG; GUO, 1996).

De tal modo, a S. platensis pode ser considerada um alimento completo,

principalmente devido suas caracteristicas nutricionais, bem como a variedade de
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nutrientes que a compde, contendo componentes que ndo sao sintetizados pelo
organismo humano (PHANG et al., 2000).

3.2.1 Utilizagéo de S. platensis

O consumo de S. platensis na alimentacdo humana ocorre ha anos, principalmente
pelo seu alto teor proteico e sua apreciavel composicdo de aminoacidos (DEMIR; TUKEL,
2010); indios de diferentes tribos ja realizavam refeicbes com esta microalga
(SPOLAORE et al., 2006; BERTOLDI; SANT'ANA; OLIVEIRA, 2008). No século 21,
muitas empresas comecaram a produzir esta microalga com finalidade de
comercializagdo como um suplemento alimentar, disponibilizado em lojas de alimentos
naturais distribuidas em todo o mundo (BELAY, 2002). O uso de capsulas desta
microalga estéa relacionado a beneficios como melhora da constipacdo gastrointestinal,
auxilio no emagrecimento e auxilio na circulacédo sanguinea (EL-TANTAWY, 2015). Neste
contexto, a S. platensis (em po, tabletes, extratos ou cdpsulas) é comercializada como
um alimento natural e/ou um suplemento alimentar que, além do seu consumo isolado,
pode ser adicionado em doces, massas, bebidas, entre outros (AUGUSTINI;
SOETRISNANTO; MA’RUF, 2017; SOLETTO et al., 2005).

Alguns estudos também descrevem diversos beneficios da aplicacdo de
microalgas na alimentagcdo animal (HOLMAN; MALAU-ADULI, 2012); que podem ser
diretamente incorporadas na racao animal na forma de biomassa ou extratos (MADEIRA
et al., 2017). Dogan et al. (2016) estudaram a utilizacdo de S. platensis na alimentacéo
de codornas e verificaram importantes efeitos nos parametros séricos e na qualidade de
seus ovos, reduzindo o colesterol LDL (Low Density Lipoprotein) e aumentando o HDL
(High Densitt Lipoprotein). Ainda, a aplicagao de S. platensis como ingrediente favorece
0 ganho de peso de animais ruminantes como cordeiros e vacas leiteiras (MADEIRA et
al., 2017).

Além disso, devido a sua apreciavel composicao de acidos graxos essenciais, a
S. platensis pode ser um componente da industria de cosméticos, através do uso da

microalga em diferentes produtos para cuidados do rosto e da pele, por exemplo, cremes
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anti-idade e rejuvenescedores, protetores solares e produtos para o cabelo (SPOLAORE
et al., 2006; STOLZ; OBERMAYER, 2005).

Outros estudos indicam que a aplicacdo de S. platensis, pode ir além do seu
consumo e uso humano e/ou animal, indicando a aplicabilidade desta microalga na area
ambiental, incluindo remocdo da matéria organica e metais toéxicos de efluentes, e
producdo de biocombustiveis (SCHMITZ; DAL MAGRO; COLLA, 2012). Mezzomo et al.
(2010) verificaram o cultivo de S. platensis em efluente suino, verificando a eficiéncia
desta microalga na remoc¢cdo de DQO (demanda quimica de oxigénio) e fésforo,
destacando-a como uma solucdo para o impacto ambiental gerado pela descarga de
efluentes em fontes naturais. Zhu et al. (2014) destacam o potencial de microalgas como
matéria-prima para producéo de bioetanol; de acordo com Becker (2007), a S. platensis
pode acumular entre 8 a 14% de carboidratos (bs), levando ao rendimento tedrico em

etanol de 40 a 70 g.kg* de biomassa.

3.2.2 Proteinas da S. platensis

A S. platensis é uma das mais ricas fontes proteicas de origem microbiana, seu
conteudo proteico pode ser comparado com outras fontes proteicas, como de carnes,
ovo, leite e soja (LUPATINI et al., 2017b; BECKER, 2007). Somando a isto, esta
microalga também apresenta conteudo balanceado de aminoacidos nas proporcées
recomendadas pela FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations)
(MENEGOTTO et al., 2019).

Além disso, a S. platensis apresenta percentuais de ficobiliproteinas, que sao
pigmentos com capacidade de receber luz para desenvolvimento da fotossintese
(HORVATH et al.,, 2013); sua estrutura & constituida por polipeptidios cromoforos
contendo subunidades a e B ligados a residuos de cisteina de uma apoenzima
(CHAIKLAHAN; CHIRASUWAN; BUNNAG, 2012). As ficobiliproteinas de microalgas sao
classificadas em trés grupos: ficoeritrina, aloficocianina e ficocianina (SANTIAGO-
SANTOS et al., 2004).

Entre os grupos citados, a ficocianina é frequentemente utilizada na industria de

alimentos e de cosméticos como um corante natural com coloracdo azulada. Devido seu
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potencial antioxidante, a presenca de deste pigmento também € associada a efeitos
terapéuticos, como anticancer (SILVA et al., 2017) e propriedades anti-inflamatorias (XIA
et al., 2016). A fracdo proteica da S. platensis pode conter cerca de 20% de ficocianina,
sendo uma excelente fonte deste pigmento (SU et al., 2014).

Ainda, as proteinas de S. platensis também podem ser hidrolisadas a peptideos
bioativos, que representam especificas sequéncias de aminoacidos com atividade
bioldgica e diversos efeitos na saude humana (OVANDO et al., 2018; VO; RYU; KIM,
2013), podendo apresentar atividades antioxidante, anti-hipertensiva, anticoagulante,
anti-diabética e antiobesidade (NAJAFIAN; BABJI, 2012; BETORET et al.,, 2011;
RAJANBABU; CHEN, 2011).

O peso molecular das proteinas de S. platensis pode variar entre 14,4 a 116 kDa,
sendo que as bandas mais evidentes podem ser observadas entre 20,1 e 43 kDa
(CHRONAKIS; GALATANU; NULANDER, 2000). Também, pela analise de eletroforese,
€ possivel verificar bandas caracteristicas da ficocianina; conforme Kumar et al. (2014) e
Chaiklahan et al. (2011) as subunidades a e 3 apresentam massa molecular de 16-18,4
e 17-21,3 kDa, respectivamente. Rajakumar e Muthukumar (2018) destacam as bandas
proximas a 47 e 95 kDa sédo caracteristicas da proteina clorofila e da proteina de ligacao
da membrana nuclear, respectivamente.

Além das caracteristicas nutricionais das proteinas de S. platensis, as mesmas
também podem ser um importante componente em formulagfes de alimentos, devido as
suas apreciaveis propriedades tecno-funcionais, tais como propriedades emulsificantes
e espumantes, capacidade de absorcdo de agua e Oleo e capacidade gelificante
(MENGOTTO et al., 2019; BENELHADJ et al., 2016). Neste contexto, sua solubilidade
também vem sendo estudada, apresentando-se mais solUvel em pHs alcalinos (entre 8 a
10) e menos solavel em pH 3, o qual corresponde ao ponto isoelétrico (pl) da fracédo
proteica desta microalga (MENEGOTTO et al., 2019; BENELHADJ et al.,, 2016;
CHRONAKIS; GALATANU; NYLANDER, 2000).

A maioria das propriedades tecno-funcionais das proteinas de S. platensis esta
diretamente relacionada com a sua solubilidade. Chronakis (2001) verificou o efeito da
temperatura e do pH na viscosidade de um concentrado proteico obtido de S. platensis,

observando que em pH préximo a 9 ocorre uma menor viscosidade, devido a alta
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solubilidade das proteinas neste pH; referente a temperatura o autor destaca que o
concentrado proteico pode formar géis durante o aquecimento a 90 °C, seguindo do
resfriamento do mesmo. No mesmo contexto, Benelhadj et al. (2016) verificaram que em
pH proximo ao pl das proteinas de S. platensis ocorre a redugéo da formacéo da interface
Oleo/dgua com a rede proteica, reduzindo as propriedades emulsificantes desta proteina;
a capacidade de formacado de espuma, também apresentou dependéncia do pH, sendo
que o valor maximo desta propriedade foi desenvolvido em pH préximo a 10, onde as
interag@es hidrofébicas sdo reduzidas levando a maior flexibilidade da proteina.

Mesmo revelando as diversas caracteristicas benéficas e promissoras que as
proteinas de S. platensis podem apresentar, sua utilizacéo ainda € baixa, principalmente
devido seu alto custo de producao e as suas caracteristicas sensoriais, as quais lembram
a peixe cru; sua aplicacao € comprometida, sendo que atualmente sua maior demanda é
em cosmeéticos ou alimentacao animal (LUPATINI et al., 2017b). Neste contexto, ainda

sao poucos o0s estudos na literatura, sendo alguns apresentados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 - Estudos da literatura sobre proteinas de S. platensis.

Assunto

Referéncia

Avaliacdo das propriedades fisico-quimicas e tecno-funcionais das
proteinas de S. platensis extraidas por ondas ultrassbnicas e
agitacdo mecéanica em meio alcalino; avaliaram o efeito do pH e
concentragdo proteica nas propriedades tecno-funcionais, além de
determinar o perfil de aminoacidos e a estrutura secundaria das
proteinas de S. platensis.

Menegotto et
al. (2019)

Revisdo bibliogréfica referente ao potencial das proteinas de S.
platensis, visando sua aplicacdo em alimentos e destacando o0s
avancos e desafios relatados cientificamente sobre estas proteinas.

Lupatini et al.
(2017b)

Estudo das propriedades tecno-funcionais do isolado proteico de S.

Benelhadj et

platensis obtido por precipitacdo isoelétrica, verificando a influéncia al. (2016)
do pH nestas propriedades; os autores também verificaram as

propriedades formadoras de filmes das proteinas desta microalga.

Avaliacao do cultivo de S. platensis em meio mineral suplementado | Coca et al.
com diferentes teores de vinhaca de beterraba, com o intuito de (2015)
atingir altas produtividades em termos de conteudo proteico.

Proteinas isoladas de S. platensis cepa Pacifica foram Chronakis
caracterizadas por absorcéo visivel, analise térmica por calorimetria (2001)
diferencial de varredura (DSC), viscosimetria e determinacdo dos

parametros reoldgicos.

Avaliacdo da atividade superficial de proteinas e lipidios de S.| Chronakis,
platensis cepa Pacifica com o intuido de investigar sua capacidade | Galatanu e
de estabilizar emulsdes, espumas e dispersdes; as proteinas obtidas Nylander
por extracdo alcalina, seguido de centrifugacdo e precipitacdo (2000)
isoelétrica.

Caracterizacdo quimica de diferentes biomassas de S. platensis | Campanella,

obtidas comercialmente, destacando seu perfil de amino acidos
(essenciais e ndo essenciais) comparado com as concentracoes
requeridas pela FAO.

Crescentini e
Avino (1999)

Estudo das propriedades funcionais das proteinas da biomassa e de
concentrado proteico de S. platensis comparando-as com as de soja.

Devi e
Venkataraman
(1984)
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3.3 Técnicas de recuperacao de proteinas de microalgas

Conforme mencionado anteriormente, uma das principais dificuldades no consumo
de microalgas se deve pelas suas caracteristicas sensoriais; sendo que isto,
possivelmente, pode ser solucionado com a extracéo e purificacdo dos componentes de
interesse das microalgas, destacando-se a sua fracéo proteica (LUPATINI et al., 2017b).
Além disso, a recuperacgdo das proteinas da biomassa microalgal pode levar ao aumento
do seu valor comercial (SCHWENZFEIER; WIERENGA; GRUPPEN, 2011), como
também aprimorar suas propriedades fisico-quimicas e de tecno-funcionais.

Na Tabela 3.3 estdo descritos alguns estudos de recuperacdo de proteinas de
microalgas, abrangendo tanto técnicas de extracdo como purificacdo. Ainda, € possivel
verificar que a combinacdo de diferentes métodos de extracdo e purificacdo pode
promover um aperfeicoamento do processo, alcancando maiores percentuais de

recuperacao de proteinas (LUPATINI et al., 2017a).
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Tabela 3.3 - Estudos referentes a aplicacdo de diferentes técnicas de recuperacao de proteinas de micro e macroalgas.

Microalga/

Método de

~ . ~ Desempenho Referéncia
Macroalga recuperacao/purificacéo

S. platensis Extracdo de ficocianina com solucdo | Somente com a extracdo foi obtido o | Brido et al.
tampdo de fosfato e congelamento- | pigmento com pureza de 0,53; ao (2020)
descongelamento; a purificacdo foi | associar UF/DF para purificacdo do
avaliada por meio da aplicacdo de | componente, a pureza foi aumentada
UF/DF. para 0,76.

N. gaditana Extracdo com homogeneizador a alta | Recuperagao de 49% por | Safietal.
pressdo e alcalase; seguido pelo | homogeneizador a alta pressédo e 35% (2017)
estudo da associagao destes métodos | com alcalase; associando estes métodos
com ultrafiltracao/diafiltracdo (UF/DF) | a UF/DF a recuperacdo foi de 17,4 e
(300 kDa). 24,8%, respectivamente

S. platensis Extracdo conjunta de proteinas e | Extracdo de 38% de proteinas e 9% de | Lupatini et
carboidratos aplicando ondas | carboidratos, correspondendo a | al. (2017a)
ultrassonicas e agitacdo mecanica em | recuperacao de 75,76 e 41,52%,
meio alcalino (pH 9). respectivamente.

S. platensis Purificacdo de ficocianina  por | SABs com 4% de PEG 4000 e 21% de Antelo,
sistemas aquosos bifasicos (SAB) | fosfato de potassio e, 4% PEG 6000 e | Costae
com polietilenoglicol (PEG) e fosfato | 21% de fosfato de potassio recuperaram | Kalil (2015)
de potassio, variando a massa molar | 100 e 73,5% de ficocianina,
do PEG. respectivamente.

Haematococcus Extracéo com alta pressao | O uso de alta pressdo hidrostatica foi o | Safi et al.

pluvialis; N. oculata; C. | hidrostatica, tratamento quimico, | método que permitiu maior extracao, (2014)

vulgaris; P. cruentum; | sonificacéo e agitacdo mecanica. seguido do tratamento  quimico,

S. platensis sonificagdo e agitacdo mecanica.

Chlorella fusca Extracdo com diferentes misturas de | A aplicacdo das misturas enzimaticas Sari,
enzimas proteoliticas (Protex 40XL, | Protex 40XL, Protex P e Protex 5L | Bruinse
Protex P, Protex 5L, Protex 50FP e | resultaram em percentuais de | Sanders
Protex 26L). recuperacdo semelhantes, atingindo (2013)

cerca de 80%.
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Palmaria palmata Aplicacao de tratamentos preliminares | Recuperacdo de 11,57% das proteinas | Harnedy e
com polissacaridase, alta forgca de | aplicando polissacaridase, 6,92% com | FitzGerald
cisalhamento e choque osmdtico | alta forca de cisalhamento e 6,77% com (2013)
associado a extracdo alcalina e | choque osmotico.
agitacao.

Chlorella pyrenoidosa | Extracdo com cinco diferentes | O melhor método foi o de baixa| Wange
meétodos: liquido ibnico, | temperatura com alta pressao, extraindo Zhang
congelamento-descongelamento, 45,78% de proteinas. Além disso, os (2012)
ondas ultrassénicas, combinacdo de | autores verificaram que associando as
ultrassom com congelamento- | técnicas de ultrassom com congelamento-
descongelamento e baixa | descongelamento foi possivel aumentar o
temperatura com alta presséao. percentual de extracdo, de 3,2%

(congelamento-descongelamento) e 16%
(ultrassom), para 22,9%.

S. platensis Purificacdo de ficocianina  por | Cromatografia de troca idnica foi| Moraes e
precipitacdo com sulfato de aménio, | responsavel por aumentar a pureza do | Kalil (2009)
cromatografia de troca i6nica e gel- | processo de obtencéo de ficocianina e a
filtracAo em varias sequéncias. precipitacdo salina por recuperar o0

composto; 0s autores otimizaram a
combinacao destes métodos, alcancando
44% de recuperacdo do pigmento com
fator de pureza de 6,35.

S. platensis cepa | Extracdo alcalina (pH 10), seguido de | Obtencao do extrato proteico com 67,9% | Chronakis,

Pacifica centrifugacéo e precipitacdo | de proteinas totais. Galatanu e
isoelétrica (pH 3). Nylander

(2000)
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3.3.1 Extracédo e rompimento celular

A extracdo dos componentes da biomassa microalgal, geralmente, € promovida
pelo rompimento da sua parede celular (SAFI et al., 2014). Em geral, existem diversos
métodos de rompimento celular, tais como métodos mecanicos, fisicos, quimicos e
bioldgicos (enzimatico), que devem ser escolhidos conforme a composicao e estrutura
da parede celular a ser rompida (USTUN-AYTEKIN et al., 2016). A composicdo da parede
celular de microalgas € diferente para cada espécie, variando de membranas simples a
estruturas complexas de multiplas camadas. A parede celular mais simples é formada
por uma bicamada lipidica integrada com proteinas e carboidratos, ao aumentar a
complexidade da parede celular, camadas, intracelular e/ou extracelular, passam a existir
entre a membrana (LEE et al., 2008). A S. platensis, por exemplo, possui uma parede
celular facil de ser rompida pois € composta por mucopolissacarideos, acglcares e
proteinas, diferente de outras microalgas que possuem celulose na sua composicao,
tornando o rompimento celular mais dificil (BELAY, 2002).

Neste contexto, diferentes métodos de extracdo de proteinas de microalgas vém
sendo estudados, destacando métodos como dissolucao da célula em meio alcalino, uso
de solventes organicos, tratamentos enzimaticos, técnicas de choque térmico e/ou
aplicacao de métodos mecanicos e fisicos (LUPATINI et al., 2017h).

Na literatura existem diversas metodologias as quais utilizam solventes para
extracdo de proteinas, sendo considerado um método convencional (BARBA; GRIMI;
VOROBIEV, 2015). A solubilizacdo de proteinas em meios alcalinos € comumente
utiizada com esta finalidade, sendo que nestas condicbes de pH, as proteinas
apresentam maior solubilidade e os materiais insolUveis sao fisicamente separados por
centrifugacéo (LEE et al., 2007). Para extracdo alcalina de proteinas da microalga S.
platensis diferentes estudos tém aplicado solugédo de hidréxido de sédio para ajuste do
pH para 9,0 e 10, sendo este método geralmente combinado com outras estratégias de
extracdo, entre elas centrifugacdo, agitacdo mecanica, uso de ultrassom, entre outras
(LUPATINI et al., 2017a; BENELHADJ et al., 2016; CHRONAKIS, 2001; CHRONAKIS;
GALATANU; NYLANDER, 2000).
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O choque osmdético € considerado um dos métodos mais comuns para o
rompimento celular de algas, o qual pode ser realizado com um tampéao, fosfato ou
acetato, ou diluicio em agua; em geral, sendo aplicado como tratamento preliminar a
extracdo alcalina (HARNEDY; FITZGERALD, 2013). Além disso, liquidos ibnicos,
representados por sais liquidos a temperatura ambiente, também tem recebido bastante
atencdo nos processos de extracdo de compostos bioativos de plantas (TANG et al.,
2012); contudo, sua aplicacdo ainda possui algumas controvérsias, sendo que sua
elevada viscosidade pode prejudicar o processo de transferéncia de massa e energia
(MARSH; BOXALL; LICHTENTHALER, 2004).

Entre os métodos mecanicos de extracdo de proteinas, destaca-se agitacéo,
moagem e homogeneizacdo em alta pressao (COUSTETS et al., 2015; AZMIR et al.,
2013; DOUCHA; LIVANSKY, 2008). A agitacdo mecanica ndo € a causa direta do
rompimento celular, mas é responsavel pela formacédo de pequenas bolhas de gas no
meio de extracao as quais promovem a danificacao da parede celular, causando a ruptura
(SOBCZUK et al., 2006). A moagem constitui em uma das etapas da extracado por
macerac¢ao, sendo um método popular e de baixo custo; a maceracdo consiste na
moagem da matéria-prima utilizada para extracdo com o intuido de aumentar a superficie
de contato para em seguida ser associada a outro diferente método de extracdo, por
exemplo, uso de solventes (AZMIR et al., 2013). A degradacdo da parede celular pode
ser provocada utilizando-se homogeneizadores, sendo que o0 grau de desintegracao
aumenta quando o volume utilizado no equipamento aumenta; quando o volume é muito
baixo, as forcas de cisalhamento e a frequéncia das colises ndo sao suficientes para
promover o rompimento (DOUCHA; LIVANSKY, 2008).

Os métodos fisicos para extracdo de compostos de interesse sdo considerados
alternativos aos convencionais, sendo que podem ser representados pelas seguintes
técnicas: ondas ultrassénicas (HOSSAIN et al., 2012), congelamento-descongelamento
(SAFI et al., 2013), extracao por fluidos supercriticos (MENDIOLA et al., 2007), campo
elétrico pulsado (COUSTETS et al., 2015), micro-ondas (PHONGTHAI; LIM;
RAWDKUEN, 2016), entre outros.

Em processos de extracdo de compostos de microalgas, o uso de ondas

ultrassonicas é responsavel por auxiliar no rompimento celular e reduzir o tamanho das
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particulas da microalga (LUO; FANG; SMITH, 2014). O efeito causado pela cavitacao
acustica produzida no solvente pela passagem de uma onda ultrassoénica € o que facilita
este processo de extracao; além disso, a sonificacdo pode promover um efeito mecanico
que permite a melhor penetracdo do solvente na matriz da amostra, aumentando a
superficie de contato (HOSSAIN et al., 2012). Neste contexto, é possivel verificar que
geralmente a aplicacédo de ultrassom é utilizada acoplada a outras técnicas de extracao.

Outra técnica de extracdo de biocompostos considerada “verde”, que nao afeta o
meio ambiente, é a extracdo por fluido supercritico; onde solventes com pressfes e
temperaturas acima do seu ponto critico sdo utilizados promovendo alta velocidade e
eficiéncia da extracdo, sendo o solvente mais utilizado o gas carbbnico supercritico
(FABROWSKA et al., 2016; MENDIOLA et al., 2007). Contudo, a aplicacdo desta técnica
para isolamento de biocompostos de algas ainda € pouco relatada na literatura cientifica
(MESSYASZ et al.,, 2015). As tecnologias de campo elétrico pulsado, também séo
destacadas como ferramentas adequadas para extracdo de proteinas citoplasmaticas,
mantendo sua integridade; a aplicacdo de pulsos elétricos curtos promove o0 aumento da
permeabilidade da membrana celular, sem a necessidade de aplicar altas temperaturas
(COUSTETS et al., 2015).

O uso de micro-ondas, também, vem sendo comumente aplicado para extracdes
sélido-liquido, destacando sua capacidade em promover o rompimento de ligacfes de
hidrogénio (PHONGTHAI; LIM; RAWDKUEN, 2016). A rotacdo de dipolo e a migracao
dos ions induzidas por micro-ondas facilita a penetracdo do solvente na matriz,
provocando o rompimento da parede celular e, consequentemente, liberando o composto
intracelular (LI et al., 2010).

A extracd@o de proteinas assistida por enzimas pode ser considerada como uma
técnica suave, apresentando baixo impacto ambiental (SHEN et al., 2008). Este método
envolve o uso de enzimas hidroliticas responsaveis pelo rompimento da parede celular
(MUSHTAQ et al., 2015) e, muitas vezes é aplicada combinada com outros métodos de
extracdo. De acordo com o estudo realizado por Sari, Bruins e Sanders (2013), o uso de
enzimas pode aperfeicoar o processo de extracdo de proteinas de microalgas,
comparado a métodos quimicos, contudo a aplicacdo de enzimas associada a extragao

alcalina é capaz de hidrolisar parte das proteinas, para que posteriormente ocorra a
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extracdo pela solubilizacdo das proteinas em meio alcalino, aumentando a recuperacao
deste componente. Além da utilizacdo de enzimas para a extracdo e/ou purificacdo de
proteinas de microalgas, enzimas proteoliticas tem se mostrado promissoras para a
obtencao de hidrolisados proteicos (WANG; ZHANG, 2012).

3.3.2 Meétodos de separacéo

As técnicas de separacdo de proteinas de microalgas vém ganhando importancia
em processos biotecnologicos por apresentar potencialidade de aplicacdo em larga
escala; entre estes sistemas estédo precipitacdes baseadas na solubilidade de proteinas
(CHAIKLAHAN et al., 2011), métodos cromatograficos (PONTIS, 2016), processo de
separacao por membranas (PSM) (NAGARAJ; PATIL; BIRADAR, 2006) e SAB (AMID;
ABDUL MANAP; MUSTAFA, 2013).

3.3.2.1 Precipitacao

A maioria das proteinas podem ser precipitadas de solu¢cdes aquosas utilizando
diferentes principios de precipitacéo, salina, por solventes ou pelo ponto isoelétrico (pl).
A precipitacdo de proteinas de microalgas realizada com base no seu pl é a forma mais
comumente utilizada de separacdo deste componente (LUPATINI et al., 2017b).
Chronakis, Galatanu e Nylander (2000) sugerem que a precipitacdo das proteinas de S.
platensis pode ser realizada pela baixa solubilidade das mesmas em pH 3,0 (pl); no
mesmo contexto Gerde et al. (2013) também indica que a utilizacdo da precipitacdo das
proteinas de Nannochlropsis pelo seu pl (3,2) apresentou eficiéncia.

A precipitacdo salina afeta a solubilidade das proteinas pelos efeitos salting-in e
salting-out, causando a precipitacao (VEIDE VILG; UNDELAND, 2017). Moraes e Kalil
(2009) verificaram que para purificacdo de ficocianina da S. platensis, foi necesséria uma
saturacdo de 50% com sulfato de amonio para que esta molécula fosse precipitada.
Manirafasha et al. (2017) estudaram a extracdo desta ficobiliproteina com cloreto de
amonio e em seguida promoveram sua purificagdo comparando os sais fosfato e sulfato

de amonio (proporgdo 1:2, viv: extrato-sal). Os resultados demonstraram que o fosfato
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de amodnio apresentou eficiéncia, se mostrando um sal alternativo ao sulfato de amonio
para precipitacdo de biomoléculas. Além disso os autores ressaltaram que métodos de
extracdo associados a técnicas de purificacdo podem promover melhores resultados para
obteng&o de moléculas em grau analitico.

O uso de solventes vem sendo constantemente aplicado para extrair componentes
de microalgas como lipidios e pigmentos, entretanto alguns solventes também podem ser
aplicados para precipitar proteinas de solucbes aquosas. Contudo, por serem
intracelulares, primeiramente as proteinas de microalgas devem ser extraidas do interior
da célula. Neste contexto, Grossmann et al. (2018) avaliaram a precipitacéo, por solvente,
de proteinas da microalga Chlorella protothecoides previamente extraidas por
homogeneizagédo em alta presséo; os autores verificaram que a polaridade do solvente
afeta a eficiéncia da precipitacédo. A precipitacdo com mistura de etanol:acetona (1:1 v/v)
facilitou a completa solubilizacdo do pigmento, resultando em um precipitado com alto

conteudo proteico e coloracao branca.

3.3.2.2 Processo de separagado por membrana (PSM)

Os PSM podem ser destacados como técnicas de obtencado proteica alternativas
as convencionais, compreendendo uma vasta gama de diferentes processos, desde a
microfiltracdo até a didlise (BELL; COUSINS, 1994); em geral os PSM caracterizam-se
por uma corrente de alimentagcéo a qual é separada em duas correntes: concentrado e
permeado (MULDER, 1996). Os PSM podem ser operados em escoamento frontal ou
tangencial, o primeiro tende a formar, rapidamente, um acumulo na superficie da
membrana, promovendo uma resisténcia da passagem do permeado e reduzindo o fluxo
ao longo do processo; jA no escoamento tangencial a solugdo escoa paralelamente a
superficie da membrana, limitando o acumulo de material retido sobre a mesma
(HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

Além disso, as membranas podem ser preparadas em diferentes configuracoes,
como planas e cilindricas (Figura 3.2). Entre elas, as fibras ocas vém se destacando nas
Ultimas décadas; uma das vantagens desta geometria é a relacdo area de permeacao e

volume, representando uma melhor utilizagcdo do espacgo e redugcao dos custos de
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equipamento (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). Contudo, sua principal
desvantagem ¢ a facilidade de entupimento das fibras, levando a necessidade de uma
limpeza cuidadosa e eficiente (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

Entre os diferentes PSM, a UF tem sido indicada como um dos meios para superar
os problemas encontrados com o processo de precipitacdo isoelétrica de proteinas
(MONDOR, 2014). A UF pode apresentar dois mecanismos distintos de separacao;
quando sao aplicadas membranas como poros maiores, 0 mecanismo dominante é o de
exclusédo por tamanho, por outro lado, ao utilizar membranas com poros menores, a
exclusdo molecular € mais restrita e a separacédo ocorre em termos de solubilidade dos
componentes e hidrofobicidade da membrana. O dltimo mecanismo pode representar
algumas restricBes deste processo de separacao devido a polarizacao por concentracdo
das proteinas e polissacarideos, conduzindo a formacdo de uma camada viscosa de

agregacao proteica, o que causa incrustacdes (GALANAKIS, 2015).

Figura 3.2 - Configuragdes geométricas de membranas.

Geometria
Plana Cilindrica
e Espiral e Tubular
e Placa-quadro e Capilares

e Fibras-ocas

Fonte: Habert, Borges e Nobrega (2006).

Os PSM que utilizam o gradiente de pressdo como forca motriz, como
microfiltracdo, UF e nanofiltragdo podem ser associados a DF (HABERT; BORGES;
NOBREGA, 2006); modo de operacédo que consiste na remocao de espécies retidas na
membrana devido a lavagem do concentrado com agua ou outro solvente, o que facilita
a permeacédo pela membrana e aumenta a pureza da fragdo concentrada (ABEL et al.,

2018). A DF pode ser realizada de dois modos: continuo ou descontinuo. No primeiro se



45
Capitulo 3

realiza a diluicdo do sistema, mantendo-se o volume constante durante o processo; ja no
segundo o diluente é adicionado intermitentemente, podendo ser repetido quantas vezes
forem necesséarias. Ambos os modos consideram um fator de concentragdo e permitem
maior concentragdo e pureza do soluto retido (CHERYAN, 1998).

Neste contexto, Safi et al. (2017) verificaram a extracdo das proteinas da microalga
N. gaditana aplicando homogeneizacéo a alta pressao e tratamento enzimatico (alcalase)
associados com PSM, aplicando UF juntamente a DF; os sobrenadantes obtidos pelos
diferentes processos de rompimento celular foram utilizados no processo de UF/DF, onde
a membrana com melhor desempenho foi de 300 kDa, atingindo 17,4 e 24,8% de
recuperacdo de proteinas, respectivamente. Além de verificarem que a aplicacdo do
processo de DF acoplado com a UF promoveu maior recuperacdo das proteinas, 0s
autores contrastam a ideia de que ao aumentar o tamanho molecular da membrana
ocorre aumento do fluxo de permeado e do percentual de proteina, sendo que ao
avaliarem membranas de 1000 kDa obtiveram resultados inferiores a de 300 kDa.

Chaiklahan et al. (2011) verificaram a purificagao de ficocianina de S. plantensis
utilizando membranas de microfiltracao (0,2 e 0,8/0,2 um) seguido da concentracao deste
pigmento pela aplicacdo de UF com diferentes tamanhos de corte (50, 70 e 100 kDa),
sendo que 50 kDa apresentou os resultados com maior grau de pureza; conforme estas
condicles, 0s autores conseguiram recuperar cerca de 82% deste componente, com
concentracdo final de 6,17 mg.mL? e, ainda ressaltam a eficiéncia do PSM e seu

potencial para aplicacéo industrial.

3.3.2.3 Sistema Aquoso Bifasico (SAB)

Outra técnica de separacao a qual vem se destacando, principalmente, devido seu
simples e econdmico processo, € o SAB. Esta técnica consiste na mistura ternaria
heterogénea formada por duas fases liquidas imisciveis em equilibrio, estes sistemas
ocorrem principalmente pela mistura de dois polimeros ou de um polimero com um sal
(AMID; ABDUL MANAP; MUSTAFA, 2013). Além disso, os SABs também podem ser
compostos por um alcool e um sal, formando um sistema de baixa viscosidade, com alta

polaridade e com rapidez para separacdo dos biocompostos; este sistema também
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apresenta maior facilidade para recuperacao do solvente (alcool), enquanto a separacao
da proteina de um polimero tende a ser mais dificil e muitas vezes o polimero ndo é
efetivamente reciclado (PHONG et al., 2017).

A particéo de proteinas pelo SAB ocorre devido a interagdo hidrofébica do solvente
organico e pelo efeito salting-out da fase salina (AMID; ABDUL MANAP; MUSTAFA,
2013), visto que altas concentracdes de sais favorecem a migracao das proteinas para a
fase ndo composta por sal. Entre os principais sais utilizados no SAB, destacam-se 0s
sais fosfato de potassio e citrato de sédio. O primeiro ja vem sendo estudado h& anos,
apresentando grande potencial na separacdo de proteinas (ANTELO, COSTA; KALIL,
2015) e o segundo vem se destacando principalmente devido sua alta seletividade e
biodegradabilidade (GOJA et al., 2013).

A representacao grafica € muito importante para os estudos de separacado, sendo
gue inicialmente € utilizada como ferramenta basica para o desenvolvimento de um SAB.
A composicdo das fases em equilibrio de um SAB é feita por meio de diagramas de
equilibrio, os quais podem ser construidos empregando o sistema de coordenadas
retangulares como também podem ser expressos em coordenadas triangulares, a
diferenca é que na condicao retangular, a concentracdo de solvente esta implicita no
diagrama (ALBERTSSON, 1985). A Figura 3.3 ilustra um exemplo de um diagrama de
equilibrio de fase retangular de um SAB formado por um polimero, poli(6xido de etileno)
[PEO] e um sal.

Os componentes presentes em maior quantidade nas fases inferior e superior séo
representados no eixo das abscissas e das ordenadas, respectivamente. A curva que
divide a regido em duas fases é denominada curva binodal ou curva de equilibrio, e &
responsavel por informar em quais condi¢des o sistema € homogéneo ou heterogéneo.
Os dados de equilibrio apresentados nos diagramas sao relacionados com a variacao da
energia livre de Gibbs do processo e a posi¢cdo da curva binodal varia de acordo com o
tipo e massa molar do polimero, caracteristicas do sal, pH e temperatura. A linha ABC
representa a linha de amarracéo que, para determinada composicéo, o ponto B fornece
a concentracao dos solutos nas duas fases em equilibrio, representadas pelos pontos A
(fase superior) e C (fase inferior) (SILVA et al., 2006).
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Figura 3.3 - Exemplo de um diagrama de fase expresso em coordenadas retangulares

de um SAB formado por um polimero e um sal.

A

35 I
; Linha de amarracio

30

[PEQ] / %(mvm)
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0 5 10 15 20
[SAL]S %({mim)
*PEO: Poli(oxido de etileno); A, B e C: componentes da linha de amarragdo; Pc: componente linha
binodal.

Fonte: Silva et al. (2006).

Os SABs permitem a selecéo especifica para separagao proteica em um pequeno
intervalo de tempo (OOl et al., 2009), além de apresentarem baixo custo e baixa toxidade
ambiental (AMID; ABDUL MANAP; MUSTAFA, 2013). A eficiéncia da particdo de
biomoléculas aplicando esta técnica se deve principalmente pela possibilidade em
alcancar as melhores condic6es manipulando seus parametros, tais como: concentracao
dos componentes das diferentes fases, tamanho da biomolécula, afinidade entre a
molécula de interesse e os componentes do SAB, pH e temperatura (RAJA et al., 2011;
FU et al., 2015). A particdo decorrente deste processo é complexa, envolvendo
interacdes hidrofdbicas e de ligacdo de hidrogénio entre o composto a ser separado e as
fases do sistema (MARCOS et al., 2002).

Antelo, Costa e Kalil (2015) estudaram o uso de dois distintos SABs para
purificacdo de ficocianina de S. platensis, encontrando condi¢des otimizadas para SABs
com 4% de PEG 4000 e 6000, ambos com 21% de fosfato de potassio, recuperando
100% e 73,5% de ficocianina, respectivamente. Phong et al. (2017) investigaram a

viabilidade da aplicagdo do SAB com metanol e diferentes sais de potassio para
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recuperacdo de proteinas da microalga Chlorella sorokiniana, apds a otimizacdo das
condi¢cBes de purificacdo, os resultados mostraram que o SAB formado com 30% de
fosfato de potassio e 20% de metanol com adicdo de 3% de NaCl possibilitou a
recuperacdo de 84,23% das proteinas e, ainda apresentou capacidade de reciclo dos
componentes do SAB e potencial para implementacdo em grande escala.

Além disso, a combinacdo do SAB com PSM pode garantir um aperfeicoamento
do processo de purificacdo de proteinas. Gdmez-Loredo, Gonzélez-Valdez e Rito-
Palomares (2015) avaliaram a associacdo de SAB composto por etanol e fosfato de
potassio com UF para purificar fucoxantina e entre as vantagens observadas pelos
autores destacam-se o aumento de cerca de 6% da recuperacao da molécula e reducéo
de 16% de impurezas. Santos et al. (2018) também estudaram a combina¢cdo do SAB
com UF para obtencédo; os autores relataram que a adicdo da UF para purificacdo da
proteina verde fluorescente, permitiu a recuperacao do solvente além da eliminacdo das

impurezas de baixo peso molar.

3.3.2.4 Outros Métodos de Separacédo

A separacao por eletroforese € uma técnica baseada na migracdo de espécies
ibnicas ou ionizaveis conforme a aplicacdo de um campo elétrico, causando a separacao
de diferentes fraces proteicas, mostrando-se competitiva a cromatografia de excluséo
molecular (ROMARIS-HORTAS et al., 2014). Outra técnica de separagdo que €
semelhante aos métodos cromatograficos € a adsorcdo, a qual vem sendo aplicada na
separacdo de proteinas através da utilizacdo de adsorventes como silica, 6xido de
aluminio, celulose e outros polimeros sintéticos (LI et al., 2013), onde posteriormente o
adsorvente é retirado da solucdo por centrifugacéo ou filtragcdo (PONTIS, 2016). Ambas
as técnicas citadas ndo apresentam relatos cientificos da sua aplicagdo na separacao de
proteinas de microalgas.

Os métodos cromatograficos geralmente sao aplicados para obtencao de fracdes
proteicas altamente purificadas que previamente ja foram submetidas a outros métodos
de separacdo. Os mecanismos desenvolvidos pela cromatografia sdo baseados na

particdo e distribuicdo do componente de interesse entre duas fases imisciveis. Na
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separacao de proteinas, a cromatografia liquida é a mais amplamente aplicada e seus
diferentes mecanismos de separacdo sao: troca idnica, adsorcédo, afinidade e exclusao
molecular (ou gel-filtracdo) (PONTIS, 2016). A cromatografia por troca iébnica € uma das
mais utilizadas com o intuito de separar proteinas, a qual pode promover a separagéo
proteica ndo afetando a conformacédo da molécula, ocorrendo conforme as interacfes
ibnicas e atracdes eletrostaticas (ISHIHARA; YAMAMOTO, 2005). Moraes e Kalil (2009)
estudaram a purificagdo da ficocianina de S. platensis por precipitagcdo com sulfato de
amonio, cromatografia de troca idnica e gel-filtracao; verificaram que a melhor condicéo
de purificacéo foi utilizando precipitacdo com sulfato de amonio seguido da cromatografia
de troca ibnica onde conseguiram obter o extrato purificado com fator de purificacao de
6,35.

3.4 Estado da arte: Consideracdes finais

Visto as diversas qualidades nutricionais das proteinas de S. platensis, esta
microalga pode ser considerada uma fonte alternativa no aporte deste componente, com
caracteristicas comparaveis as proteinas vegetais e animais. Além disso, suas
propriedades tecno-funcionais evidenciam sua possivel aplicacdo em diferentes tipos de
alimentos, contribuindo em seu processamento como agentes emulsificantes, gelificantes
e espumantes. Sem menos importancia, as suas propriedades nutracéuticas estdo a
cada dia mais evidenciadas, levando ao melhoramento da saude e reducao de riscos de
doencas crbnicas.

Neste contexto, o estudo de técnicas de purificacdo de proteinas de S. platensis
se torna necessario. Para isto, primeiramente é necessario o rompimento da sua parede
celular, podendo ser desenvolvido por métodos mecanicos, fisicos, quimicos ou
enzimaticos, seguido da extracdo de proteina. Posteriormente, técnicas de separacao,
concentracéo e/ou purificagcdo podem ser aplicadas a fim de aumentar a pureza deste
componente; estudos cientificos destacam que a combinacdo de diferentes métodos de
extracao e recuperacdo podem aperfeicoar a obtencéo de proteinas de microalgas.

Além disso, conforme embasamento cientifico, métodos de extracao,

concentracdo e/ou purificagdo de proteinas podem influenciar diretamente nas suas
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propriedades tecno-funcionais, assim como nas suas demais caracteristicas; o que
demostra a necessidade de novos estudos com esta finalidade. Mesmo considerando os
diversos beneficios das proteinas de S. platensis ainda existe um leque de informacgdes
pouco exploradas sobre sua aplicagdo na industria alimenticia, quimica e farmacéutica,
tornando-se incontestavel a necessidade de novas pesquisas referente a sua obtencao,
caracterizacdo e aplicacdo, priorizando suas propriedades fisico-quimicas e tecno-

funcionais.
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4 Thermic and techno-functional properties of Spirulina platensis protein

fractions obtained by membrane separation process

Propriedades térmicas e tecno-funcionais das fra¢cdes proteicas de Spirulina

platensis obtidas através de processo de separacao por membranas

Abstract

The high protein concentration of Spirulina platensis makes this microalga a great
component of food. Thus, the protein obtainment should guarantee the nutrient
characteristic, in this case, as bioactivity and techno-functional properties. Membrane
separation processes (MSP) have been highlighted by its capacity to separate proteins
and keep their properties. Therefore, MSP was used to concentrate and separate the
proteins from S. platensis, which were characterized by its physicochemical and techno-
functional properties. Different ultrafiltration (UF) membranes and operational conditions
(10 and 50 kDa pore size, conventional and tangential flow, hollow fiber type and
pressures of 1.0, 1.5 and 2.0 bar) were tested, and associated with diafiltration (DF). The
maximized condition of UF/DF (hollow fiber, 50 kDa, tangential flow at 1.5 bar, associated
with one DF) was upscaled, and allowed to obtain a concentrate and permeate fractions
with 81.75% and 61.20% of protein, respectively. Thus, it was produced a protein
concentrate with 142 mg.L? of phycocyanin, 90% of antioxidant activity, with proteins
more soluble at high pH (50% soluble protein at pH 7.0), and molecular weight among 5-
15 and 100 kDa. Protein thermal and emulsifying properties were kept by the PSM, the
concentrate fraction presented results similar as S. platensis biomass, which confirm the
advantage of this method in guarantee the protein quality.

Keywords: antioxidant activity; diafiltration; emulsifying properties; microalgae potential;

protein secondary structure.
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4.1 Introduction

Among microalgae composition, their high protein content is highlighted, however
this nutrient concentration differs from various species, culture media and climate
conditions (GODLEWSKA et al., 2017). The blue-green microalgae Spirulina has been
one of the richest natural sources of protein, corresponding to 55-77% of its dry weight
(BARKA; BLECKER, 2016). For human consumption, two species traditionally used are
S. platensis and S. maxima, which besides the protein content, present excellent source
of amino acids, vitamins and fatty acids (STANIC-VUCINIC et al., 2018).

S. platensis proteins have high nutritional value and can be compared to vegetal
and meat protein sources (LUPATINI et al., 2017b). In the last decade, several studies
have been published about the potential of Spirulina on human health (STANIC-VUCINIC
et al., 2018). In S. platensis composition, such molecules as xanthophyll’s pigments-
tocopherol, phycocyanin, B-carotene and phenolic compounds, are recognized by their
antioxidant potential (DEMISU; BENTI, 2018). Among these compounds, phycocyanin is
a phycobiliproteins which is part of the S. plantesis proteins (LUPATINI et al., 2017b), and
known as a natural colored pigment, presenting blue-green color (SUDHAKAR et al.,
2015). According to antioxidant activity, phycocyanin can also be associated with some
therapeutics agents, such as anticancer (SILVA et al.,, 2017), and anti-inflammatory
properties (XIA et al., 2016).

Parallel studies have shown that S. platensis proteins also present potential to
formulate food, improving the technological process due to their protein tecno-functional
properties, such as foaming, emulsifying and gelling properties (MENEGOTTO et al.,
2019; BENELHADJ et al., 2016). However, these properties have been connected with
the protein composition, structure and denaturation, which can be affected according to
the protein extraction and isolation method (ABIRACHED et al., 2018).

Thus, the protein extraction can improve the tecno-functional properties, due to the
cellular wall rupture and the exposition of the intracellular compounds (SAFI et al., 2014).
Nevertheless, it is missing researches of microalgae protein purification and separation
that explain the influence of those methods on the protein properties. Among the

techniques reported in the literature, enzymatic treatments, chromatographic precipitation
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and membrane separation are some of the available studies (PONTIS, 2016; BARBA;
GRIMI; VOROBIEV, 2015; AMID; ABDUL MANAP; MUSTAFA, 2013; NAGARAJ; PATIL;
BIRADAR., 2006).

Membrane separation processes (MSP) is highlighted as an alternative procedure
to separate and purify proteins. Ultrafiltration (UF) has been indicated as strategy to solve
proteins isoelectric precipitation issues, such as from an environmental point of view, the
isoelectric precipitation requires a large amount of water and generates a large volume of
effluents (MONDOR, 2014). Besides, MSP represent the most economic process when
compared to enzymatic treatments or chromatographic methods. In order to increase the
performance, MSP can be associated with diafiltration (DF), which refers to the washing
of the concentrate with purified water, considering a concentration factor (ABEL et al.,
2018).

However, the use of MSP to obtain microalgae proteins is still little studied. There
are studies in the literature with Chlorella vulgaris (URSU et al., 2014), Haematococcus
pluvialis (BA; URSU; LAROCHE, 2016) and Nannochloropsis gaditana (SAFI et al., 2017);
these researches used UF to concentrate the proteins, and the last associated UF and
DF. Thus, the importance of novel scientific studies on this subject is evident, as well as
the evaluation of the protein fractions obtained. Therefore, the present work aimed to
apply MSP, including UF and DF, in order to concentrate S. platensis proteins, as well,

the physicochemical and tecno-functional characterization of the UF/DF fractions.

4.2 Material and Methods

4.2.1 Materials

Dried S. platensis biomass was obtained by commercial source, from Tamandua
Farm, localized on Santa Terezinha, Paraiba, Brazil. All the chemicals were analytical
grade and were purchased from distinct commercial sources.

The polyether sulfone UF membrane (847) with hollow fiber type was derived from
PAM-Membranes (Brazil) and the flat polyether sulfone membranes, Ultrafilic type, were

obtained commercially from GE Osmotics® (USA).
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4.2.2 Protein concentration by membrane separation process

The protein extraction was developed by Lupatini et al. (2017a) with adaptations
on sonification and mechanical agitation performance. S. platensis biomass was
suspended on purified water (30 g.L?) and the pH was set to 9.0. The suspension was
left in ultrasound bath (Unique, USC-1800A, Brazil) at 40 kHz of frequency, 90% of
amplitude for 35 min, following by mechanical agitation (Fisatom, 712, Brazil) at speed
rate of 100 rpm for 50 min. Temperature was maintained at 30°C during the extraction
process. After, the suspension was centrifuged at 5,260 x g, 25°C for 15 min (Biosystems,
MPW-351R, Brazil). The supernatant was submitted to conventional filtration (qualitative
filter paper 60 x 60 cm, 80 g weight); thus, the S. platensis protein extract (SpPE) has
been obtained.

The protein separation with the MSP were performed, and SpPE was used as feed.
This step of the work was performed at the Laboratory of Membrane and Materials (UCS
— Caxias do Sul, Brazil). Initially, the performance of different UF membranes was
evaluated, with transmembrane pressure of 2.0 bar, temperature of 30°C and time of
1.0 h. The studied membranes were: Membrane 1 — UF membrane, hollow fiber type with
50 kDa asymmetric pore size and 0.027 m? of filtration area in tangential flow; Membrane
2 — flat membrane with 50 kDa pore size and 0.0017 m? of filtration area in tangential flow;
Membrane 3 — flat membrane with 10 kDa pore size and 0.0017 m? of filtration area in
conventional flow; Membrane 4 — flat membrane with 50 kDa pore size and 0.0017 m? of
filtration area in conventional flow; Membrane 5 — flat membrane with 100 kDa pore size
and 0.0017 m? of filtration area in conventional flow. The responses of permeate flow rate
(L.m2.h1) and protein concentration (g.L') were evaluated in the concentrate and
permeate fractions. Protein concentration was evaluated by the total nitrogen
determination according to the catalytic combustion method at 720°C with infrared
detection (Shimadzu, TOC-VcsH, Japan); taking into consideration the nitrogen
conversion factor of 6.25 (CHRONAKIS; GALATANU; NYLANDER, 2000). Before the
experiment runs, water permeate flow rate was evaluated for each membrane.

The membrane with the better flow performance was used to evaluate the effect of

different transmembrane pressures (1.0, 1.5 and 2.9 bar) on permeate flow rate and



63
Capitulo 4

protein concentration. Thus, from the best protein concentration condition, an association
of DF (UF/DF) was studied. Consequently, the UF concentrate was diluted by adding
purified water in the system and again submitted to the MSP. For this, three subsequent
washes of the concentrate fractions (DF 1, DF 2 and DF 3) were used, in batch conditions.
The volume of water (~140 mL) was proportional to complete the initial volume of SpPE
(500 mL). The operation time was set to 0.7 h, with concentration factor (CF) of 1.39,
which was adjusted according to Equation 4.1 (ATRA et al., 2005).
Vi

F= (Vi -Vp) 4

where Vi and Vp are initial and permeate volumes (L), respectively.

The permeate flow rate (J) was monitored every 5 min and calculated according to
Equation 4.2 (CUARTAS-URIBE et al., 2007).

_ Vp
J e (4.2)

where Vp is the permeate volume (L), A is the permeation area (m?) and t is the

permeation time (h).

The maximized condition of MSP was upscaled using a pilot plant (PAM
Membranes, Brazil) (Figure 4.1) localized at the Laboratory of Milk and Derivates
Technology (URI — Erechim, Brazil). The process was realized by batch conditions, with
hollow fiber membrane (PAM Membranes, Brazil), with 50 kDa of cut-off and 2.2 m? of

filtration area in tangential flow tangential flow with 1.5 bar and 30°C.
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Figure 4.1 - Pilot unit of membrane separation process (Laboratory of Milk and Derivates

Technology (URI — Erechim, Brazil).

(A) tank of feed; (B) tank of permeate collect; (C)
flow regulator pump; (D) thermostat; (E) computer
for adjusting pump power and control panel; (F)
control valve; (G) electrical board.

4.2.3 Physicochemical and tecno-functional characterization

The UF/DF concentrate and permeate fractions, and the SpPE were evaluated in
relation to total protein and fractions (SDS-PAGE), total organic carbon (TOC),
phycocyanin, antioxidant activity, and color parameters (L*, a* and b*).

In order to evaluate the protein techno-functional properties, secondary structure
and thermal performance of the extracts obtained in the best condition of the UF/DF,
concentrate and the permeate fractions were frozen (-80°C) and freeze-dried (Edwards,
Modulyo, UK) with a vacuum pump (Edwards, RV8, UK) coupled at an absolute pressure
lower than 0.01 mbar, -40°C for 72 h. As comparative, S. platensis biomass (63.85%
protein, dry weight (dw)) was also evaluated.
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Total protein and total organic carbon (TOC)

The total protein content of the concentrate and permeate fractions, and the SpPE
were evaluated by the total nitrogen determination according to the catalytic combustion
method at 720°C with infrared detection (Shimadzu, TOC-VcsH, Japan); taking into
consideration the nitrogen conversion factor of 6.25 (CHRONAKIS; GALATANU;
NYLANDER, 2000). TOC contents were also determined by catalytic combustion at
680°C. TOC was obtained by difference between total and inorganic carbons. All the
protein and TOC results were determined on dry weight, considering the samples moisture
content (AOAC, 2016).

Phycocyanin

The phycocyanin determination consisted of absorbance measurements by
spectrophotometer (Agilent Technologies, 8453E, USA) at 615 and 652 nm. Phycocyanin

concentration (PC) was calculated by Equation 4.3 (BENNET; BOGORAD, 1973).

A615-0.474 X A652

PC= 5.34

x1000 (4.3)

where PC is the phycocyanin concentration (mg.L™t), Asis and Aes2 were absorbance

measures at 615 and 652 nm, respectively.

Antioxidant activity

The antioxidant activity was evaluated according to ABTS (2,2-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) method (Re et al., 1999) and at Biochemistry and
Bioprocess Laboratory (UPF — Passo Fundo, Brazil). The samples (10 pL) mixed with
1mL of ABTS** were kept in a dark place for 6 min and analyzed using a
spectrophotometer at 734 nm (Eppendorf, BioSpectrometer, Germany). The variation of
the absorbance was measured, and its percentage of inhibition was calculated through

Equation 4.4 (MILIAUSKAS; VENSKUTONIS; VAN BEEK, 2004).

ABSbIank'ABSsample
ABSblank

AA = x100 (4.4)
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where AA is the antioxidant activity (% inhibition), ABSbiank and ABSsample at 734 nm.

Color parameters L*, a*, b*

The color indexes were determined by instrumental measurement using the
Minolta colorimeter (Chroma Meter, CR400, Japan). The luminance values L*, red-green
component a* and yellow-blue component b* were expressed in the CIELAB (Commission

International for lllumination) system.

Protein fraction - polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

The proteins molecular weight was determined by electrophoresis as cited by
Laemmli (1970), using polyacrylamide gel-sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) 15% and
molecular weight marker of 5 to 250 kDa (PageRuler, 4-20% Tris-glycine SDS-PAGE).
The samples in gel were carried out under constant current of 300 mA and voltage of
250 V for about 60 min. The protein bands were revealed using dye solution of Coomassie
Brilliant Blue R-250 (0.1%). S. platensis biomass concentration used for electrophoresis
analysis was 16.60 g.L', SpPE, concentrate (DF1 C) were diluted 1:10 (v/v) and the

permeate (DF1 P) was measured without dilution.

Identification of spectral parameters

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was performed to investigate the
protein secondary structures. The biomass, UF/DF concentrate and permeate spectra
were collected using a PerkinElmer, FT-IR Spectrum 100S (USA) instrument, equipped
with a Universal ATR accessory, localized at Laboratory of Polymers (UCS — Caxias do
Sul, Brazil). Samples were placed on a diamond/ZnSe crystal plate, and scanned from
4,000 to 600 cm™ in transmission mode with a resolution of 4 cm™. Protein secondary
structures were evaluated with spectral deconvolution and a second derivative of the
region of interest (1,800 to 1,500 cm, which correspond to the amide | region). The peaks

were adjusted, and their areas were calculated with Gaussian functions.
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Protein thermal performance

The thermal analyses were evaluated at Colloidal Systems Study Group (UNIT —
Aracaju, Brazil). The degradation profile was measured by analysis in a thermogravimetric
analyzer — TGA (Hitachi, STA 7200RV, Japan). Briefly, samples were placed in oxide
aluminum pans and heated from room temperature to 550°C at heating rate of 10°C.min"
1, Nitrogen was used as a purge gas (100 mL.min1).

The differential scanning calorimetry (DSC) curves of the S. platensis biomass and
UF/DF fractions were obtained in a TA instrument Q-20 equipment. About 4 to 6 mg of
the samples were sealed in aluminum pans and submitted to a heating rate of 10°C.min"
! from room temperature to 200°C, under a nitrogen atmosphere with flow rate of

30 mL.min1,

Protein solubility

Protein solubility was determined by dispersing the samples (1 g.L'!) in 0.01 M
citrate-phosphate buffer pH 4.0 and 7.0, and stirring for 60 min at room temperature and
then centrifuged for 15 min at 10,000 x g (20°C). The concentration of soluble protein in
the supernatant was determined by the bicinchoninic acid method (SMITH et al., 1985).

Protein solubility was expressed as percentage of total protein.

Emulsifying properties

The emulsifying properties were analyzed at the Chemical Institute, localized on
the Universidad de la Replublica (UDELAR) — Montevideo, Uruguay. The o/w 25:75 (v/v)
emulsions were prepared with 1 mg.mL"! soluble protein of each sample in 0.01 M citrate-
phosphate buffer pH 4.0 and 7.0 and sunflower oil. The emulsions were prepared at room
temperature using Ultra-Turrax homogenizer (IKA-Labortechnik, GmbH & Co., Germany)
with the S25N-10G dispersing tool (GmbH & Co., Germany), the speed was adjusted to

20,000 rpm, and the homogenization time was 1 min.
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The droplet size distribution of the emulsions was determined by laser light
diffraction and polarized light dispersion using a particle analyzer (Coulter Counter
Multisizer, Couter Eletronics Ltd., UK) (Figure 8.1, Appendix). Analyses were made on
fresh emulsions. From the droplet size, expressed as number (%), volume (%) and
superficial area (%) percentage, the average diameters (D32 and Das3) were calculated
using the Coulter LS software version 2.11a (Coulter Corporation, UK). The average
diameters were calculated considering all the populations.

Global stability of the emulsions was determined using a vertical optical analyzer
(Turbiscan Classic MA 2000, Formulaction, France). The freshly prepared emulsions were
placed in a cylindrical glass cell (80 mm) to register the backscattering profile (BS, %),
based on the cell height. The kinetics of creaming and emulsion destabilization were
monitored every minute over 60 min and one last measurement at 24 h through BS
measurement.

Destabilization due to creaming was studied through the decrease in the average
BS values (at the bottom of the measuring cell, height of 10 mm) versus time. The BS
data was adjusted to a second-order equation (Equation 4.5) developed by Panizzolo,
Mussio and Afidn (2014).

BS(0)= BSs _, _BS
BSgkst+1  BSpkpt+1

(4.5)

where BS(t) is the backscattering value at time t, ks is the rate constant of variation for BS
with time for the larger size droplets, kn is the constant of speed of variation of BS with
time for the smaller size droplets, and BSs and BSh are the amplitude parameters
corresponding to larger and smaller droplets, respectively. Thus, BSh+ BSs = BSo, where
BSo is the BS of the emulsion at time 0. These values were estimated by least square

regression.
4.2.4 Statistical analysis
The results (triplicate) were statistically treated by analysis of variance (ANOVA) (p

< 0.05), followed by the averages differences comparison by the Tukey test, with a 95%

confidence level, using the Statistica 5.0 software (StatSoft Inc., EUA). The parameter
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estimation in the second-order equation on the emulsion stability was done with the same
software. The OriginPro 7.0 software (OriginLab Corporation, EUA) was used to construct

the graphs.

4.3 Results and Discussion

4.3.1 Protein concentration by membrane separation process (MSP)

In the present study, MSP was used to concentrate S. platensis proteins; for that it
was evaluated five different membranes, and the performance of each one regarding to
protein concentration is presented in Table 4.1. Protein content in the concentrate was
among 9.43 to 14.27 g.L* (membranes 5 and 4, respectively); and in the permeate was
1.72 to 4.81 g.L"* (membranes 3 and 1, respectively). According to these results, it was
possible to verify that from any membrane used, mostly of S. platensis proteins remained
in the concentrate fraction.

Membranes 1 (hollow fiber type), 2 (flat membrane in tangential flow rate) and 4
(flat membrane in convectional flow rate), all with 50 kDa of pore size, did not differ
(p>0.05) in protein concentration; and had about 10% more protein (g.L™t) than the SpPC
that was used as system feed. The protein content of membrane 3 and SpPE did not differ
(p>0.05), concluding that the use of small pore size (10 kDa) cannot separate S. platensis
proteins of the other constituents, due to their difficulty to permeate through the
membrane. Membrane 5 presented the highest permeate flow rate due to its pore size
(100 kDa), however also due to its pore size, more protein has permeated through the
membrane, reducing the protein concentration. There is an exchange among membrane
permeability and selectivity for protein concentration; with the increase of the membrane
pore size, the flow rate increases, however the selectivity decreases, due to the wide pore
size distribution of membranes which are inherently looser ARUNKUMAR; ETZEL, 2015).
Thus, in membrane 5 must have permeated other components with smaller size, such as
monosaccharides, non-protein nitrogen, ash and other, and a large amount of proteins

must have become entrapped in the membrane pores.
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Table 4.1 - Total protein contents and permeate flux for the different membranes
evaluated at 2.0 bar and 30°C.

Membranes Protein Permeate flux
(g.L ) (L.m=2.h1)
SpPE 12.94 +0.16 -
C 13.912+0.43 q
! P 4.819 £ 0.05 8.7470.26
C 13.842 + 0.03 d
2 P 3.18'+ 001 8.239+0.41
C 12.99° + 0.01 .
3 P 1729+ 0.04 18.82¢ + 0.41
C 14.272 + 0.02
b
4 P 297+ 0.01 35.06° + 0.41
C 9.43¢ + 0.05 a
+
> P 3.87¢+0.11 36.477£0.04

*Mean = standard deviation followed by equal letters at the same column do
not differ statistically in a level of 5% (Tukey’s test).

C: concentrate; P: permeate.

1 - hollow fiber, ~ 50 kDa, tangential flow rate; 2 - flat, 50 kDa, tangential flow;
3 - flat, 10 kDa, conventional flow rate; 4 - flat, 50 kDa, conventional flow; 5 -
flat, 100 kDa, conventional flow rate.

Membranes with conventional flow rate (membranes 3, 4 and 5) are more
susceptible to polarization by concentration of proteins at the interface of the membrane,
and lead to the form of a viscous protein aggregation layer, which favors fouling and
hinders the passage of the sample through the membrane (DING et al., 2016). This
phenomenon can be reduced by using membranes operating in tangential flow rate, such
as membranes 1 and 2. As both membranes showed the same behavior regarding to
protein concentration (~14 g.L*) and permeate flow rate (~8.5 L.m2.h't), membrane 1 was
selected to conduct the subsequent step, due to its larger permeation area and hollow
fiber configuration. These characteristics lead to a greater relationship of permeation area
and volume which represent more efficiency of the space used by the machine and
consequently reduce the operational costs (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).
Besides, membrane 1 allowed the protein separation, part remained in the concentrated

fraction (13.91 g.L) and part was fractionated to the permeate (4.81 g.L?).
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The effect of transmembrane pressures (1.0, 1.5 and 2.0 bar) at membrane 1 is
shown in Figure 4.2a. Higher pressure significantly enhanced the driving force of filtration,
increasing the permeate flow rate. It is possible to see that all permeate flow rates reduces
quickly at first period of time (0.4 to 0.5 h), then continue to decrease until 0.7 h, when the
flow rate is stabilized. This phenomenon occurs due to increase of the protein and the
polysaccharides layer on the membrane surface, leading to membrane incrustation
(GALANAKIS, 2015). According to Zhang et al. (2016) the decrease of flow rate can be
explained due to increase of concentration polarization caused by the protein foulants
deposited and adsorbed at membrane in short time, then membrane fouling was
developed and the flow rate was reduced rapidly. After that, due to the “self-cleaning”
capacity of high shear rate, the flow rate decreases unnoticeable, and when the flor rate
became constant and the fouling layer did not aggravate, the equilibrium among
transmembrane pressure and shear rate was developed.

The protein separation performance applying different transmembrane pressure is
shown in Figure 4.2b. Protein content of the concentrate at the pressure of 1.5 bar was
approximately 17.67 g.L1, differing (p<0.05) from the other samples. At pressure of
2.0 bar, the driving force is higher, which increase the flow rate. However, more foulants
are accumulated on the membrane and more concentration polarization occurred
(ZHANG et al., 2016), leading the membrane fouling increase and consequently, the
protein concentration decreases (BRIAO; TAVARES, 2012).

After choosing the pressure with better performance, UF and DF was combined in
order to improve the protein concentration. Figure 4.2c shows the permeate flow rates of
the DF at 1.5 bar. The same phenomena that was related on Figure 4.2a is observed,
however the flow rate stabilization occurred quickly. There was a reduction of the flow rate
with the operation time of the DF, at 0.4 h there is a trend of the flow rate stabilization; the
flow rate decrease can be related to the membrane fouling and polarization (LIU ET AL.,
2017; FERRER; ALEXANDER; CORREDIG, 2014).
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Figure 4.2 - Membrane 1 permeate flux at pressures 1.0, 1.5 and 2.0 bar (a), pressures

influence on protein content (b), and permeate flux of three DF added in the UF (c).
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4.3.2 Physicochemical and tecno-functional characterization

In order to have a best visualization of the UF/DF performance, the partial

characterization of concentrate and permeate fractions was studied. Table 4.2 presents
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the total protein (dw), TOC (dw), phycocyanin concentration, antioxidant activity and color
indexes (L*, a* and b*) results of the SpPE (UF/DF feed) and UF/DF concentrates and
permeates.

DF1 C allowed the highest protein concentration, obtaining approximately 88% of
this component. According to the content found, the product may be classified as a S.
platensis protein concentrate; Brazilian legislation for protein products from vegetable
origin considered a protein concentrate at least 68% protein in dw (BRASIL, 2005). In the
following DFs, there were a reduction of the protein content in the concentrate fraction,
mainly due to the possibility of glycoproteins formed a covalent bond with polysaccharides
and part of the proteins are entrapped on the surface of the membrane (SAFI et al., 2017).
Protein content of DF permeates were higher than the UF permeate, indicating that the
DF facilitated the permeation of the small proteins.

TOC is related to the organic matter existing in the samples, which include mainly
carbohydrates, proteins and free fatty acids. TOC from the concentrate fractions
presented the same behavior that protein (Table 4.2), DF1 C was able to obtain the higher
value (~76%). This fact happened due to the protein concentration, which promote an
increase of carbon present. However, on the permeate fractions, TOC increased until DF2
(~66%), then decreased. Thus, the process facilitated the permeation of some carbons
by the membrane, possibly from small sugar and protein molecules. The highest
phycocyanin concentration also was observed in DF1 C (~142 g.LY).

Antioxidant activity was expressed as percentage of inhibition and the results
according to the MSP samples are described in Table 4.2. Usually, higher antioxidant
activity is reported with the increase in phycocyanin concentration (Wu et al., 2016).
Antioxidant potential can also be related to allophycocyanin (PINERO ESTRADA;
BEMEJO BESCOS; VILLAR DEL FRESNO, 2001), phenolic content (ILTER et al., 2018)
and bioactive peptides (COSTA et al., 2019). In this work, the maximum antioxidant
activity was approximately 90% for UF C and DF1 C, which allowed increase almost 25%

of the antioxidant potential.
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results from the SpPE, concentrate and permeate samples obtained by UF/DF.
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Table 4.2 - Total protein, TOC and phycocyanin concentration, antioxidant activity and color indexes (L*, a* and b*)

Samples Protein TOC Phycocy?nin An;éc:;li(:jnt Color indexes
(%, dw) (%, dw) (mg.L?) (% inhibition) L* a* b*
SpPE  58.239+0.74 48.59¢ + 0.05 130.78°+ 0.42 66.559 + 0.49 21.959 £ 0.01 1.432+0.03 -5.87"+0.03
UFC 60.94°+ 0.54 60.81°+0.12 130.94°+2.84 90.252+0.29 22.08'9 + 0.04 0.67¢+0.04 -5.619 + 0.05
UF P 27.879+0.12 25.98"+0.12 7.25¢+0.21 60.63°+0.10 55.46¢ + 0.01 -2.549 £ 0.01 4.50°+0.01
DF1C 88.092+0.11 76.022+0.07 142.042£0.24 89.112+0.74 22.15+ 0.07 0.75P + 0.06 -5.569 + 0.04
DF1LP 55.26¢+0.21 38.42"+0.53 7.23¢+0.23 54.77'+0.55 56.69° + 0.03 -2.94"+0.01 5.502+£0.01
DF2C 76.25°+0.09 66.04°+0.14 126.33°+1.23 79.41°+1.12 22.16" + 0.07 0.59¢+ 0.04 -5.497 + 0.07
DF2P  48.29¢+0.85 66.40°+0.03 7.27¢+£0.41 38.249+0.10 56.892 + 0.02 -2.08f + 0.01 2.62°+0.01
DF3C 60.77°+0.29 53.189+0.12 116.719+1.04 73.67°+0.96 22.42® £0.02 0.049 + 0.02 -5.00® £ 0.03
DF3P 37.917+0.37 31.059+0.05 7.24¢+051 34.56"+0.17 56.36¢ + 0.10 -1.64¢ £ 0.01 1.979+0.03

*Mean * standard deviation followed by equal letters do not differ statically in a level of 5% (Tukey’s test); SpPE: S. platensis protein extracted; UF: ultrafiltration;
DF: diafiltration; C: concentrate; P: permeate.
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Several studies have highlight beneficial effects of S. platensis on human health,
mainly due to its antioxidant activity as a whole or from its individual components, such as
phycocyanin (STANIC-VUCINIC et al., 2018). However, this bioactivity is very unstable
and can be easily affected by the three-dimensional structure of phycocyanin and other
protein changes under several conditions which cause their denaturation
(DEJSUNGKRANONT; CHEN; SIRISANSANEEYAKUL, 2017). Therefore, the technique
applied in this work should be highlighted, since by the UF/DF it was possible to increase
and keep the antioxidant capacity as increase the protein concentration; instead of Brido
et al. (2020) work, which the S. platensis antioxidant capacity decrease with the UF/DF.

The color indexes showed a significant difference (p<0.05) in the UF and DF
processes. The L* results from the permeate fractions were higher than in the
concentrates, showing greater transparency and luminosity. For the index a*, the negative
values of the permeate fractions indicate a tendency of decrease in the greenish color.
Regarding to the b* index, it was possible to verify that the permeate results presented
positive values, indicating the presence of yellow coloration and the concentrate fractions
showed the presence of blue color (b* negative); in both fractions decreasing with the DF
(p<0.05).

According to the color results, it is possible to relate then to the concentration of
phycocyanin, that is a natural pigment with green-blue color. DF1 C was responsible to
the highest pigment concentration and, consequently, according to color profile the
highest a* index. Phycocyanin has high potential for food industry applications, besides
its use in biotechnology and medical; this natural colorant is prone to interact with other
ingredients and binds to matrix compounds, such as proteins, lectins, saccharides, lipids
and polyphenols (STANIC-VUCINIC et al., 2018). Besides, nowadays the green color has
been highlighted, specially to compose children products, as food, vitamins and drugs.
Thus, several foods have shown potential to apply S. platensis biomass, some exemples
that have already been tested are ice cream, soft cheese (AGUSTINI et al., 2016) and
yogurt (BARKALLAH et al., 2017); in this food formulation it is possible to guarantee the
protein and the others beneficial characteristic of S. platensis.

The SDS-PAGE electrophoresis gel (Figure 4.3) reveals different bands with

corresponding molecular weights between 5 and 100 kDa, and the most evident bands
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occurred among 5 to 10 and 15 kDa. Protein retention, with molecular size less than
50 kDa (membrane 1 cut-off), is mainly due to the possibility of interaction between
different molecules, forming clusters of proteins which makes the molecule larger and
prevents its permeation by the membrane (SAFI et al., 2017). Gantar et al. (2012)
suggested that molecular mass higher than 50 kDa could be because the phycocyanin
dimmers.

According to Figure 4.3, it was possible to verify that the UF/DF process provided
the S. platensis protein separation. In the permeate fractions, the bands showed less
intensity and are smaller than 15 kDa. The wide range found in the concentrates may be
related to the binding of other compounds with the proteins, such as phycocyanin, which

prevents the permeation of these molecules.

Figure 4.3 - SDS-PAGE electrophoresis gel of SpPE and UF/DF samples.

SpPE UFC UFP DF1C DF1P DF2C DF2P DF3C DF3 P

SpPE: S. platensis protein extract; C: Concentrate; P: Permeate.

Chronakis, Galatanu and Nylander (2000) obtained a S. platensis strain Pacifica
protein isolate by alkaline extraction, and studied its molecular weight, finding the most
evident band at 20.1 kDa; besides checking the fractionation of the proteins of the same
microalga by centrifugation and the only band observed for all fractions corresponded to
a molecular weight of 14 to 22 kDa. Chaiklahan et al. (2011) studied the purified
phycocyanin extract of S. platensis using stirred extraction and MSP and verified the
presence of bands in the electrophoresis gel of 18.4 and 21.3 kDa, for a and B,

respectively.
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However, Kumar et al. (2014) and Gantar et al. (2012) described that a and
subunits have 16 and 17 kDa, and 13 and 11 kDa, respectively. It is important to note that
the presence of phycocyanin bands always present high intensity. Besides, the 100 kDa
band may happened due to the core membrane linker protein (95 kDa) presence.
However, the results of the literature and the one present in this research demonstrate
that the microalgae culture conditions, protein extraction and concentration methods may
affect the characteristics of the protein, justifying the difference among the molecular
weights.

As in general, DF1 showed the best results regarding to protein concentration in
laboratory scale, and were made new experiments in pilot scale using hollow fiber
membrane, 50 kDa of size pore, 1.5 bar, 30°C and 1.39 of concentration factor (CF).
Protein content of concentrate and permeate were used as control test, reaching 81.75
and 61.20% of protein (dw) on concentrate and permeate fraction, respectively. When
upscaling, it is normal to reduce the process performance (Geng et al., 2015). Thus, after
the upscaling, the both fractions (DF1 C and P) were freeze-dried and characterized by
chemical and tecno-functional properties.

Figure 4.4a shows the S. platensis biomass, UF/DF concentrate and permeate
spectrums with FTIR of the amide | region (1600 to 1700 cm™); S. platensis biomass and
the concentrate presented the main band with characteristic amide | frequencies at
1644 cm* and the permeate at 1643 cm™. Amide | group is attributed by C=0 bond stretch
and allows the bond among protein and water — by hydrogen bond, which may improve
the some of the tecno-functional protein properties (NELSON; COX, 2002).
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Figure 4.4 - FTIR Spectrum and curve-fitting with second-derivative of amide | of S.

platensis biomass, UF/DF concentrate and permeate.
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(a) FTIR Spectrum; (b) curve-fitting with second-derivative of amide | of S. platensis biomass: 32.81% f3-
sheet, 34.61% random coil, 12.64% a-helix, 18.06% B-turn and 1.87% B-anti; (c) curve-fitting with second-
derivative of amide | of S. platensis UF/DF concentrate: 31.63% B-sheet, 39.96% random, 13.76% a-helix,
8.57% B-turn and 1.25% B-anti (c); (d) curve-fitting with second-derivative of amide | of S. platensis UF/DF
permeate — 22.04% B-sheet, 44.20% random, 13.76% a-helix and 20.00% B-turn.

Besides, at 1538 cm™ is possible to note the amide Il presence, characterized by
the C—N and N-H stretch (HARIS; SEVERCAN, 1999). Other bands characteristic from
amide Il are at 2923, 2928 and 2926 cm™ (biomass, concentrate and permeate,

respectively), that happen due to C—H bonds, and at 3280 (biomass) and 3273 cm™
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(concentrate and permeate) which are bands resulted from axial deformation of N-H
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012).

Gunasundari and Kumar (2017) evaluated the S. platensis biomass spectrum, and
found the amide | band at 1626 cm™. Menegotto et al. (2019) and Suganya et al. (2015)
studied the FTIR spectra of S. platensis protein, and connected bands to amide | region
at 1639 and 1664 cm, respectively. FTIR spectra, also, revealed that UF/DF process
reduced the intensity for amide | band, as expected due to the separation of the S.
platensis proteins; amide Il band has the same intensity for all samples evaluated.

According to the curve-fitting of second-derivative procedures (Figure 4.4b, ¢ and
d), the contents of the secondary structures of S. platensis biomass, UF/DF concentrate
and permeate were calculated. The contents of secondary structures were determined,
by considering the ranges for the B-lactoglobulin (LI; MA; NGADI, 2013). For all the
samples analyzed, random coil structure was the most predominant, however, according
to Ulrichs, Drotleff and Ternes (2015) it is not possible to distinguish clearly between a-
helix and random coil structures using only FTIR method. Thus, a-helix and/or random
coil were the main secondary structure of all samples (47.26, 58.55 and 57.96% for
biomass, concentrate and permeate, respectively). Due to its amphiphilic properties, this
structure can contribute to the protein techno-functional properties, such as emulsifying
(NELSON; COX, 2002). Due to B-sheet’ hydrophobic amino acid composition, this
structure can promote an increase in the protein stability, specially at high temperature.
Furthermore, as the protein extraction step applied was ultrasound treatment, this is also
able to affect the secondary protein structures, due to the rupture of the protein’s internal
hydrophobic molecular interactions, the increase in surface hydrophobicity and the
molecular movement (JIANG et al.,, 2014). Nevertheless, Baltaciog’lu, Bayindirli and
Severcan (2017) described that after sonication treatment -sheet structure became
weaker, and other structures, such as random coil, became stronger. The decrease of 3-
sheet, turns the protein unstable and the denaturation can be easily approached.

Thermal properties are presented in Figure 4.5. Figure 4.5a shows the mass loss
and the derivative of the thermogravimetric (DTG) curves of biomass, UF/DF concentrate
and permeate. The initial mass loss (< 10%) from 30 to 120°C was the evaporation of free

and loosely bounded water, and between 180 and 350°C, represents the degradation of
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proteins and carbohydrates (RICCI et al.,, 2018; LARROSA et al.,, 2018), which
represented about 38% of mass loss in this range. The last stage of mass loss (350—
500°C) is associated with lipid degradation and to the degradation of more thermally
resistant compounds of microalgae (DA SILVA et al., 2019; CAMPANELLA et al., 2012).
Besides, Schmatz et al. (2020) have verified that at 393°C occurs the maximum
degradation of pure phycocyanin, however the denaturation of this compound occurs at
lower temperatures. Comparison among the DTG curves for the biomass, concentrate
and permeate evidences a main degradation process with a maximum peak in the
derivative plot at 320°C to biomass and 304°C to concentrate and permeate, suggesting
protein decomposition, which is the main component of S. platensis. The higher
denaturation temperature for biomass (320°C) can be associated with its secondary
structure profile, the great content of B-sheet promotes an increase on the protein
denaturation temperature (DAMODARAN, 2017). Da Silva et al. (2019) studied the
thermal degradation of S. platensis biomass and described that the microalgae
decompose in the range of 163 to 464°C, with maximum degradation at 304°C. Larrosa
et al. (2018) evaluated the influence of drying S. platensis biomass in a spouted bed at
different temperatures, and found the maximum peak in the derivative plot at 260 to

304°C, and a mass loss among 31 and 35% in the temperature range from 180 to 350°C.

Figure 4.5 - Thermogravimetric curves (a) and DSC thermogram (b) of S. platensis
biomass, UF/DF concentrate and permeate fractions.
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The DSC curves of all the samples exhibited endothermic events (Figure 4.5b),
which demonstrate the phase transition occurrence by heat absorption, with peak among
123 and 185°C. Pereira, Lisboa and Costa (2018) concluded that the increase of thermal
denaturation means increasing the protein stability, mainly globular protein. The authors
also state that protein extracts, isolates and concentrates are more resistant to thermal
denaturation than Spirulina biomass. The enthalpy (AH) values were calculated by the
area of the endothermic peak, and depict the proportion of undenatured proteins as well
as the extent of ordered structure. The higher AH were observed for the third peak of
permeate fraction that was of 117.40 J.g* and for the biomass that was of 107.10 J.g™*.
Thus, the modification between the transition enthalpy for membrane separation fractions
and biomass may be due to the modification of protein structures due to change in electric
charge caused by pH adjustment in the extraction process (PEREIRA; LISBOA; COSTA,
2018). The permeate fraction presented three peaks, two of them with a greater thermic
stability. The permeate fraction (composed with protein lower than 10 kDa), probably
presented absence of tertiary and quaternary structures and peptide bonds, which made
possible the visualization of a different behavior.

Solubility is an important characteristic for the application of protein in food system,
and can affect other techno-functional properties due to its equilibrium between protein-
protein and protein-solvent interactions (DAMODARAN, 2017). Besides, proteins with low
solubility may exhibit limited techno-functional properties, and consequently limited use in
food industry (LOPEZ et al., 2019). Besides, the solubility was determined to make
possible the calculation of the necessary samples weight to evaluate the emulsifying
properties.

The solubility values at pH 4.0 were 10.77, 37.73 and 71.20% (g soluble
protein.100 g total protein) for S. platensis biomass, UF/DF concentrate and permeate,
respectively. At pH 7.0 the solubilities were 30.11% for S. platensis biomass, 50.09% for
UF/DF concentrate and 80.62% for permeate. The solubility at pH 7.0 was greater than
pH 4.0, as the S. platensis protein tends to increase its solubility at pH far from its
isoelectric point, pH 3.0 (MENEGOTTO et al., 2019). Benelhadj et al. (2016) also studied
the protein solubility of S. platensis protein, and found a similar behavior, but with lower

values; they found about 10% of solubility at pH 4.0 and almost 40% at pH 7.0.
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Protein solubility was lower for biomass than for UF/DF samples which occurred
due to the strong aggregation of the biomass (BASHIR et al., 2016). The greater solubility
for permeate fraction probably happened because of the protein size, increasing the
protein diffusion with water (JARPA-PARRA et al., 2015).

Emulsions prepared with S. platensis biomass, UF/DF concentrate and permeate
fractions presented a droplet size that included an interval among ~0.04 and 150 pm
(Figure 4.6). The droplet size distribution expressed in the surface exhibited a bimodal
character, with two defined droplet populations (4 pm < d; d> 4 um): drops with larger and
smaller diameter; fact that is consequence of the homogenization process, and it was
already observed by Abirached et al. (2018) and Medrano et al. (2012). Figure 4.6a shows
the droplet size distribution in terms of area for the emulsions assayed. There were
significant differences between UF/DF permeate and S. platensis biomass and UF/DF
concentrate samples.

Emulsions prepared with permeate showed the distribution maximum shifted to
larger droplet sizes, decreasing the percentage of volume fraction of oil particles (Figure
4.6b), and biomass and concentrate emulsions showed a greater separation between the
two-droplet population. When the droplet size distribution profile expressed in humber
(Figure 4.6¢), a significant decrease in the size of emulsions prepared with biomass and
concentrate was detected. The D43 values were higher than D32 (Table 4.3), showing that
the emulsions were polydisperse (ABIRACHED et al., 2018). Significant differences
(p<0.05) in the D32 values were observed between the emulsions evaluated, permeate
emulsions presented higher values, which corresponds to the displacement toward larger
diameters for the curves of permeate samples, as discussed above (Figure 4.6a, b and
c). The pH has not shown any significant difference on the droplet size distribution.

The BS profiles were analyzed for 60 min and after 24 h of storage in order to
evaluate the creaming-flocculation kinetics of the emulsions. The results are shown in
Figure 4.7, and it was found that in the bottom of the measuring tube there was a decrease
in the BS values with time, evidencing the development of creaming of the oil droplets. On
the other hand, in the upper zone of the tube, there was an increase in the BS values, due
to the cream phase formation (ABIRACHED et al., 2018; MEDRANO et al., 2012).
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Figure 4.6 - Droplet surface (a), volume (b) and number (c) distribution for the emulsions
prepared with a concentration of 1 mg.mL? in 0.1 M citrate-phosphate buffer pH 4.0 and
7.0.
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Figure 4.7 - Study of backscattering variation as function of the tube height for

destabilization process of S. platensis biomass pH 4 (a) and 7.0 (b), UF/DF concentrate
pH 4 (c) and 7.0 (d), and permeate pH 4.0 (e) and 7.0 (f).
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The analysis of the BS variation vs time profiles in the lower zone of the tube
(height of 10 mm) showed sigmoidal curves in all samples, which were evaluated with
two-term kinetic model, according to Equation 5. The sigmoidal profile describes the
presence of two different droplet size, as it has been discussed before (LOPEZ et al.,
2019). In the bottom of the tube there was a decrease in the BS values, implying that a
creaming process occurred, and large droplets can be visualized on the upper zone of the
tube. Thus, the BS values decreased with the time due to the migration of the oil droplets
to the upper zone which had lower density than the continuous phase (MEDRANO et al.,
2012). The BS profiles did not present considerable differences as shown at Figure 4.7.

The Stoke’s law can list the parameters which affect the rate of creaming, such as
particle radius, density of the aqueous and the oil phases, and viscosity (PANIZZOLO et
al., 2014). Thus, it has been concluded that particles that cream faster are those with
larger radius (ABIRACHED et al., 2018).

The kn value is related to the creaming of small particles whereas the ks value is
linked to the creaming of the large droplets (LOPEZ et al., 2019). However, as knand ks
are destabilization rate constants, the smaller they are, more stable the emulsion is, and
these constants are presented in Table 4.3. Emulsions stabilized with concentrate and
permeate at pH 4.0 presented kn values higher than those at pH 7.0, which could be
ascribed to a higher destabilization at pH 4.0. To S. platensis biomass emulsions kn did
not show any significant difference (p>0.05) among the two levels of pH evaluated. The
ks value to biomass at pH 4.0 was smaller than those to concentrate and permeate,
however at pH 7.0 ks values were similar for all samples (p>0.05). The results indicate
that the emulsion prepared with biomass at both pH evaluated, concentrate and permeate
at pH 7.0 have shown more stability, since these emulsions presented lower values of ks
and kn. In general, the emulsion capacity of proteins is similar with solubility, as the pH
decrease, the solubility also decreases and the same is observed to the emulsion
characteristics (DAMODARAN, 2017). However, the greater emulsion stability obtained
by biomass at pH 4.0, may be justified by the peptides of different size and with net charge
without defined isoelectric point. As the hydrophobicity/hydrophilicity ratio increased, and
as a result of the pH effect, the stability was benefited, suggesting that high hydrophobicity
might have favored the biomass emulsion (SGARBIERI, 1998).
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Table 4.3 - Emulsifying parameters studied by particle size distribution (D32 and Da,3)

and emulsion stability (knh and ks).

Samples

Particle diameters (um)

Destabilization rate constants (s)

D32 Dags khx 10 ksx 107
Biomass pH 4.0 6.15° +0.22 33.84% +4.41 6.15° + 0.52 4.079+0.36
Biomass pH 7.0 5.78°+0.64 34.03% +0.54 7.36° £ 0.45 7.79°+0.43
Concentrate pH 4.0 5.59° + 0.37 30.94° + 3.24 9.532+0.72 22.42+0.32
Concentrate pH 7.0 6.57°+0.64 35.892° + 0.62 6.95° + 0.24 6.70¢ £ 0.56
Permeate pH 4.0 12.172+0.53 41.692+ 1.07 9.192+ 0.26 15.6° + 1.67
Permeate pH 7.0  10.382+1.15 35.372° +3.30 7.51° + 0.63 6.60° + 0.39

*Mean = standard deviation followed by equal letters at the same column does not differ statistically in a level
of 5% (Tukey'’s test).

On the other hand, permeate and concentrate emulsions at pH 4.0 were more
unstable, which can be explained by the lack of net charge and electrostatic repulsive
interactions in pH next to the isoelectric point (pH 3.0) (CHRONAKIS; GALATANU;
NYLANDER). On these samples, the peptides of different size were separated and the
hydrophobicity/hydrophilicity ratio decreased. The emulsions prepared at pH 7.0 have
shown the same performance, at pH far from the isoelectric point, proteins are more
soluble and hydrated, with electrostatic repulsive forces, which improve the emulsions
performances (MENEGOTTO et al., 2019). It is important to mention that the effect of
protein solubility values (described earlier) cannot be considered, as the sample content
used to prepare the emulsions was based on soluble proteins; e.g. the biomass content
(g) was bigger than the permeate (g), as the solubility of biomass was lower.

Therefore, emulsions were stored per 24 h in order to detect coalescence. After
this time, the emulsions exhibited similar BS values in the middle zone of the cream phase,
different of the freshly emulsions performance. This fact indicates the lack of significant

droplet size increase after 24 h of storage (LOPEZ et al., 2019).

4.4 Conclusions

The association of UF/DF has allowed to increase about 17% of protein
concentration. The maximized condition of MSP (hollow fiber, 50 kDa of cut-off, tangential
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flow at 1.5 bar and associated with one DF) has shown a great performance when
upscaled, and allowed to obtain a concentrate and permeate fraction with 81.75% and
61.20% of protein (dw), respectively. By the concentrate fraction, it was possible to
produce a protein concentrate of S. platensis which presented potential beyond its protein
content. The protein concentrate has shown 90% of antioxidant activity, 142 mg.L? of
phycocyanin and a good emulsifying properties — high stability at pH 7.0 (< ks) and small
droplet size. According to the technique studied to obtain S. platensis protein, it was
possible to keep the protein characteristics even the process operations.

In general, the S. platensis samples (biomass, UF/DF concentrate and permeate
fractions) presented proteins more soluble at higher pH (7.0), molecular weight among 5
to 15 and 100 kDa and protein decomposition occurred at temperature up to 300°C. The
random coil and/or a-helix were the main secondary structure, which can be related to the
protein emulsifying properties. According to the emulsification destabilization profiles, the
samples showed sigmoidal performance, that is associated to the existence of two

populations with different droplet sizes.
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5 Concentracdo de proteinas de Spirulina platensis utilizando sistema

aquoso bifasico

Concentration of Spirulina platensis protein using aqueous two-phase systems

Resumo

A Spirulina platensis vem se destacando, especialmente devido seu elevado contetdo
proteico e sua potencialidade de aplicacdo. Contudo, a exploracdo de técnicas de
concentracdo de proteinas desta microalga ainda apresenta um grande desafio. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a purificacdo das proteinas de S. platensis
aplicando distintos sistemas aquosos bifasicos (SABs) compostos por fosfato de potassio
e etanol e citrato de sddio e etanol, além da associacdo com o processo de separacao
por membranas (PSM) e, a caracterizacao das fracdes obtidas. Utilizando-se 19,5% de
citrato de sddio e 29% de etanol foi possivel obter 1,3 de fator de purificacéo e 78% de
recuperacdo. A associacdo do SAB com o PSM permitiu o aumento da recuperacao (~
87%) e do fator de purificacdo (~1,5). As fracdes topo e fundo, e o concentrado do
SAB/PSM apresentaram cerca de 61, 5,9 e 69% de proteinas (base seca), 110, 12 e
101 mg.L* de ficocianina e 42, 23 e 40% de atividade antioxidante, respectivamente. As
fracOes proteicas mais evidentes foram visualizadas em bandas de 5 e 10-15 kDa. A
amostra topo foi a que apresentou melhor potencial emulsificante, com distribuicdo média
de particula de D43 = 33,69 um e D32 = 6,02 um e maior estabilidade de emulsao (kn =
0,04x10°% st e ks = 3,54x10° s1). O SAB apresentou eficiéncia na concentracdo e
separacao de proteinas de S. platensis, podendo ser uma alternativa a ser utilizado em

sistemas industriais.

Palavras-chave: atividade antioxidante; eletroforese; ficocianina; propriedades
emulsificantes; purificacdo de proteinas.
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5.1 Introducéao

As microalgas séo consideradas uma fonte alternativa de proteinas (ROY; PAL,
2015). O seu cultivo para esta finalidade teve inicio entre os anos 60 e 70, quando alguns
pesquisadores mencionaram a possibilidade de falta de alimentos devido ao crescimento
exponencial da populacdo (MATASSA et al., 2016). Entre as microalgas, a Spirulina spp.
tem recebido grande atencao principalmente devido seu alto percentual proteico, e sua
facilidade de cultivo (LUPATINI et al., 2017). Além do apreciavel teor de proteinas
(aproximadamente 60%) com presenca de aminoacidos de qualidade, a S. platensis
apresenta alta concentracdo de vitaminas, acidos graxos essenciais e minerais (EL-
TANTAWY, 2015). Alguns estudos também vém destacando a presenca de compostos
bioativos, 0os quais podem apresentar potencial antioxidante e propriedades terapéuticas
(KONICKOVA et al., 2014; SU et al., 2014). Além disso, as proteinas de S. platensis sdo
excelentes surfactantes e podem compor sistemas alimentares, agindo como agentes
espumante ou emulsificante (MENEGOTTO et al., 2019).

Entretanto, os métodos de obtencdo destas proteinas podem afetar suas
propriedades (LOPEZ et al., 2019; JAMBRAK et al., 2008); para tal, primeiramente ocorre
a extracao proteica e, em seguida, a recuperacao e/ou purificacdo das fracbes proteicas
(PHONG et al., 2017). Tratamentos enzimaticos, precipitacdes baseadas na solubilidade
de proteinas (CHAIKLAHAN et al., 2011), cromatografia (PONTIS, 2016), sistemas
aquosos bhifasicos (SAB) (AMID; ABDUL MANAP; MUSTAFA, 2013) e processos de
separacdo por membranas (PSM) (NAGARAJ; PATIL; BIRADAR, 2006), vem sendo
estudados como métodos para purificar e/ou concentrar proteinas de sistemas biolégicos.

O SAB destaca-se por ser uma técnica alternativa para recuperacdo de
biomoléculas, o qual consiste na mistura ternaria heterogénea formada por duas fases
liquidas imisciveis em equilibrio (AMID; ABDUL MANAP; MUSTAFA, 2013). Estes
sistemas, na maioria das vezes, sdo compostos por dois polimeros ou um polimero e um
sal (OOI et al. 2009). Devido as grandes desvantagens, incluindo o alto custo e a
dificuldade de recuperacéo, polimeros vém sendo substituidos por solventes organicos,
0 quais, vem se destacando pela simplicidade, baixo custo (TIANWEI; QING; QIANG,
2002) e facilidade de reciclo (TAN; LI; XU, 2013).



96
Capitulo 5

O PSM, também, se destaca por ser uma técnica simples e econémica para
concentrar e purificar biomoléculas, tais como proteinas. Além disso, o0 PSM é
responsavel por separar proteinas, mantendo sua estrutura nativa (BALDASSO et al.,
2011). O PSM pode ser associado com diafiltragdes (DF), o que se refere na adicao de
um solvente, na maioria das vezes agua, a alimentacdo do processo; 0 que tem
contribuido com o aumento da performance do processo (ABEL et al., 2018).

Baseado no exposto, verifica-se que as proteinas de S. platensis sdao um
importante objeto de estudo de diversas areas de investigagdo cientifica, contudo séo
poucos os dados encontrados na literatura sobre a aplicacdo de SAB para obtencéo das
proteinas de microalgas. Desta forma, o objetivo do estudo foi avaliar a purificacdo de
proteinas de S. platensis utilizando SAB compostos por sal e etanol, além da combinacgéo
do SAB com PSM, afim de eliminar o excesso de sal e aumentar a purificagéo proteica.
Com intuito de verificar a eficiéncia do processo, os parametros de purificacdo, as
propriedades fisico-quimicas e tecno-funcionais das fracdes proteicas obtidas foram

avaliados.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Material

A biomassa inativa da microalga S. platensis desidratada foi obtida
comercialmente pela Fazenda Tamandula, localizada em Santa Terezinha, Paraiba,
Brasil. Todos os reagentes utilizados possuiam pureza analitica, sendo de procedéncias

comerciais distintas.

5.2.2 Extragdo de proteinas da biomassa de S. platensis

A extracao proteica foi realizada conforme Lupatini et al. (2017) com adaptacgdes.
A biomassa foi dissolvida em agua purificada (30 g.L?) e o pH foi ajustado para 9,0, com
solucdo de NaOH 2,0 M. A suspensédo foi submetida ao tratamento ultrassénico em

banho de ultrassom (Unique, USC-1800A, Indaiatuba, Brasil) na frequéncia de 40 kHz,
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amplitude de 90% por 35 min e, em seguida, submetida a agitacdo mecanica (Fisatom,
712, Sao Paulo, Brasil) na velocidade de 100 rpm por 50 min. A temperatura foi mantida
em 30 °C durante todo o processo. Para separacdo das fases a suspensado foi
centrifugada a 7000 rpm, 25°C por 15 min (Biosystems, MPW-351R, Curitiba, Brasil) e do

sobrenadante foi obtido o extrato proteico de S. platensis (EPSp).

5.2.3 Separacgéo de proteinas utilizando sais e solventes

A precipitacdo das proteinas de S. platensis foi avaliada como estudo preliminar
para definir os componentes do SAB. Para a precipitacao salina foram avaliados trés
diferentes sais, sulfato de aménio ((NH4)2SO4) (Dinamica, Indaiatuba, Brasil), fosfato de
potassio dibasico (KH2PO4) (Synth, Sdo Paulo, Brasil) e citrato de sdodio tribasico
(NasCesHs07 * H20) (Sigma-Aldrich, EUA) e, para precipitacdo com solventes organicos
avaliou-se a acetona (CsHeO) (Synth, Sdo Paulo, Brasil), o alcool etilico (C2HeO)
(Dinamica, Indaiatuba, Brasil), o alcool isopropilico (C3HsO) (Quimica Moderna, Barueri,
Brasil) e o n-propilico (C3HsO) (Vetec, Duque de Caxias, Brasil). As proporcdes de sais
(m/m) ou solventes:EPSp (v/v) foram de 1:5, 2:5, 3:5 e 4:5, respectivamente. Para a
escolha dos sais e solventes, assim como as propor¢des avaliadas, considerou-se 0s
estudos realizados por Trentini (2014), Trentini et al. (2018) e ensaios prévios realizados.

Os ensaios foram realizados em tubos graduados tipo falcon de 50 mL
adicionando-se o0 extrato proteico e, 0s sais ou solventes conforme as respectivas
propor¢cdes, e homogeneizados. Na sequéncia, as amostras foram armazenadas a 10°C
por 90 min. Em seguida, a separacdo das fases foi conduzida por centrifugacao
(Biosystems, MPW-351R, Curitiba, Brasil) a 7000 rpm, a 10°C durante 20 min.
Simultaneamente, amostras controle foram preparadas, ao invés da adicdo do extrato
proteico foi utilizada agua destilada. Como respostas avaliou-se a concentracdo de

proteinas (g.L?) do sobrenadante e do precipitado.
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5.2.4 Maximizacdo do processo de recuperacdo de proteinas de S. platensis
aplicando SAB Sal/Alcool

Com base nos resultados obtidos na etapa de precipitagdo, na sequencia realizou-
se 0 estudo da maximizacdo da recuperacdo de proteinas de S. platensis utilizando
fosfato de potassio bifasico, citrato de sodio e etanol, mediante o emprego de metodologia
de planejamento de experimentos (delineamentos compostos centrais rotacionais -
DCCR 22, 3 pontos centrais, total de 11 ensaios), visando avaliar os efeitos das variaveis
concentracdo de sal (%, m/m) e etanol (%, m/m). Os niveis das variaveis estudadas
(Tabela 5.1) foram definidos baseados nas curvas binodais obtidas por Leong et al.
(2018) e Wang et al. (2010) (Apéndice, Figuras 8.2 e 8.3). A concentracdo da solugéo
estoque salina foi de 40% (m/m).

Tabela 5.1 - Niveis das variaveis empregadas no DCCR 22 do SAB fosfato/etanol e SAB

citrato/etanol.
SAB Fosfato de potassio e etanol SAB Citrato de sédio e etanol
Niveis Fosfato de potassio Etanol Citrato de sodio Etanol
(%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m)
-1,41 12,98 25,18 17,09 28,59
-1 14 26 17,5 29
0* 16,5 28 18,5 30
+1 19 30 19,5 31
+1,41 20,02 30,82 19,91 31,41

*Triplicata do ponto central.

Os ensaios foram conduzidos em tubos graduados tipo falcon de 50 mL onde
foram adicionados o &lcool e a solucéo salina, conforme os niveis propostos (Tabela 5.1),
para completar o peso total (20 g) foi adicionado agua destilada. Apos a separacao das
duas fases, o0 extrato proteico de S. platensis foi adicionado, correspondendo a 20%
(4,0 g) da massa final do sistema. Na sequéncia os tubos foram homogeneizados em
vortex (Quimis, Q220B1, Diadema, Brasil) e mantidos em repouso em temperatura
ambiente (25°C) por 15 min. O sistema foi centrifugado por 20 min a 4000 rpm a 25°C
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(Biosystems, MPW-351R, Curitiba, Brasil). O fluxograma do processo de purificacédo
proteica esta apresentado na Figura 8.4 (Apéndice).

As fases topo e fundo foram separadas, sendo que cada fase foi submetida a
andlise de concentracdo de nitrogénio (g.L!) seguindo o método de oxidagdo por
combustdo catalitica a 720°C com deteccao por infravermelho (Shimadzu, TOC-VcsH,
Japdo). Para o célculo do teor de proteina (g.L ) levou-se em consideracéo o fator geral
de 6,25 multiplicado pelo nitrogénio (CHRONAKIS; GALATANU; NYLANDER, 2000). Os
parametros de purificacdo, fator de purificacdo (FP), recuperacédo proteica (RE), razéo
volume (Rv) e coeficiente de particdo (Kp) foram calculados de acordo com Albertson
(1986).

O FP foi calculado através da Equacéo 5.1, onde PPr é a concentragéo de proteina
purificada da fase (g.L!) e Pi a concentracédo de proteina do EPSp (g.L?).

(5.1)

A RE foi calculada pela Equacéo 5.2, sendo Pra concentracdo de proteina da fase
(g.LY), Vi o volume da fase (mL), Pi a concentracdo de proteina do EPSp (g.L ') e Vio

volume de EPSp (mL).

'Vf

RE=2Y100 (5.2)

Pi-Vi

A Rv dos SABs foi determinada pela Equacao 5.3, onde Vis € 0 volume da fase
superior (mL) e Vi é o volume da fase inferior (mL).

Rv=\\//—f; (5.3)

O Kp do sistema foi obtido pela Equacao 5.4, sendo Css a concentracdo de proteina

da fase superior (g.L ') e Csi a concentracéo de proteina da fase inferior (g.L™?).

C
Kp= C—f

S
fi

(5.4)
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5.2.5 Sistema combinado: SAB e PSM

Para maximizar a recuperacao de proteinas de S. platensis obtidas pelo SAB foi
avaliada a associacado do SAB com PSM. Em func&do do peso molecular das proteinas
encontradas na fase topo do SAB (determinado pela analise de perfil de eletroforese,
descrito no item 5.2.6), utilizou-se membrana plana de 10 kDa de poliétersulfona tipo
Ultrafilic (GE Osmonics, EUA), em fluxo convencional (Figura 5.1). Esta etapa do trabalho
foi realizada no Laborat6rio de Termodinamica (URI — Erechim, RS).

Figura 5.1 - Esquema detalhado do médulo de membrana plana.

Manémetro
Entrada de Nitrogénio —se
sobre pressdo

Suporte perfurado para
barra magnética 4
8| Membrana sobre tela perfurada
Coleta de permeado = IIT]

— Agitador magnético

Primeiramente, a amostra correspondente a fase topo do SAB em condicao
maximizada foi submetida ao armazenamento em refrigerador (5°C) por 24 h e afiltracéo,
para que o excesso de sal fosse precipitado e removido. Posteriormente, a amostra foi
diluida com &gua purificada, considerando o fator de concentracdo de 1,39 e, em seguida
foi submetida a ultrafiltracao/diafiltracdo (UF/DF), operando com presséo de 1,5 bar e
30°C. As condi¢des do processo UF/DF foram definidas a partir de ensaios preliminares
e o0 estudo apresentado no Capitulo 4 deste trabalho.
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5.2.6 Caracterizacao fisico-quimica e tecno-funcional das fracbes do SAB e
SAB/PSM

As fases topo e fundo do SAB em condi¢cdo maximizada e as fragdes (concentrado
e permeado) do SAB combinado com PSM foram avaliadas em termos de proteina total,
fracOes proteicas (SDS-PAGE), ficocianina, atividade antioxidante e parametros de cor
(L*, a* e b*).

Com o intuito de avaliar as propriedades tecno-funcionais, estrutura secundaria e
térmicas das proteinas, as fases topo e fundo do SAB com melhor desempenho e o
concentrado do SAB/PSM foram congelados (-80 °C) e desidratados em liofilizador
(Edwards, Modulyo, UE) acoplado com uma bomba de vacuo (Edwards, EV8, UE) em
presséo absoluta menor que 0,01 mBar, -40°C por 48 h.

Proteina total

A concentracao de nitrogénio (g.L™?) total foi determinada pelo método de oxidacgédo
por combustédo catalitica a 720°C com detecc¢ao por infravermelho (Shimadzu, TOC-VcsHh,
Japéo). O conteldo de proteina (g.L™?) foi calculado levando-se em consideracéo o fator
de conversao de nitrogénio de 6,25 (CHRONAKIS; GALATANU; NYLANDER, 2000). O
percentual de proteina total foi calculado em base seca (bs), considerando o teor de
umidade da amostra (AOAC, 2016).

Ficocianina

A determinagdo da ficocianina consistiu na leitura de absorbancia (Agilent
Technologies, 8453E, EUA) nos comprimentos de onda 615 e 652 nm. A concentragao
de ficocianina (FC) foi calculada pela Equagéo 5.5 (BENNET; BOGORAD, 1973).

FC= A615'0’54;‘; x Ags2 x1000 (mgL'1) (55)
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Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada de acordo com o método ABTS (&cido 2,2-
azino-bis (3-etilbenzoatiazolina-6-sulfénico)) (Re et al.,, 1999) no Laboratério de
Bioquimica e Bioprocessos (UPF — Passo Fundo, RS). As amostras (10 puL) misturadas
com 1 mL de ABTS+ foram mantidas no escuro por 6 min e, em seguida, analisadas
utiizando um espectrofotometro (Eppendorf, BioSpectrometer, Alemanha) em
comprimento de onda de 734 nm. A variacédo da absorbéancia foi avaliada e o percentual

de inibicao foi calculada pela Equacéo 5.6.

.. ~ _ ABSpranco-ABS
% Inibigao= braA”E‘;g amostia x 100 (5.6)
branco

Cor L*, a*, b*

Os parametros de cor foram determinados por medida instrumental utilizando o
colorimetro Minolta (Chroma Meter, CR400, Japao), os valores de luminosidade L*, a*
(componente vermelho-verde) e b* (componente amarelo-azul) foram expressos no

sistema de cor CIELAB (Commission International for llumination).

FracOes proteicas - Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As fragbes proteicas foram avaliadas por eletroforese utilizando gel de
poliacrilamida, dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) 15% e padrdo de massa molar 5-
100 kDa (PageRuler, 4-20% Tris-glycine SDS-PAGE) de acordo com a metodologia de
Laemmli (1970). As fracBes das fases topo foram diluidas 7,5 vezes e das fases fundo
nao necessitaram de diluicdo. As amostras foram submetidas a uma corrente constante
de 300 mA e tensédo de 250 V por aproximadamente 60 min. As bandas de proteinas

presentes foram visualizadas utilizando solugéo corante azul brilhante (Blue R-250).
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Identificacdo de parametros espectrais

A andlise da estrutura proteica foi realizada pela técnica de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) no Laboratério de Polimeros (UCS —
Caxias do Sul, RS). As amostras liofilizadas foram submetidas a anéalise em um
espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (PerkinElmer, FT-IR
Spectrum 100S, EUA), acoplado com o acessorio de reflexdo total atenuada (ATR),
localizado no Laboratério de Polimeros (UCS — Caxias do Sul, RS). As amostras foram
inseridas em uma placa de cristal de diamante/ZnSe e digitalizadas de 4000 a 600 cm™

no modo de transmissdo com resolucéo de 4 cm™.

Andlises térmicas das proteinas

As analises térmicas foram realizadas no Nucleo de Estudo em Sistemas Coloidais
(UNIT — Aracaju, SE). O perfil de degradacéo térmico foi obtido pela analise em um
analisador termogravimétrico — TGA (Hitachi, STA 7200RV, Japao). Primeiramente, as
amostras foram inseridas em panelinhas de Oxido de aluminio e aquecidas da
temperatura ambiente a 550°C, com taxa de aquecimento de 10°C.mint. O gas de purga
utilizado foi nitrogénio (100 mL.min"1).

As curvas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram obtidas pelo
instrumento TA do equipamento Q-20 (Japao). Aproximadamente 4—6 mg das amostras
foram seladas em panelinhas de aluminio e submetidas ao aquecimento (10°C.mint) da

temperatura ambiente a 200°C, utilizando 30 mL.min! de nitrogénio atmosférico.

Solubilidade proteica

A solubilidade proteica foi determinada pela dispersdo das amostras (1 g.LY) em
tampao de citrato-fosfato (0,01 M) em pH 4,0 e 7,0 e, agitacéo por 60 min em temperatura
ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15 min, 10.000 x g, a 20°C.

A concentracdo de proteinas soluveis no sobrenadante foi mesurada pelo método do
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acido bicinconinico (SMITH et al.,, 1985). A solubilidade proteica foi expressa como

porcentagem de proteinas totais.
Propriedades emulsificantes

As andlises emulsificantes foram realizadas no Instituto de Quimica, localizado na
Universidad de la Replublica (UDELAR) — Montevidéu, Uruguai. Para cada amostra foram
preparadas emulsdes 6leo (girassol)/agua 25:75 (v/v) com 1 mg.mL* de proteina sollvel
dissolvidas em tampao de citrato-fosfato (0,01 M) em pH 4,0 e 7,0. As emulsdes foram
preparadas em temperatura ambiente utilizando homogeneizador de alta velocidade
Ultra-Turrax (IKA-Labortechnik, GmbH & Co., Alemanha) com rotor S25N-10G (GmbH &
Co., Alemanha), velocidade de 20.000 rpm e por 1 min.

A distribuicdo do tamanho de particula das emulsdes foi determinada por difracao
de luz a laser e disperséao de luz polarizada utilizando um analisador de particulas (Coulter
Counter Multisizer, Couter Eletronicx Ltd., UE), cuja faixa variou entre 0,04 a 2000 um. A
analise foi realizada em emulsbes recém preparadas somente com tampao pH 7,0. O
tamanho de particula, expresso como numero (%), volume (%) e area superficial (%) e,
os didametros médios (D32 e Da,3) foram calculados usando o Coulter LS software versao
2.11a (Coulter Corporation, EU). Os didametros médios foram calculados considerando a
populacao total.

A estabilidade global das emulsdes foi determinada utilizando um analisador 6ptico
vertical (Turbiscan Classic MA 2000, Formulaction, Franca). As emulsfes recém
preparadas foram colocadas em uma célula de vidro cilindrico (80 mm) para registrar o
perfil de retrodispersao (RD, %) em funcdo da altura da célula (Figura 8.1, Apéndice). As
medidas foram realizadas a cada minuto durante 30 min e uma ultima medida apés 24 h.

A desestabilizacdo da emulséo foi avaliada mediante o decréscimo do RD médio
(do fundo da célula de medida, altura de 10 mm) versus tempo. Os dados de RD foram
ajustados com a equacdo de segunda ordem (Equacgéo 5.7) (PANIZZOLO; MUSSIO;
ANON, 2014).

RD(t)= RDs . _RDy
RDgkst+1  RDpknt+1

(5.7)
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Onde RD(t) € o valor de RD no tempo t, ks é a taxa constante de variacdo de RD com
tempo para particulas grandes, kn € a constante de velocidade de variacdo de RD com
tempo para particulas pequenas e, RDs e RDn sdo os parametros de amplitude
correspondentes as particulas grande e pequenas, respectivamente. Portanto, RDn + RDs

= RDo, onde RDo é 0 RD da emuls&o no tempo 0.

5.2.7 Anédlise estatistica

Os resultados foram tratados estatisticamente com auxilio do software Statistica
5.0 (Statsoft Inc., EUA) pela metodologia de planejamento de experimentos, os modelos
foram validados pela analise de variancia (ANOVA) (p < 0,10), calculou-se os valores
preditos e o desvio relativo (DR). O ajuste da equacgéo de segunda ordem da estabilidade
de emulsao foi realizado pelo mesmo software. Os resultados, também, foram tratados
pela ANOVA, seguido de comparacao entre as médias pelo teste de Tukey com 95% de

nivel de confianca.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Separacéo de proteinas utilizando sais e solventes

Como etapa preliminar a aplicagdo do SAB avaliou-se a separagdo proteica
aplicando diferentes sais e solventes organicos, baseando-se no principio de separacao
de proteinas pela diferenca de solubilidade. Os sais utilizados foram sulfato de amonio,
fosfato de potéssio e citrato de sédio, nas propor¢ces sal:EPSp de 1.5, 2.5, 3:5 e 4.5
(m/m). Os resultados de concentracdo de proteina (g.L*) dos sobrenadantes e dos
precipitados estdo apresentados na Tabela 5.2.

O contetdo de proteinas nas fases topo variaram de 9,33 a 14,03 g.L*
empregando a razdo 3:5 (m/m) de sulfato de amonio:EPSp e 1:5 (m/m) de citrato de
sodio:EPSp, respectivamente. Os ensaios na propor¢cdo de 1:5 (m/m) sal:EPSp,

independente do sal, ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) na fase topo,
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neste caso, as proteinas tendem a ficar em suspensédo, devido a baixa concentracao

salina.

Tabela 5.2 - Concentracdo de proteina nos ensaios de precipitacao utilizando diferentes

proporcdes de sal:EPSp.

Proporcgdes Proteina (g.L™?)
sal:EPSp (m/m) Sulfato de Aménio  Fosfato de Potassio Citrato de Sdédio

15 S 13,3528 + 0,04 13,4628 + 0,07 14,0324 + 0,02

' P 0,69" + 0,08 0,569 + 0,10 0,04% + 0,01
2.5 S 11,6108 + 0,02 13,4134 + 0,45 13,7724 + 0,04

' P 2,399 + 0,25 0,63% + 0,10 0,27% + 0,03
35 S 9,339C + 0,04 12,5028 + 0,10 13,9824 + 0,51

' P 4,69%* + 0,01 1,52¢98 + 0,13 0,129 + 0,01
45 S 10,30%* + 0,23 11,10°A + 0,82 12,082 + 0,05

' P 3,72 + 0,20 2,87¢AB + 0,37 1,948 + 0,08

*Média * desvio padrdo seguidas de letras diferentes minUsculas/coluna e mailsculas/linha diferem a
nivel de 95% de confianca (teste de Tukey); S: sobrenadante; P: precipitado.

Os trés sais avaliados apresentaram potencial para aplicacdo em SAB, de maneira
que os sais citrato de sédio e fosfato de potassio apresentaram maior potencial de
concentracdo proteica, ao considerar as cinco propor¢des avaliadas. Ao aumentar a
saturacao salina observou-se uma reducao da concentracdo de proteina na fase topo,
evidenciando o efeito salting-out na precipitacdo proteica. Os efeitos dos sais sobre as
proteinas estéo relacionados com a sua capacidade em se ligar com estas moléculas e,
alterar suas propriedades de hidratacdo (DAMODARAN, 2017).

A Tabela 5.3 apresenta as concentracdes de proteinas resultantes da etapa de
separacdo com solventes organicos (acetona, alcool etilico, alcool isopropilico e alcool n-
propilico), nas proporcdes solvente:EPSp de 1:5, 2:5, 3:5 e 4:5 (v/v).

Os maiores teores de proteinas foram encontrados nos sobrenadantes, na
proporcéo 1:5 (v/v) solvente:EPSp, sendo que o maior teor de proteina foi de 13,71 g.L*
no ensaio com alcool etilico, porém néo difere (p > 0,05) dos ensaios com alcool
isopropilico (13,40 g.L%) e acetona (13,00 g.L1). Os percentuais de proteinas nas fragées

precipitadas aumentaram a medida que foi aumentada a proporc¢ao de solvente, variando
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de 0,30 a 7,04 g.L%, nos ensaios na proporcdo alcool etilico.EPSp 1:5 (v/v) e

acetona:EPSp 4.5 (v/v), respectivamente.

Tabela 5.3 - Concentracdo de proteina nos ensaios de precipitacao utilizando diferentes

proporcdes de solvente organico:EPSp.

Proteina total (g.L™?)

Proporcgodes . .

solvente:EPSp Acetona Alcool Etilico Alcool Alcool N-

Isopropilico propilico
15 S 13,004+ 0,15 13,71*4+0,04 13,40%*+0,23 10,9428 + 0,62
' P 1,02® + 0,12 0,30"© +0,07 0,62®C +0,20 3,079 £ 0,19
25 S 10,722 + 0,37 12,37°A+0,24 12,424 +0,37 9,06°¢ + 0,21
' P 3,298 +0,40 1,65%+0,21  1,60%C +0,40 4,964 + 0,18
35 S 7,580 +0,14 8,12 +0,12 9,82°A + 0,04 8,718 + 0,03
' P 6,44% + 0,11 5,90 + 0,09 4,20%° + 0,01 5,31¢C + 0,06
45 S 6,98°€ + 0,05 7,469 +0,22 9,104 + 0,14 8,90°A + 0,52
' P 7,04°9A+0,02 6,56°A+0,19 4,91 +0,11 5,12 + 0,51

*Média £ desvio padrdo seguidas de letras diferentes minldsculas/coluna e maiusculas/linha diferem a nivel de
95% de confianga (teste de Tukey); S: sobrenadante; P: precipitado.

O peso molecular da proteina possivelmente afetou a separacdo proteica com
solventes organicos; pois moléculas de menor peso molecular necessitam de maior
concentracdo de solvente para que ocorra a precipitacdo (SCOPES, 1994). Como as
proteinas de S. platensis apresentam baixo peso molecular, com bandas mais evidentes
entre 10-15 kDa (BENELHADJ et at., 2016), as proteinas permaneceram sollaveis e
somente uma pequena fracdo precipitou. A constante dielétrica dos solventes é outro
fator que pode estar relacionado com a separacao de proteinas, sendo que quanto menor
a constante dielétrica, maior é a forca de atracdo entre as moléculas de proteinas,
favorecendo a precipitagao (SGARBIERI, 1998; DAMODARAN, 2017). Neste contexto,
por apresentar uma constante dielétrica ligeiramente menor que os demais solventes, o
etanol possivelmente favoreceu a solubilidade das proteinas, aumentando sua
concentracéo no sobrenadante (SGARBIERI, 1998; LIDE, 1999), o que apresenta maior
potencial para aplicacdo no SAB. Além disso, o etanol é considerado um solvente “verde”,

amigavel com meio ambiente e de baixo custo (BONATTO et al., 2019).
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Os ensaios de separacdo proteica com sais e solventes indicaram faixas de
concentracfes que podem ser aplicados no SAB. Os sais fosfato de potassio e citrato de
sédio e o solvente etanol foram os que apresentaram maior capacidade em concentrar
as proteinas de S. platensis (sobrenadante), reduzindo as chances das proteinas se
ligarem entre si e precipitarem. Desta forma, realizou-se o0 estudo de dois SAB,

compostos por fosfato de potassio/etanol e citrato de sdédio/etanol, respectivamente.
5.3.2 Recuperacio de proteinas utilizando SAB com Sal/Alcool

Nas Tabelas 5.4 e 5.5 estdo apresentadas as matrizes dos DCCRs 22 (valores
reais e codificados) das variaveis estudadas para o SAB com fosfato de potassio/etanol e
SAB com citrato de sédio/etanol e as respostas em relacdo ao fator de purificacdo (FP) e
recuperacédo (RE, %) para fase topo, razdo volume (Rv) e do coeficiente de particdo (Kp)
dos respectivos sistemas.

Para ambos os sistemas, a maior concentracao de proteinas ocorreu na fase topo,
indicando que esta foi mais sollvel na fase rica em etanol. A preferéncia pela fase topo
resultou em valores de Kp maiores que 1 para todos os ensaios. Desta forma, avaliou-se
estatisticamente os resultados obtidos da fase topo e os resultados das fases fundo estéo
apresentados nas Tabelas 8.1 e 8.2 (Apéndice).

O FP para o SAB composto por fosfato de potassio e etanol variou de 0,90 a 1,29

na fase topo (Tabela 5.4, ensaios 5 e 4) e a RE entre 68,73 a 80,28% (ensaios 8 e 7).
Para o SAB composto por citrato de sodio e etanol, os resultados foram semelhantes,
sendo que o FP foi de 0,82 a 1,32 (Tabela 5.5, ensaios 5 e 2) e a RE mais relevante,
também, ocorreu no ensaio 2 (78,02%). Analisando-se os resultados dos DCCRs foi
possivel determinar os coeficientes de regresséo para os parametros de purificacdo da

fase topo resultantes de ambos os SABs avaliados (Tabelas 8.3 e 8.4 — Apéndice).
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Tabela 5.4 - Matriz do DCCR 22 (valores reais e codificados) para concentracédo de proteinas com SAB composto por

fosfato de potassio e etanol, com as respostas de FP e RE (%) para as fases topo e, Rv e Kp do sistema.

L Variaveis dependentes
Varidveis independentes
. FP RE (%)
Ensaios - Rv Kp
Fosfato de Etanol Experimental Prevista Desvio Experimental
potassio (%) (%) P Relativo P
1 -1 (14) -1 (26) 0,95+ 0,03 0,96 -0,92 76,93 + 2,09 18,60 2,46
2 +1 (19) -1 (26) 1,24 + 0,08 1,22 1,82 74,56 + 5,03 2,76 3,06
3 -1 (14) +1 (30) 0,96 +£ 0,01 0,96 0,22 70,28 + 0,42 7,00 2,55
4 +1 (19) +1 (30) 1,29+ 0,01 1,22 5,76 78,80 + 0,62 2,80 2,91
5 -1,41 (12,98) 0 (28) 0,90 + 0,00 0,91 -0,81 73,52+ 0,22 18,80 1,68
6 +1,41 (20,02) 0 (28) 1,19+ 0,01 1,27 -7,03 69,31 + 0,30 2,48 1,60
7 0(16,5) -1,41 (25,18) 1,15+ 0,01 1,09 5,55 80,28 + 0,60 5,00 2,64
8 0(16,5) +1,41 (30,82) 1,04 £ 0,01 1,09 -4,80 68,73 + 0,38 3,62 2,36
9 0 (16,5) 0 (28) 1,08 £ 0,01 1,09 -1,03 73,18 £ 0,91 4,59 2,58
10 0 (16,5) 0 (28) 1,08 + 0,03 1,09 -0,74 73,39+1,71 4,59 2,55
11 0(16,5) 0 (28) 1,08 £0,01 1,09 -1,10 72,19+ 0,80 4,28 2,53

Tabela 5.5 - Matriz do DCCR 22 (valores reais e codificados) para concentracéo de proteinas com SAB composto por

citrato de sédio e etanol com as respostas de FP e RE (%) para as fases topo e, Rv e Kp dos sistemas.

o Variaveis dependentes
Variaveis independentes
. FP RE (%)
Ensaios - - - Rv Kp
Citrato de Etanol Experimental Prevista Desvio Experimental Prevista Desvio
sédio (%) (%) P Relativo P Relativo
1 -1(17,5) -1 (29) 0,88 £ 0,02 0,86 2,38 62,05 + 1,40 65,24 -5,14 506 2,85
2 +1 (19,5) -1(29) 1,32+ 0,01 1,10 16,70 78,02 £ 0,74 71,7 8,10 2,00 2,27
3 -1(17,5) +1 (31) 0,86 + 0,03 0,86 0,50 53,36 + 1,69 51,18 4,09 263 1,35
4 +1 (19,5) +1 (31) 1,10 + 0,03 1,10 0,42 60,51 + 1,73 57,64 4,75 1,91 1,66
5 -1,41 (17,09) 0 (30) 0,82 £ 0,00 0,81 1,43 53,64 + 0,12 50,86 5,20 357 1,19
6 +1,41 (19,91) 0 (30) 1,01+0,01 1,15 -13,41 55,51 + 0,54 59,96 -8,02 191 1,58
7 0(18,5) -1,41 (28,59) 1,00 £ 0,00 0,98 2,37 75,94 + 0,13 77,31 -1,81 9,67 1,36
8 0(18,5) +1,41 (31,41) 0,93+0,01 0,98 -5,82 54,76 + 0,34 57,49 -4,98 234 1,48
9 0(18,5) 0 (30) 1,04 £ 0,01 0,98 6,19 59,04 + 0,71 55,41 6,15 2,10 1,70
10 0(18,5) 0 (30) 0,89 + 0,00 0,98 -10,10 51,09 + 0,26 55,41 -8,47 220 1,39
11 0(18,5) 0 (30) 0,90 + 0,01 0,98 -7,92 53,70 + 0,47 55,41 -3,19 227 1,49
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As variaveis concentracdo de fosfato de potassio (%) e citrato de sodio (%)
apresentaram efeitos significativos (p < 0,10) positivos para o FP, indicando que a medida
que aumenta a concentracdo de sal tem-se maior purificacdo da proteina. Na literatura
hé relatos confirmando que ao aumentar a concentracéo salina, a proteina tende a migrar
para fase topo (SOUZA et al., 2015; LI; TENG; XIU, 2011; OOl et al., 2009). Desta forma,
ao aumentar a concentracao salina ocorre reducao da solubilidade das proteinas na fase
rica em sal (fase fundo), levando a concentracdo deste componente na fase topo,
resultado decorrente do efeito salting-out (NG et al., 2018).

A variavel concentracdo de etanol (%), para os dois sistemas foi significativa (p <
0,10) somente para a RE, contudo revelou efeito negativo para as duas variaveis
dependentes, ou seja, menores concentracdes de etanol possibilitaram maiores valores
de RE e FP. Isso ocorre, pois em baixos percentuais de alcool, as proteinas permanecem
mais soltuveis (DAMODARAN, 2017). Ooi et al. (2009), também, encontraram efeito
semelhante ao utilizar SAB com sal/alcool para recuperacédo de lipase. Além disso, os
mesmos autores relataram que a alta concentracdo de alcool na fase topo pode causar
o desequilibrio do sistema, ndo favorecendo a retencao proteina na fase superior.

Considerando os parametros significativos para as respostas FP e RE foi possivel
validar modelos codificados de segunda ordem, dentro da faixa estudada. A Equacao 5.8
€ decorrente do SAB composto por fosfato de potassio e etanol para a resposta de FP.
Para RE nao foi possivel obter um modelo matematico visto que o percentual de variacédo
explicado pelo modelo ndo foi adequado, com coeficiente de correlacéo igual 0,56 e
Fcalculado Menor que 0 Frabelado. AS Equacdes 5.9 e 5.10 séo referentes ao SAB com citrato

de sodio e etanol.

FP'(%)=1,09+0,13.X] (5.8)

FP®(%)=0,98+0,12.X5 (5.9)
2

RE®(%) (%)=55,41+3,23X5-7,03.X5+6,03.X, (5.10)

Onde FP' é o fator de purificacdo do SAB com fostato de potassio e etanol; FP® e RE®
sdo o fator de purificacdo e a recuperacdo do SAB com citrato de sédio e etanol; Xif é a
concentracéo de fosfato de potassio (%) e Xi¢ € a concentracao de citrato de sédio (%);
X2¢ € a concentracao de etanol (%) para o sistema composto por citrato de sodio.
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Os modelos foram validados pela analise de variancia pois 0S Fcalculados foram de
aproximadamente 18 vezes maiores que 0S Fiabelados, para o FP do SAB fosfato de
potassio/etanol, 3 vezes maior que 0 Frabelado para 0 FP do SAB citrato de sédio/etanol e
4 vezes maior para RE do mesmo sistema (Tabelas 8.3 e 8.4, Apéndice), bem como
coeficientes de correlacdo de 0,93 para FP do SAB composto por fosfato de potassio e,
0,75 e 0,92 para FP e RE do SAB composto por citrato de sédio. Desta forma, foi possivel,
também, construir as curvas de contorno que sdo apresentadas na Figura 5.2. Além
disso, os desvios relativos — DR (Tabelas 5.1 e 5.2) foram inferiores & 17%, comprovando

0 ajuste adequado do modelo aos dados experimentais.

Figura 5.2 - Curva de contorno para FP da fase topo do SAB composto por fosfato de potassio
e etanol (a), e FP (b) e RE (c) da fase topo do SAB composto por citrato de sddio e etanol.
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Nas curvas de contorno (Figura 5.2) observa-se que a combinacao de 18 a 20%
de fosfato de potassio e em qualquer concentracdo de etanol (25,18 a 30,82%),
resultaram em maiores fatores de purificagdo (> 1,2) para o SAB composto por fosfato de
potassio e etanol. Isto, também, foi verificado para o sistema SAB composto por citrato
de sddio e etanol com maiores fatores de purificagdo (> 1,1), na faixa de 19 a 20% de
citrato de sodio e 29 a 30% de etanol, respectivamente. As melhores recuperacdes (>
75%) foram encontradas em menores concentragcdes de etanol (28,6%) e em qualquer
concentracéo de citrato de sédio, dentro da faixa estudada (17,09 a 19,91%).

De acordo com Rodrigues e lemma (2014), a indicacédo de uma faixa maximizada
das variaveis € mais interessante do que apenas um valor pontual. Contudo, os autores
também sugerem a necessidade da validagdo experimental da resposta prevista pelo
modelo, realizando, ao menos em triplicata, ensaios nas condi¢Bes definidas apos a
analise da superficie de resposta. Para tal, foram realizados ensaios em triplicata nas
condicBes de 19% de fosfato de potassio e 30% de etanol (ensaio 4) e 19,5% de citrato
de sddio e 29% de etanol (ensaio 2) para os SABs compostos por fosfato de potéssio e
etanol, e citrato de sédio e etanol, respectivamente. Como o percentual de etanol ndo
apresentou efeito significativo (p > 0,05) para as respostas avaliadas, optou-se em
realizar os ensaios de validacdo considerando 0s ensaios que apresentaram maior FP.
A Tabela 5.6 apresenta os resultados de FP e RE encontrados nas condi¢des definidas.
O Kp foi 2,85 e 2,27, para o SAB fosfato de potassio/etanol e SAB citrato de sodio/etanol,
0s quais, comprovam a preferéncia da proteina pela fase topo, em ambos os sistemas.

De forma geral, 0 SAB composto por citrato de sédio apresentou pureza (FP =
1,32) significativamente (p< 0,05) maior que o SAB composto por fosfato de potassio,
além de possibilitar a recuperacéo de cerca de 78% das proteinas de S. platensis. Além
disso, o citrato de sédio é biodegradavel e ndo-toxico, podendo ser descartado sem
nenhum tratamento prévio ao meio ambiente, diferente do fosfato de potassio o qual
necessita de tratamento do local o qual sera descartado (SILVA et al., 2009). O citrato de
sodio, também, apresenta alta seletividade, biocompatibilidade e facilidade para aumento
de escala (GOJA et al., 2013) e com potencial de aplicacdo em alimentos. Em relacdo ao
custo, o citrato de sodio também apresenta vantagens, apresentando valor (Reais — R$)

de aproximadamente 50% menor que o fosfato de potassio.
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Tabela 5.6 - Validacdo dos parametros de purificacdo de proteinas para os SABs

compostos por fosfato de potassio e etanol e citrato de sédio e etanol.

SAB fosfato de potéssio e SAB citrato de sddio e
Ensaios etanol etanol

FP RE (%) FP RE (%)
1 T| 1,252+0,04 76,002+2,42 | 1,342+0,00 79,022 +0,08
F| 045°+0,01 8,58°%0,14 0,58°+0,01 17,19+ 0,33
2 T| 1,272+0,02 78,462+1,01 | 1,322+0,02 77,912+ 1,20
F| 044°+0,00 8,12°+0,06 0,57°+0,01  17,00°+0,17
3 T| 1,282+0,01 77,872+0,85 1,292+ 0,01 77,452+ 0,41
F| 044°+0,00 8,79°+0,06 0,58°+0,01 17,21+ 0,18
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*Médias (n=3) seguidas de letras iguais nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p =0,05) * erro padréo; T: Topo; F: Fundo.

Embora o SAB seja utilizado h& anos para concentrar e/ou purificar biomoléculas
(LAM et al., 2018), ndo foram encontrados dados na literatura utilizando a estratégia de
purificacdo com SAB composto de sal (fosfato de potéssio e citrato de sédio) e etanol
para concentrar/purificar proteinas de S. platensis. Entretanto, os dados obtidos neste
estudo sdo coerentes com a literatura, revelando a afinidade das proteinas pela fase topo
(etanol) e confirmando que a concentracéo salina € o principal interferente na particdo
proteica utilizando SAB, devido seu efeito salting-out (BABU et al., 2008).

Neste contexto, destaca-se o estudo de Phong et al. (2017) que avaliaram um SAB
composto por 30% de fosfato de potassio tribasico e 20% de metanol e recuperaram
cerca de 80% de proteinas da microalga Chlorella sorokiniana. Antelo et al. (2015)
avaliaram a purificacao de ficocianina de S. platensis utilizando SAB composto por fosfato
de potassio e PEG 6000 e ao utilizar 21 e 4% destes componentes, respectivamente,
alcancaram FP de 2,2 e 100% de RE. Por outro lado, Nascimento et al. (2020) estudaram
a purificacédo de ficocianina de Anabaena variabilis utilizando SAB composto por 13% de
PEG 1500 e 14% de fosfato de potassio e atingiram 1,48 de pureza; os autores, também,
citam que para ficocianina o valor minimo de pureza necesséria para aplicagdo em
alimentos é de 0,7. De forma geral, os dados encontrados na literatura sdo superiores
aos obtidos neste estudo, contudo utilizam o sal fosfato de potassio e outros solventes

ou PEG, que sao constituintes de maior custo, comprometendo o custo do processo.
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Apoés a maximizacao da recuperacao das proteinas de S. platensis utilizando SAB,
a fase topo da condicdo maximizada (19,5% de citrato de sodio e 29% de etanol) foi
submetida ao PSM. A combinacé&o entre as duas técnicas de recuperacdo de proteinas
possibilitou uma RE final de 86,63% com 1,46 de FP, revelando um aumento nos
parametros de purificacdo. Tanuja et al. (2000) e Xing e Li et al. (2009), também,
utilizaram a combinacédo entre SAB e PSM para separar e purificar amiloglucosidase e
polissacarideos de babosa, respectivamente; ambos os trabalhos destacam a eficiéncia
desta estratégia, aumentando a purificacdo dos compostos de interesse.

5.3.3 Caracterizacao fisico-quimica e tecno-funcional

ApO6s a maximizagao do SAB (19% de fosfato de potéssio e 30% de etanol e 19,5%
de citrato de sédio e 29% de etanol), as amostras foram mantidas em 5°C por 24 h, para
gue fosse possivel realizar a precipitacdo do sal e, apds foram realizadas as analises de
proteinas totais (bs), concentracéo de ficocianina, atividade antioxidante e indices de cor
(L, a*, b*) (Tabela 5.7). Na Tabela 5.7 encontram-se os resultados obtidos apés a

combinacédo do SAB composto por citrato de sodio e etanol com PSM.

Tabela 5.7 - Proteina total (%, bs), concentracdo de ficocianina (g.L™), atividade antioxidante

(%) e indices de cor (L*, a* e b*) das amostras obtidas pelos SABs e da combinacdo do SAB

composto por citrato de sddio e etanol com PSM.

Amostras Proteina Ficocianina Atividade indice de cor
total (mg.LY) antioxidante L* ax b*
(%, bs) (%)

SABF/ET 56,94c+ 1,81 123,682+759 57,702+1,01 44,73*+163 -1,08+0,24 10,762+ 1,08
SAB F/EF 4,439+ 0,18 21,95¢+1,95 33,16°+1,14 55,292+0,10 -0,02°+0,01 2,58+ 0,07
SABC/ET 61,36°+1,26 110,45°+3,91 42,33"+0,73 46,08+0,34 -1579+0,31 7,90°+ 0,62
SAB C/EF 5,884+ 0,25 12,01°+1,05 23,199+0,52 52,252+ 1,87 0,10°+ 0,01 2,979 +0,21
SAB/PSMC 68,992+1,65 101,06*+2,10 40,53*+0,95 42,86c+0,24 -0,88°+0,07 3,61°+0,01
SAB/PSMP 5,639+0,10 1,779+ 0,48 10,04¢ £ 0,57 53,432+ 1,32 1,332+£0,14 1,554 + 0,03

*Médias (n=3) seguidas de letras iguais nas colunas néo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) + desvio padrédo; SAB F/E:
SAB composto por fosfato de potassio e etanol; SAB C/E: SAB composto por citrato de sédio e etanol; T: Topo; F: Fundo; C:
Concentrado; P: Permeado.
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O SAB composto por citrato de sodio e etanol possibilitou a obtencdo de um
extrato proteico com aproximadamente 61% (bs) de proteinas. O baixo percentual
proteico (4,43 a 5,88%, bs) nas fases fundo se deve pela maior composicao de sal nestas
fases, sendo seu principal componente. Como nas fases topo a presenca salina € menor
e o0 alcool foi facilmente evaporado, as proteinas de S. platensis estdo em maior
concentracdo, contudo para aumentar a pureza da proteina podem ser realizados
diferentes ensaios para retirada do sal; neste trabalho foi realizado somente a
precipitagéo.

Com a combinacdo SAB/PSM foi possivel aumentar cerca de 8% no percentual
de proteina, obtendo um concentrado proteico com 69% de proteinas (bs). Os resultados
obtidos sao semelhantes aos encontrados por Benelhadj et al. (2016), que obtiveram em
concentrado proteico de S. platensis com cerca de 70% de proteinas, quando aplicaram
extracdo por dissolucdo e recuperacao das proteinas por precipitacdo isoelétrica. Mesmo
se tratando de uma operacdo a mais para obtencdo das proteinas de S. platensis, esta
técnica pode ser vantajosa dependendo da pureza da proteina necessaria, ja que foi
possivel aumentar o percentual proteico e manter sua capacidade antioxidante.

Maiores concentracdes de ficocianina, também, ocorreram nas fases topo, sendo
mais relevante para o sistema composto com fosfato de potassio (124 mg.L?). Os dois
sais utilizados nos SAB resultaram em diferentes pH, SAB com fosfato de potassio
apresentou menor pH (~7,0) que com citrato de sédio (> 9,0), e tal mudanca na condi¢éo
do sistema resultou em uma mudanca na particdo de ficocianina. Patil e Raghavarao
(2007) relataram que a ficocianina é mais estavel na faixa de pH entre 5,0 a 8,0 e, por
isso os sais de fosfato sdo mais eficazes para recuperar este pigmento. Outros estudos
ja vém relatando a eficiéncia do fosfato de potassio como componente de SABs
juntamente com polietileno glicol (PEG) para recuperagdo de ficocianina (ANTELO,;
COSTA,; KALIL, 2015; LIU; FENG; LUN, 2012; PATIL; RAGHAVARAO, 2007).

Devido sua composicdo em aminoacidos, a ficocianina vem sendo relacionada
com o potencial antioxidante da S. platensis (WU et al., 2016). Desta forma, o maior
percentual de inibicdo ocorreu na fase topo do SAB composto por fosfato de potassio
(58%), mesma amostra com maior concentracao de ficocianina. As amostras fase topo

do SAB composto por citrato de sédio e o concentrado do SAB/PSM nédo apresentaram
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diferenca significativa (p > 0,05), sendo os seus resultados menores o que possivelmente
ocorreu pela acao do citrato de sédio na concentracéo de ficocianina. Para fase fundo, o
SAB composto por fosfato de potassio, também, possibilitou maior atividade antioxidante
e concentracdo de ficocianina ao comparar com a fase fundo resultante ao utilizar citrato
de sadio.

Os indices de cor apresentaram maior luminosidade (L*) para as amostras das
fases fundo, sendo que as amostras das fases topo apresentaram uma coloracdo mais
escura e maior tendéncia para coloracdo verde (a* < 0); caracteristicas diretamente
relacionadas com a concentracao de ficocianina. A maior luminosidade e a diferenca dos
parametros a* e b* para o concentrado do SAB/PSM ocorreu devido a diluicdo da
amostra, 0 que alterou as caracteristicas de cor.

A Figura 5.3 apresenta as fragcoes proteicas por gel de eletroforese das fases topo
e fundo do SABs nas condicbes maximizadas e, do concentrado e permeado do
SAB/PSM. As bandas mais evidentes estdo apresentadas nas faixas de 5 e 10-15 kDa
para todas as amostras, exceto para o permeado do SAB/PSM (Figura 5.3b), onde as
bandas sao imperceptiveis, devido ao seu baixo percentual proteico (Tabela 5.7). Para
as amostras topo do SAB composto por citrato de sédio e concentrado do SAB/PSM é
possivel verificar uma banda de 100 kDa, que é caracteristicas da proteina clorofila
(47 kDa) e da proteina de ligacdo da membrana nuclear (95 kDa) (RAJAKUMAR;
MUTHUKUMAR, 2018; SUDHIR et al., 2005). Além disso, uma banda de baixa
intensidade € verificada entre 25-30 kDa na amostra topo do SAB composto por citrato
de sadio.

Os resultados obtidos apresentam coeréncia com os dados encontrados por
Benelhadj et al. (2016) que avaliaram o perfil de eletroforese de um concentrado proteico
de S. platensis e encontraram bandas evidentes entre 10-15 kDa. Chethana, Chetan e
Madhusudhan (2015) identificaram bandas entre 14 a 43 kDa, com maior intensidade
entre 14, 3 kDa, para a biomassa e a ficocianina de S. platensis purificada por SAB
composto por PEG e fosfato de potassio; os autores citam que bandas de 18 a 20 kDa
sdo caracteristicas do pigmento ficocianina e que as demais sao oriundas das outras
proteinas presentes. Alzahrani, Perera e Hemar (2017) sugerem que bandas entre 14,4

e 30 kDa indicam a presenca de ficocianina a 16 e 3 18, respectivamente.
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Figura 5.3 - Gel de eletroforese das amostras obtidas pela maximizacdo dos SABs

fosfato de potassio/etanol e citrato de sodio/etanol (a) e do SAB/PSM (b).
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C/E: Citrato de soédio/etanol; F/E: Fosfato de potassio/etanol; F: Fundo; T: Topo; C:
Concentrado; P: Permeado.

Espectroscopia de FTIR foi realizada com o intuito de investigar as diferencas na
composicdo de cada fracao obtida pelo SAB composto por citrato de sodio e etanol e do
concentrado SAB/PSM (Figura 5.4). Ao contrario da andlise de gel SDS-PAGE, o FTIR
fornece informacdes gerais da composicdo das amostras, ndo somente da fracédo
proteica.

Na Figura 5.4 é possivel visualizar a presenca e a influéncia do sal citrato de sédio
nas trés amostras avaliadas, contudo observa-se que as intensidades dos picos para as
amostras topo e SAB/PSM s&o menores, evidenciando a menor concentragdo de citrato
de sédio nestas amostras. Devido a alta interferéncia salina na composicao das amostras,
nado foi possivel verificar a presenca da banda referente a amida | (1600 a 1700 cm™),
principal caracteristica de espectros de proteinas (NELSON; COX, 2002). A banda da
amida 1l é visualizada em 1567 e 1601 cm™, para amostras topo e SAB/PSM,
respectivamente; esta banda é tipicamente atribuida devido ao acoplamento dos modos
de flexdo N-H e do alongamento de C—N (HARIS; SEVERCAN, 1999). As bandas mais

largas préximas a 3300 cm™ séo devido a deformacédo N — H, correspondentes as amidas
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secundarias. Para amostra fundo, as bandas apresentadas nestas regifes se devem
somente pela presenca do sal, sendo que possuem as mesmas caracteristicas que o
espectro para o citrato de sédio. Além disso, as vibracdes deformacionais dos picos

préximos a 1390 cm comprovam a ligagéo do citrato de sédio.

Figura 5.4 - Espectro de FTIR das amostras topo e fundo do SAB composto por citrato

de sdadio e etanol e concentrado do SAB/PSM.
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Para avaliacdo das propriedades térmicas das amostras topo e fundo do SAB
composto por citrato de sédio e etanol e do concentrado do SAB/PSM foram elaboradas
as curvas termogravimétricas e de DSC (Figura 5.5). A Figura 5.5a descreve as curvas
de perda de massa das amostras estudadas e do sal citrato de sédio, sendo possivel
verificar a presenca de quatro principais eventos de perda de massa. O primeiro ocorre
pela desidratacdo e evaporacdo da agua (30-120°C), posteriormente, verifica-se picos
nas curvas da amostra fundo e do sal (100-200°C), os quais correspondem a parcial
perda do citrato de sédio, pela eliminacdo de CO2 (MARCILLA et al., 2017). O proximo

estagio (180-350°C) acontece pela degradacao de proteinas e carboidratos (RICCl et al.,
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2018), o qual representa mais de 30% de perda de massa e, 0 pico mais evidente ocorre
préoximo a 300°C para as trés amostras; para o citrato de sodio (313°C), o terceiro estagio
representa a decomposicdo dos demais residuos, resultando na formacgéo de carbonatos
(MARCILLA et al., 2017). Na faixa de temperatura de 350 a 500°C ocorre a perda de

massa pela degradacdo dos compostos que sdo mais resistentes termicamente.

Figura 5.5 - Curvas termogravimétricas (a) e de DSC (b) das amostras topo e fundo do
SAB composto por citrato de sédio e etanol e do concentrado do SAB/PSM.
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Os termogramas de DSC do citrato de sodio e das amostras obtidas pelo SAB e
pelo SAB/PSM estdo apresentados na Figura 5.5b. Os picos endotérmicos do
termograma representam os pontos de maxima absorcdo de energia calorifica pelas
amostras, ou seja, pontos de fuséo; estes picos podem estar associados a desnhaturacao
proteica (COSTA et al., 2015). Além disso, é possivel verificar que a concentracéo de sal
afeta a temperatura de transicao térmica, com menor quantidade de sal, as amostras topo
e concentrado do SAB/PSM apresentaram temperatura de transicdo térmica mais
elevada (~80°C). Nas amostras topo e SAB/PSM € possivel constatar um evento
exotérmico, o qual pode estar relacionado com a cristalizacdo da amostra (ABD-

ELGHANY; KLAPOTKE, 2018). Interpretando estes picos exotérmicos, verifica-se que na
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temperatura de aproximadamente 90°C, estas amostras liberam energia e se movem
ordenadamente em forma de cristais (FARAH et al., 2018). Os picos das amostras topo
e SAB/PSM, encontrados em temperaturas mais elevadas, podem estar relacionados
com a presenca de proteinas pré-purificadas, isoladas da presenca de estruturas
terciarias e/ou quaternarias. Por outro lado, o comportamento da amostra fundo é
semelhante ao sal.

O indice de solubilidade das proteinas de S. platensis apresentam um
comportamento em forma de U, onde a minima solubilidade é encontrada no seu ponto
isoelétrico (pl) — pH 3,0 e, em pHs menores e/ou maiores ocorre 0 aumento gradativo da
sua solubilidade, a qual € maxima em pH 10,0 (MENEGOTTO et al., 2019; BENELHADJ
et al., 2016). No presente estudo avaliou-se duas faixas de pH, 4,0 e 7,0. Os resultados
de solubilidade em pH 4,0 foram 41,06, 30,08 e 60,69 g proteinas sollGveis. 100 g*
proteinas totais para as fragdes topo, fundo e concentrado SAB/PSM, respectivamente.
Em pH 7,0 a solubilidade foi 52, 29,22 e 67,24 g proteinas sollveis. 100 g proteinas
totais para as fracdes topo, fundo e SAB/PSM, respectivamente. Em pH 7,0 a amostra
fundo, que além de apresentar menor solubilidade, ndo apresentou diferenca significativa
(p < 0,05) entre os dois niveis de pH estudados. A baixa solubilidade da amostra fundo,
possivelmente, se deve pela interferéncia do citrato de sodio; quando a amostra é
solubilizada, este sal possui maior facilidade ao se ligar com as moléculas de agua,
fazendo com que as proteinas presentes na amostra se ligam entre elas e precipitando-
as (DAMODARAN, 2017). Contudo, a baixa solubilidade proteica pode limitar as demais
propriedades tecno-funcionais (LOPEZ et al., 2019).

O tamanho de particula foi avaliado em emulsdes recém preparadas, com as
amostras topo, fundo e concentrado do SAB/PSM, em pH 7,0. As distribuicdes de
tamanho de particula apresentaram dimensédo entre ~0,04 e 200 um (Figura 5.6) e
comportamento bimodal, com duas popula¢ées de didametro de gotas distintas: gotas com
diametros menores e maiores a 10 um (10 um < d; d > 10 um). Conforme Abirached et
al. (2011) o tamanho das gotas produzidas durante a formacédo da emulsédo depende,
primeiramente, da geracdo das gotas pequenas e, da rapida estabilizacdo das gotas
formadas, as quais impede que ocorre a coalescéncia. Portanto, quanto menor o tamanho

das gotas, maior é a estabilidade da emulséo.
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Figura 5.6 - Distribuicdo de tamanho de particula em termos de area superficial (a),
volume (b) e numero (c) para as amostras topo, fundo e concentrado do SAB/PSM em
pH 7,0.
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A Figura 5.6a apresenta a distribuicdo do tamanho de particula em termos de area
das emulsdes avaliadas, sendo possivel verificar um comportamento distinto para a

emulsdo elaborada com a amostra fundo, a qual apresentou distribuicdo para gotas
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maiores, reduzindo o volume de particulas de o6leo (Figura 5.6b). Por outro lado, as
emulsdes com as amostras topo e concentrado do SAB/PSM apresentaram melhor
separacdo entre as populacfes das particulas. Quando a distribuicdo das particulas é
expressa em termos de numero (Figura 5.6c), € possivel verificar um significativo
decréscimo no tamanho de particula para as emulsfes preparadas com topo e SAB/PSM.

Os diametros Da3 e D32 obtidos foram 33,69 e 6,02 um, 41,81 e 5,07 um e, 36,42
e 6,42 um, para as amostras topo, fundo e concentrado SAB/PSM, respectivamente. Os
resultados de D4 3 significativamente maiores que D32 comprovam que as emulsdes sado
polidispersas (ABIRACHED et al., 2018). O maior valor de Das3 para a amostra fundo,
confirma a presenca de gotas maiores e a menor estabilidade desta emulséo.

Em relacdo ao estudo da estabilidade global da emulséo, os perfis de RD (Figura
5.7) foram avaliados com o objetivo de verificar a cinética de floculacdo das gotas de 6leo
do fundo do tubo (10 mm) e a floculacdo e/ou coalescéncia das gotas apos 24 h. Nas
amostras topo e concentrado do SAB/PSM verifica-se que na parte inferior do tubo de
medida existe uma reducdo nos valores de RD com o tempo, evidenciando o
desenvolvimento da fase creme. Por outro lado, grandes gotas de 6leo sao formadas na
parte superior do tubo. Este comportamento também foi verificado por outros autores
(ABIRACHED et al., 2018; MEDRANO et al., 2012). No entanto, para as emulsdes
formadas com a amostra fundo, os valores de RD no tempo inicial ja sdo baixos, o que
indica que a emulsdo ndo foi adequadamente formada; provavelmente a alta
concentracéo de sal provocou o salting-out das proteinas, ndo permitindo que as mesmas
migrassem para interface e formassem a emulséo. As emulsdes avaliadas apresentaram
cinética de desestabilizacdo de segunda ordem (curva hiperbdlica) (PANIZZOLO et al.,
2014). Conforme a lei de Stokes (Equacdo 5.7) foram calculadas as constantes de
desestabilizacdo de emulsao, ks e kn, as quais quanto menores os valores, correspondem
a emulsdes mais estaveis; ks esta relacionada com as gotas de tamanho maior que
sofrem flotacdo mais rapidamente e kn corresponde as gotas menores, que crescem
lentamente (LOPEZ et al., 2019).
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Figura 5.7 - Estudo da retrodispersédo em funcdo do comprimento do tubo de medida
para avaliacdo da estabilidade de emulséo elaboradas com as amostras topo pH 4,0 (a)
e 7,0 (b), fundo pH 4,0 (c) e 7,0 (d), concentrado SAB/PSM pH 4,0 (e) e 7,0 (f), e as
constantes de desestabilizacdo — ks e kn (g).
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A emulsdo formada com a amostra topo em pH 7,0 apresentou oS menores
resultados, tanto de ks como kn, indicando ser a emulsdo mais estavel. Em pH 4,0 a
emulsdo com a mesma amostra foi menos estavel; este pH é préximo ao ponto isoelétrico
das proteinas de S. platensis (pH 3,0) o que faz com que a interacao eletrostatica entre
as particulas ndo seja alta o suficiente para prevenir a coalescéncia e/ou floculacdo
(MENEGOTTO et al., 2019; DAMODARAN, 2017).

Os resultados para as emulsdes formadas com o concentrado SAB/PSM né&o
apresentaram diferencas significativas (p > 0,05) entre os pH avaliados, e seus
resultados, em ambos pH foram menos estaveis que para as emulsdes formadas com a
amostra topo. Isto indica que pode ter ocorrido perda de proteinas com potencial
emulsificante durante o PSM e/ou que a reducdo do sal presente na amostra tenha
diminuido a capacidade emulsificante das proteinas. Scarbieri (1999) apontou diversos
estudos cientificos que ja haviam relatado sobre a influéncia de sais na capacidade
emulsificante de proteinas hidrossoluveis, destacando que o aumento da concentracao
salina pode garantir a melhor solubilidade proteica, aumentando a qualidade da emuls&o.
No entanto, para a amostra fundo, a concentracao salina foi tdo elevada que promoveu
0 agrupamento das proteinas, ndo havendo solubilidade suficiente que garantisse a
formacdo da emulséo, além disso o RD experimental para estas amostras ndo se ajustou
com o modelo estimado (R? < 0,4), ndo sendo possivel calcular os parametros de
desestabilizagéo.

Além disso, ap6s 24 h, as emulsdes elaboradas com a amostra topo e SAB/PSM
apresentaram estabilidade a coalescéncia e/ou floculagdo, o RD se manteve semelhante
ao perfil de 30 min, principalmente na fase creme (superior do tubo), o que indica que
ndo ocorreu aumento do tamanho das particulas (LOPEZ et al., 2019). Como
consequéncia da falta de estabilidade das emulsdes elaboradas com a amostra fundo,
apos 24 h é possivel verificar a mesma tendéncia, o perfil de RD apresenta baixos

resultados, indicando desestabilizacdo da emulsao.
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5.4 Conclusao

O SAB composto por citrato de sodio apresentou melhor desempenho; utilizando-
se 19,5% de citrato de sodio e 29% de etanol foi possivel obter 1,3 de fator de purificacéo
e 78% de recuperacédo. Além disso, o citrato de sédio € de menor custo, biodegradavel e
nao toxico, ndo comprometendo sua aplicacdo em alimentos.

A associacédo do SAB com o PSM, permitiu o aumento da recuperacao (~ 87%) e
da pureza (~1,5). As fracdes topo e fundo, e o concentrado do SAB/PSM apresentaram
aproximadamente 61, 5,9 e 69% de proteinas (bs), 110, 12 e 101 mg.L™* de ficocianina e
42, 23 e 40% de atividade antioxidante, respectivamente. A fracao topo e o concentrado
do sistema associado apresentaram coloragcao verde azulada e o fundo amarelo intenso.
Em todas as amostras, as bandas proteicas evidentes ocorreram em 5 e 10-15 kDa.

De acordo, com as propriedades térmicas, verificou-se que para as trés amostras
(SAB T, SAB F e SAB/PSM) a temperatura de perda de massa referente degradacéao
proteica foi em cerca de 300°C e pelo termograma de DSC foi possivel visualizar picos
endotérmicos (~80°C) referente a transicao térmica e exotérmicos (90°C), onde ocorreu
a liberacdo de calor. A amostra topo foi a que apresentou melhor propriedade
emulsificante apresentando distribuicdo de particulas de 33,69 um (D4;3) e 6,02 um (D3,2)
e maior estabilidade (kn = 0,04x10° s e ks = 3,54x10°3 s1).

Todas as técnicas de separacdo proteica avaliadas neste estudo (precipitacéo,
SAB e PSM) apresentam vantagens por se tratarem de técnicas eficazes, simples,
rapidas e com potencial para aumento de escala. A escolha do método deve se basear
nas caracteristicas desejadas no produto final.
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6 Concentracdo de proteinas de Spirulina platensis utilizando sistema
aguoso bifasico composto por polietilenoglicol e fosfato de potassio/citrato

de sédio

Spirulina platensis purification using Aqueous two-phase system composed of

polyethylene glycol and potassium phosphate/sodium citrate

Resumo

Os sistemas aquosos bifasicos (SABs) vém se destacando como técnica alternativa para
recuperar e concentrar proteinas. Contudo, seu estudo para recuperar proteinas da
Spirulina platensis ainda é pouco relatado. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
aplicar estratégias de planejamento de experimentos para avaliar distintos SABs
composto por polietilenoglicol (PEG) e solucdo salina visando maior recuperacao das
proteinas de S. platensis. Os SABs compostos por PEG de diferentes massas molares
(1500, 4000, 6000 e 8000 Da) revelaram comportamentos diversos, obtendo fatores de
purificacdo de 0,83 a 1,52 e 0,92 a 1,38 para as fases topo dos SABs compostos por
fosfato de potéassio e citrato de sédio, respectivamente. As condicbes maximizadas de
recuperacao de proteinas de S. platensis ocorreram ao aplicar 14% de fosfato de potassio
e 15% de PEG 1500 Da e 16% de citrato de sodio e 18% de PEG 1500 Da, ambos em
pH 9,0. O SAB composto por PEG e citrato de sddio foi o que apresentou melhor
potencial, atingindo 1,02 de fator de purificacdo e 75% de recuperacédo. A eletroforese
evidenciou bandas entre 5-15 kDa, tamanho caracteristico de ficobiliproteinas. O SAB
composto por PEG e citrato de sédio torna-se uma alternativa simples e de baixo custo
para recuperar proteinas de S. platensis, possuindo potencial para aplicacdo industrial.

Palavras-chave: eletroforese; estratégia sequencial de planejamento de experimentos;

proteinas de microalgas; separacao de proteinas.
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6.1 Introducao

O uso do SAB tem se mostrado uma eficiente alternativa, sua técnica envolve o
isolamento do composto de interesse a partir da concentragdo do mesmo em uma de
suas fases (LEONG et al., 2015). Além disso, esta técnica envolve simplicidade
operacional, rapida separacédo, baixa desnaturacdo e potencial de aumento de escala
(RAJA et al.,, 2011). Estes sistemas ocorrem principalmente pela mistura de dois
polimeros, de um polimero e um sal e/ou de um solvente organico e um sal (AMID;
ABDUL MANAP; MUSTAFA, 2013; PHONG et al., 2017).

A eficiéencia da particdo de biomoléculas aplicando esta técnica se deve,
principalmente, pela possibilidade em alcancar as melhores condi¢des, sendo possivel
manipular seus parametros, tais como: concentracdo dos seus componentes, pH,
temperatura, entre outros (RAJA et al., 2011; FU et al., 2015). A obtencdo do composto
de interesse ocorre de forma complexa, envolvendo interacdes hidrofébicas e ligacfes
de hidrogénio entre a molécula alvo e os componentes das fases (MARCOS et al., 2002).

Na literatura sdo descritas véarias técnicas de fracionamento de proteina para
obtencéo e purificacdo deste componente (PONTIS, 2016; CHAIKLAHAN et al., 2011,
AMID; ABDUL MANAP; MUSTAFA, 2013). Afim de substituir os procedimentos
tradicionais de separacdo de proteinas, os quais, geralmente consomem um longo
periodo de tempo, sédo complexos e de alto custo (WU et al., 2014). Os sistemas aquosos
bifasicos (SABs) vém se sobressaindo, principalmente pela sua facilidade e baixo custo
(LEONG et al., 2015).

Neste contexto, a concentracdo das proteinas de S. platensis pode facilitar seu
consumo, favorecendo sua aplicagéo na industria de alimentos (LUPATINI et al., 2017b).
As proteinas obtidas a partir desta microalga podem apresentar contetido balanceado de
aminoacidos (BASHIR et al., 2016) e promissoras caracteristicas funcionais, tais como,
propriedades emulsificantes e espumantes e capacidade de absor¢do de agua e Oleo
(BENELHADJ et al., 2016). A fracéo proteica da S. platensis, também, pode conter cerca
de 20% de ficocianina, uma ficobiliproteina com coloracéo esverdeada, que além disso

podem apresentar algumas propriedades terapéuticas, tais como antioxidante, anti-
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inflamatoria e anticancer (CHAIKLAHAN; CHIRASUWAN; BUNNAG, 2012; SOUZA et al.,
2006).

Desta forma, este estudo teve como objetivo investigar a viabilidade da utilizacao
de SAB composto por polietilenoglicol (PEG) e solucdo salina (fosfato de potassio e
citrato de soédio) visando a recuperacdo e/ou pré-purificacdo das proteinas de S.

platensis.

6.2 Material e Métodos

6.2.1 Material

A biomassa inativa da microalga S. platensis desidratada foi obtida
comercialmente pela Fazenda Tamandula, localizada em Santa Terezinha, Paraiba,
Brasil. Todos os reagentes utilizados possuiam pureza analitica, sendo de procedéncias

comerciais distintas.

6.2.2 Extracdo de proteinas da biomassa de S. platensis

A extracao proteica foi realizada conforme Lupatini et al. (2017a) com adaptacdes.
A biomassa foi dissolvida em agua purificada (30 g.L?) e o pH foi ajustado para 9,0, com
solugdo de NaOH 2,0 M. A suspensao foi submetida ao tratamento ultrassénico em
banho de ultrassom (Unique, USC-1800A, Indaiatuba, Brasil) na frequéncia de 40 kHz,
amplitude de 90% por 35 min e, em seguida, submetida a agitacdo mecéanica (Fisatom,
712, Sao Paulo, Brasil) na velocidade de 100 rpm por 50 min. A temperatura foi mantida
em 30°C durante todo o processo. Para separacdo das fases a suspensdo foi
centrifugada a 7000 rpm, 25°C por 15 min (Biosystems, MPW-351R, Curitiba, Brasil) e do

sobrenadante foi obtido o extrato proteico de S. platensis (EPSp).
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6.2.3 Recuperacdo de proteinas de S. platensis aplicando SAB PEG/Sal

Com o intuito de maximizar o processo de concentracdo das proteinas de S.
platensis por SAB composto por PEG e sal, foram estudadas diferentes massas molares
de PEG (1500, 4000, 6000 e 8000 Da) (Sigma-Aldrich, EUA) e solucdes salinas de fosfato
de potassio (monobasico e bibasio) (Synth, Sdo Paulo, Brasil) e citrato de sédio (Sigma-
Aldrich, EUA) com pH 9,0. A faixa de pH foi escolhida considerando a solubilidade das
proteinas de S. platensis e o estudo desenvolvido por Lupatini et al. (2017a), além da
necessidade de padronizacédo do pH devido sua interferéncia na formacao das fases em
equilibrio do SAB.

Inicialmente, foram realizados planejamentos fatoriais (PF) 22 (cada um com 3
pontos centrais, total de 7 ensaios) para a avaliacdo os efeitos da concentracdo de sal
(%, m/m) e PEG (%,m/m) sobre a concentracdo de proteinas, sendo que para cada
massa molar de PEG (1500, 4000, 6000 e 8000 Da) foi desenvolvido um PF. Os niveis
das variaveis estudadas nos PFs (Tabela 6.1) foram definidos conforme os diagramas de
fases, 0s quais, para os SABs compostos por PEG de massas molares 1500, 4000, 6000
e 8000 Da com citrato de sodio e por PEG 8000 com fosfato de potassio foram
construidos segundo metodologia descrita por Minami (1997); enquanto que para 0s
SABs formados por PEG 1500, 4000 e 6000 com fosfato de potassio foram assumidas
as curvas obtidas pelo mesmo autor (Figuras 8.5, 8.6, 8.7, 8.8, 8.9, 8.10, 8.11 e 8.12,
Apéndice). As concentracdes das solucdes estoques, PEG e sal foram de 50 e 40%
(m/m), respectivamente.

Os ensaios foram conduzidos em tubos graduados tipo falcon de 50 mL onde
foram adicionadas as solucdes estoques de PEG e de sal, conforme 0s niveis propostos
(Tabela 6.1), para completar o peso total (20 g) foi adicionado agua destilada. ApGs a
separacdo das duas fases, o extrato proteico de S. platensis foi adicionado,
correspondendo a 20% (4,0 g) da massa final do sistema. Na sequéncia os tubos foram
homogeneizados por agitagdo em vortex (Quimis, Q220B1, Diadema, Brasil) e mantidos
em repouso em temperatura ambiente por 15 min. O sistema foi centrifugado por 20 min
a 4000 rpm a 25°C (Biosystems, MPW-351R, Curitiba, Brasil). O fluxograma do processo

esta apresentado na Figura 8.13 (Apéndice).
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As fases topo e fundo foram separadas sendo que cada fase foi submetida a
andlise de concentracdo de nitrogénio (g.L?!) através do método de oxidacédo por
combustdo catalitica a 720°C com deteccao por infravermelho (Shimadzu, TOC-VcsH,
Japéo); para o célculo de proteina (g.L?) levou-se em consideragdo o fator geral 6,25
multiplicado pelo nitrogénio (CHRONAKIS; GALATANU; NYLANDER, 2000). Os
parametros de purificacédo, fator de purificacdo (FP), recuperacdo (RE), razdo volume

(Rv) e coeficiente de particdo (Kp) foram calculados de acordo com Albertson (1986).

Tabela 6.1 - Niveis reais e codificados das variaveis estudadas nos PFs 22 referente

aos SAB composto por PEG e solucéo salina.

SAB PEGI/fosfato de potassio

PEG 1500 PEG 4000 PEG 6000 PEG 8000
Niveis PEG Sal PEG Sal PEG Sal PEG Sal
(%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m)
-1 15 14 15 11 13 9,0 18 10
0 20 17 20 14 18 12 22 12
+1 25 20 25 17 23 15 26 14
SAB PEG/citrato de sddio
PEG 1500 PEG 4000 PEG 6000 PEG 8000
Niveis PEG Sal PEG Sal PEG Sal PEG Sal
(%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m)
-1 18 16 18 10 18 10 22 10
0 23 18 23 13 23 12 25 12
+1 28 20 28 16 28 14 28 14

O FP foi calculado através da Equacao 6.1, onde PPt é a concentracao de proteina

purificada da fase (g.L!) e Pi a concentragdo de proteina do EPSp (g.L ™).

FP= 2 6.1)

A RE foi calculada pela Equacéo 6.2, sendo Pra concentracdo de proteina da fase
(9.L), Vi 0 volume da fase (mL), Pi a concentracdo de proteina do EPSp (g.L?) e Vio

volume de EPSp (mL).

Vs

RE=2C.100 6.2)

PiVi

A Rv dos SABs foi determinada pela Equacédo 6.3, onde Vis € 0 volume da fase

superior (mL) e Vi é o volume da fase inferior (mL).
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Rv= \\//—f; (6.3)

O Kp do sistema foi obtido pela Equacao 6.4, sendo Css a concentragdo de proteina

da fase superior (g.L ') e Cii a concentracéo de proteina da fase inferior (g.L™?).

c
Kp= C—f

> (6.4)
fi

O estudo dos PFCs contribuiu para identificar o comportamento dos SABs em
concentrar as proteinas de S. platensis, identificando em qual massa molar de PEG
ocorreu a melhor performance. A partir dos ensaios com maior fator de purificacdo, tanto
utilizando fosfato de potassio como citrato de sodio, estudou-se a adicdo de pontos axiais
nos planejamentos (Tabela 6.2), tornando-os dois delineamentos centrais compostos
rotacionais (DCCRs) (03 repeticdes no ponto central e 04 pontos axiais, totalizando 11

ensaios).

Tabela 6.2 - Niveis reais e codificados das variaveis estudadas nos DCCRs.

SAB PEG e fosfato de potassio SAB PEG e citrato de sodio
Niveis PEG 1500 Fosfato de potassio | PEG 1500 Citrato de sdédio
(%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m)
-1,41 13,95 12,77 15,95 15,18
-1 15 14 18 16
0* 20 17 23 18
+1 25 20 28 20
+1,41 27,05 21,23 30,05 20,82

* Triplicata do ponto central.

Os ensaios dos SABs com as melhores condi¢des de concentracdo de proteinas
foram validados, realizando-se ensaios em triplicata, os quais também foram avaliados

de acordo com os parametros de purificagao.
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6.2.4 Caracterizacao das fracOes proteicas — Eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

As fragbes proteicas foram avaliadas por eletroforese utilizando gel de
poliacrilamida, dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) 15% e padrdo de massa molar 5-100
kDa (PageRuler, 4-20% Tris-glycine SDS-PAGE) de acordo com a metodologia de
Laemmli (1970). As fragcGes das fases topo foram diluidas 7,5 vezes e das fases fundo
nao necessitaram de diluicdo. As amostras foram submetidas a uma corrente constante
de 300 mA e tensédo de 250 V por aproximadamente 60 min. As bandas de proteinas

presentes foram visualizadas utilizando solugéo corante azul brilhante (Blue R-250).

6.2.5 Andlise estatistica

Os resultados foram tratados com o software Statistica 5.0 (Statsoft Inc., EUA)
pela metodologia de planejamento de experimentos. Os modelos foram validados através
da andlise de variancia (ANOVA), calculou-se os valores preditos e o desvio relativo (DR).
Os resultados, também, foram tratados pela ANOVA e a comparacao entre as medias foi

determinada pelo teste de Tukey com 95% de nivel de confianca.

6.3 Resultados e Discussao

6.3.1 Maximizacdo da recuperacdo de proteinas de S. platensis aplicando SAB
PEG/Sal

As Tabelas 6.3 e 6.4 apresentam as matrizes dos PFs 22 (valores reais e
codificados) das varidveis estudadas para os SABs compostos por PEG e fosfato de
potassio e PEG e citrato de sddio, assim como as respostas obtidas para os parametros
de purificacdo, respectivamente. Em todos os sistemas, a maior concentracdo de
proteinas ocorreu nas fases topo (Kp > 1,0), indicando maior solubilidade deste

componente em solugdo composta por PEG. Desta forma, somente os resultados da fase
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topo sao apresentados e discutidos, e os resultados das fases fundo encontram-se no
Tabelas 8.7 e 8.8 (Apéndice 2).

A aplicacdo do SAB composto por PEG e sal foi utilizado como estratégia para
recuperar e concentrar as proteinas de S. platensis, previamente extraidas com ondas
ultrassodnicas e agitacdo mecanica. A particdo de proteinas utilizando SAB pode ser
influenciada por diversos fatores, tais como: massa molar do polimero, tipo do sal,
concentracdo do sal e do polimero, pH do sistema, tamanho da proteina, entre outros
(LEONG et al., 2015). O pH € uma variavel importante do processo, considerando-se a
solubilidade das proteinas (FRANCO et al., 2005), portanto este parametro foi fixado em
9,0 sendo um ponto de alta solubilidade das proteinas de S. platensis (MENEGOTTO et
al., 2019; BENELHADJ et al., 2016). Entre os polimeros, o PEG vem sendo muito utilizado
em SAB devido sua caracteristica inerte e de carga neutra (PEREIRA et al., 2012).

Os maiores FP ocorreram nos ensaios 4 (Tabelas 6.3 e 6.4), exceto para os SABs
compostos por fosfato de potassio e PEG 4000 e 6000 Da; indicando que maiores
guantidades salinas favorecem a concentragcdo proteica. Os melhores resultados
ocorreram ao utilizar PEG 1500 Da, atingindo 1,52 e 1,38 de FP (Tabela 6.3 e 6.4,
ensaios 4) e 75,05 e 74,96% (Tabelas 6.3 e 6.4, ensaio 1) de RE com fosfato de potassio
e com citrato de sédio, respectivamente. Em geral, o fracionamento das proteinas pode
ser favorecido com PEG de menor peso molecular, pois em pesos moleculares mais altos
(> 1500 Da), o volume livre da solugcdo é reduzido, dificultando a solubilidade das
proteinas-alvo na fase rica em polimero e devido ao mecanismo de exclusao molecular,
e desta forma, as proteinas migram a fase salina (GOJA et al., 2013; FRANCO et al.,
2005). A Tabela 6.5 apresenta os coeficientes de regressao para os fatores de purificacdo

das fases topo.
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Tabela 6.3 - Matrizes dos PFs 22 (valores reais e codificados) para concentragdo de
proteinas de S. platensis com SABs compostos por PEG (1500, 4000, 6000 e 8000) e

fosfato de potassio com as respostas de FP e RE (%) para as fases topo e, Rv e Kp dos

sistemas.

SAB PEG 1500/fosfato de potassio

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Ensaio Fosfato de PEG 1500 Rv Kp
potassio (%) (%) FP RE (%)
1 -1 (14) -1 (15) 1,11+ 0,02 75,05+1,30 | 6,20 2,01
2 +1 (20) -1 (15) 1,47 £ 0,00 48,02+ 0,01 | 0,79 2,40
3 -1 (14) +1 (25) 1,14 £ 0,00 68,99 + 0,26 | 3,48 1,93
4 +1 (20) +1 (25) 1,52 + 0,03 56,35+ 1,06 | 0,89 3,41
5 0(17) 0 (20) 1,35+0,01 62,59+0,59 | 1,57 2,05
6 0(17) 0 (20) 1,33+0,05 62,94 +2,57 | 1,56 2,19
7 0(17) 0 (20) 1,31+0,00 62,88+ 0,04 | 1,69 1,89
SAB PEG 4000/fosfato de potassio
Variaveis independentes Variaveis dependentes
Ensaio Fosfato de PEG 4000 Rv Kp
potassio (%) (%) FP RE (%)
1 -1 (11) -1 (15) 1,10 + 0,02 67,04 +1,22 | 3,50 1,48
2 +1(17) -1 (15) 1,25+ 0,05 35,90+1,41 | 0,66 1,75
3 -1(11) +1 (25) 1,03+0,01 60,18 + 0,57 | 2,73 1,17
4 +1(17) +1 (25) 1,14 £ 0,01 37,80+0,31 | 0,77 1,54
5 0 (14) 0 (20) 1,15+ 0,01 43,04 £ 1,37 | 0,95 1,52
6 0 (14) 0 (20) 1,11+ 0,02 42,40+£0,83 | 0,95 1,38
7 0 (14) 0 (20) 1,16 £ 0,01 42,93+0,25 | 0,94 1,50
SAB PEG 6000/fosfato de potéssio
Varidveis independentes Variaveis dependentes
Ensaio Fosfato de PEG 6000 Rv Kp
potassio (%) (%) FP RE (%)
1 -1(9,0) -1 (13) 1,05+ 0,02 72,37 +£1,30 | 6,12 1,65
2 +1 (15) -1 (13) 1,07 £ 0,04 30,24+1,21 | 0,62 1,37
3 -1(9,0) +1 (23) 1,00 £ 0,03 69,74 +2,25 | 6,67 1,52
4 +1 (15) +1(23) 1,37+0,11 46,55+ 3,59 | 0,78 1,87
5 0(12) 0 (18) 1,16 £ 0,01 50,39+0,48 | 1,28 1,38
6 0(12) 0 (18) 1,12 £ 0,03 50,88+ 1,45 | 1,33 1,32
7 0(12) 0 (18) 1,14 £ 0,03 50,62+ 1,55 | 1,32 1,34
SAB PEG 8000/fosfato de potéssio
Variaveis independentes Variaveis dependentes
Ensaio Fosfato de PEG 8000 Rv Kp
potassio (%) (%) FP RE (%)
1 -1 (10) -1 (18) 0,83 + 0,00 53,20+ 0,05 | 4,20 1,38
2 +1 (14) -1 (18) 1,18 £ 0,01 44,51 + 0,57 | 0,97 1,99
3 -1 (10) +1 (26) 0,83 + 0,00 55,89+ 0,08 | 3,44 1,39
4 +1 (14) +1 (26) 1,04 £ 0,01 38,48+ 0,54 | 0,94 1,76
5 0(12) 0(22) 0,83+0,01 35,96 £ 0,29 | 1,25 1,24
6 0(12) 0(22) 0,83 £ 0,00 35,93+0,07 | 1,25 1,22
7 0(12) 0(22) 0,84 £ 0,03 36,20+ 1,46 | 1,22 1,30
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Tabela 6.4 - Matrizes dos PFs 22 (valores reais e codificados) para concentragdo de
proteinas de S. platensis com SABs compostos por PEG (1500, 4000, 6000 e 8000) e

citrato de sédio com as respostas de FP, RE (%) para as fases topo e, Rv e Kp dos

sistemas.

SAB PEG 1500/citrato de sé6dio

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Ensaio Citrato de PEG 1500 Rv Kp
sédio (%) (%) FP RE (%)
1 -1 (16) -1 (18) 0,98 £ 0,01 74,96 £ 0,69 | 35,00 1,25
2 +1 (20) -1 (18) 1,13+ 0,00 61,18 + 0,17 2,27 1,58
3 -1 (16) +1 (28) 1,20+ 0,01 70,69 + 0,53 3,00 2,77
4 +1 (20) +1(28) 1,38 £ 0,02 63,55 + 0,94 1,43 2,48
5 0 (18) 0(23) 1,21 +0,00 66,93 £ 0,24 2,40 2,11
6 0 (18) 0(23) 1,21 +0,00 67,38 £ 0,04 2,46 1,94
7 0 (18) 0(23) 1,18 + 0,03 64,16 + 1,84 2,46 1,82
SAB PEG 4000/citrato de sddio
Variaveis independentes Variaveis dependentes
Ensaio Citrato de PEG 4000 Rv Kp
sodio (%) (%) FP RE (%)
1 -1 (10) -1 (18) 0,92 + 0,00 67,49 +£0,09 | 14,00 1,31
2 +1 (16) -1 (18) 1,21+0,01 47,32+ 0,54 1,00 1,51
3 -1 (10) +1 (28) 0,97 + 0,00 66,45 + 0,08 6,83 1,78
4 +1 (16) +1 (28) 1,22+ 0,01 63,50 + 0,39 2,00 3,39
5 0(13) 0(23) 1,02+ 0,01 66,35 + 0,54 5,00 2,15
6 0(13) 0(23) 1,06 + 0,01 68,14 + 0,35 4,63 2,27
7 0(13) 0(23) 1,03 + 0,02 66,31+ 1,11 4,63 2,36
SAB PEG 6000/citrato de sodio
Variaveis independentes Variaveis dependentes
Ensaio Citrato de PEG 6000 Rv Kp
sodio (%) (%) FP RE (%)
1 -1 (10) -1 (18) 1,06 + 0,01 74,03 £ 0,42 8,00 1,82
2 +1 (14) -1 (18) 1,19+ 0,01 72,34+ 0,81 3,11 1,63
3 -1 (10) +1 (28) 1,10+ 0,00 70,57 £ 0,20 4,00 1,79
4 +1 (14) +1 (28) 1,32 +0,05 73,22+2,61 2,42 2,33
5 0(12) 0(23) 1,00 +£ 0,02 67,23+ 1,02 5,17 1,39
6 0(12) 0(23) 1,02+0,01 67,62 +0,73 4,78 1,46
7 0(12) 0(23) 0,96 + 0,02 67,08 £ 1,34 5,71 1,28
SAB PEG 8000/citrato de sodio
Variaveis independentes Variaveis dependentes
Ensaio Citrato de PEG 8000 Rv Kp
sadio (%) (%) FP RE (%)
1 -1 (10) -1(22) 1,17 + 0,01 7488+0,59 | 4,20 2,71
2 +1 (14) -1 (22) 1,20+ 0,01 45,26 + 0,55 0,97 1,85
3 -1 (10) +1 (28) 1,09 £ 0,01 73,33+0,98 3,44 2,28
4 +1 (14) +1 (28) 1,20 £ 0,02 44,69 + 0,82 0,94 2,28
5 0(12) 0 (25) 1,10+ 0,01 48,03 £ 0,63 1,25 1,98
6 0(12) 0 (25) 1,05+ 0,01 45,61 £ 0,50 1,25 1,82
7 0(12) 0 (25) 1,06 + 0,00 45,45 + 0,05 1,22 1,73
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Ao mudar o nivel de -1 a +1, as variaveis fosfato de potassio (%) e citrato de sodio
(%) exerceram efeitos positivos para o FP, significativo (p < 0,10) na maioria dos PFs,
exceto para os SABs compostos por citrato de sodio e PEG 6000 e 8000 Da. Os
resultados indicam que os maiores resultados de FP ocorrem em maiores concentragdes
de sal, principalmente, devido ao salting-out das proteinas, que ao reduzir a solubilidade
deste componente na fase salina, favorece a migracdo para fase topo (NG et al., 2018;
SOUZA et al., 2015). No entanto, o efeito negativo para a resposta RE (%) é decorrente
da redugcdo de volume da fase topo, muitas vezes, consequéncia do aumento da
concentracdo salina (XIN-YING et al., 2012), onde o sal se liga com as moléculas de agua
devido a solvatacdo dos ions (FRANCO et al., 2005), aumentando o volume da fase

fundo.

Tabela 6.5 — Efeitos das variaveis do PF 22 para as fases topo dos SABs compostos por
PEG de diferentes pesos molares e solucdes salinas.

SAB PEG/Fosfato de potassio
1500 Da 4000 Da 6000 Da 8000 Da

SAL 0,37* 0,13* 0,20* 0,28*
FP PEG 0,04 -0,09* 0,23* -0,07
PEGXSAL 0,01 -0,02 0,17* -0,06
SAL -19,83* -26,76* -32,65* -13,05
RE (%) PEG 1,13 -2,48 6,84 -1,67
PEGXSAL 7,20* 4,38 9,47* -4,36
SAB PEG/ citrato de sédio
1500 Da 4000 Da 6000 Da 8000 Da
SAL 0,16* 0,27* 0,17 0,07
FP PEG 0,23* 0,03 0,08 -0,03
PEGxSAL 0,01 -0,02 0,04 0,04
SAL -10,46* -11,56 0,48 -29,13*
RE (%) PEG -0,95 7,57 -1,29 -1,06
PEGXSAL 3,32* 8,61 2,17 0,49

*Significativo (p < 0,10).

Em geral, o aumento da concentragdo do PEG favorece a particdo das proteinas,
aumentando o Kp do sistema (PEREIRA et al., 2012). Contudo, valores intermediarios de

PEG sao mais aplicaveis, garantindo uma adequada separacao e recuperacao (GOJA et
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al., 2013). Em altas concentracdes do polimero, ocorre 0 aumento da viscosidade do
sistema, dificultando a homogeneizacéo e, consequentemente, a separacdo das fases
(PEREIRA et al., 2012). Comportamento semelhante foi observado por Antelo, Costa e
Kalil (2015) que ao purificar ficocianina de S. platensis em SAB composto por PEG 1500,
4000, 6000 e 8000 Da e fosfato de potassio, observaram efeitos positivos para FP em
todas as massas molares avaliadas e para RE (%), os resultados positivos ocorreram
somente para 1500 e 6000 Da.

A fim de maximizar a concentracdo das proteinas de S. platensis utilizando SAB
composto por PEG e sal foram incluidos ensaios de pontos axiais nos PFs referente a
aplicacao de PEG 1500 Da com fosfato de potassio e com citrato de sédio (Tabelas 6.6
e 6.7). O FP para o SAB composto por fosfato de potassio e PEG 1500 Da variou entre
1,08 a 1,88% na fase topo (Tabela 6.6, ensaios 5 e 6), e a maior RE foi 75,05% (Tabela
6.6, ensaio 1). Para o SAB composto por citrato de sédio e PEG 1500 Da, o FP na fase
topo permaneceu entre 0,98 e 1,56% (Tabela 6.7, ensaios 1 e 6) e maxima recuperacao
foi 74,96% (Tabela 6.7, ensaio 1). Os resultados para as fases fundo estao apresentadas
nas Tabelas 8.9 e 8.10 (Apéndice).

Os coeficientes de regresséo resultantes dos DCCRs 22 (Tabelas 8.11 e 8.12,
Apéndice) confirmaram os resultados obtidos pelos PFs 22, nos quais as variaveis
referentes as concentracdes salinas foram significativas (p < 0,10), dentro da faixa
estudada, para todas as respostas, sendo positiva para FP e negativa para RE; a variavel
PEG (%) apresentou o mesmo efeito para ambas respostas, contudo revelou carater

significante somente para FP do SAB composto por citrato de sodio.
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Tabela 6.6 - Matriz do DCCR 22 (valores reais e codificados) para concentracéo de proteinas de S. platensis com SAB composto por fosfato de potassio

e PEG 1500 Da com as respostas de FP e RE (%) para fase topo e, Rv e Kp do sistema.

Variaveis independentes Variaveis dependentes
Ensaio Fosfato de PEG 1500 FP RE (%) Rv Kp
potassio (%) (%) Experimental  Previsto DR Experimental  Previsto DR
1 -1 (14) -1 (15) 1,11 £ 0,02 1,10 1,23 75,05+ 1,31 68,35 8,93 6,20 2,01
2 +1 (20) -1 (15) 1,47 + 0,00 1,58 -7,29 48,02 £ 0,01 55,55 -15,68 0,79 2,40
3 -1 (14) +1 (25) 1,14 + 0,00 1,10 3,63 68,99 £ 0,26 68,35 0,92 3,48 1,93
4 +1 (20) +1 (25) 1,52+0,03 1,58 -3,61 56,35+ 1,06 55,55 1,43 0,89 3,41
5 -1,41 (12,77) 0 (20) 1,08 £ 0,01 1,00 7,07 70,29 £ 0,36 70,974 -0,97 5,00 1,98
6 +1,41 (21,23) 0 (20) 1,88 + 0,06 1,68 11,67 62,22 + 1,89 52,926 14,94 0,73 2,92
7 0(17) -1,41 (13,95) 1,17 £ 0,02 1,34 -14,27 57,61 + 0,87 61,95 -7,53 1,69 1,40
8 0(17) +1,41 (27,05) 1,38+ 0,01 1,34 2,81 54,52 + 0,42 61,95 -13,64 1,02 1,91
9 0(@7) 0 (20) 1,35+ 0,01 1,34 0,40 62,59 + 0,59 61,95 1,02 1,57 2,05
10 0(@7) 0 (20) 1,33+ 0,05 1,34 -0,89 62,94 + 2,57 61,95 1,58 1,56 2,19
11 0(@7) 0 (20) 1,31+ 0,00 1,34 -1,91 62,88 + 0,04 61,95 1,48 1,69 1,89

Tabela 6.7 - Matriz do DCCR 2?2 (valores reais e codificados) para concentracdo de proteinas de S. platensis com SAB composto por citrato de sodio e

PEG 1500 Da com as respostas de FP e RE (%) para fase topo e, Rv e Kp do sistema.

Variaveis independentes Variaveis dependentes
Ensaio Citrato de PEG 1500 FP RE (%) Rv Kp
sédio (%) (%) Experimental  Previsto DR Experimental  Previsto DR
1 -1 (16) -1 (18) 0,99 + 0,01 0,99 -0,49 74,96 + 0,69 72,84 2,82 3,50 1,25
2 +1 (20) -1 (18) 1,13+ 0,00 1,23 -9,27 61,18 + 0,17 60,56 1,01 2,27 1,58
3 -1 (16) +1 (28) 1,20 £ 0,01 1,19 1,19 70,69 + 0,53 69,52 1,66 3,00 2,77
4 +1 (20) +1 (28) 1,38 £ 0,02 1,43 -3,71 63,55 + 0,94 63,88 -0,53 1,43 2,48
5 -1,41 (15,18) 0(23) 1,08 £ 0,00 1,04 3,28 70,18 £ 0,31 73,02 -4,04 5,00 2,22
6 +1,41 (20,82) 0(23) 1,56 + 0,07 1,38 11,62 59,71+ 2,82 60,38 -1,13 0,96 2,28
7 0 (18) -1,41 (15,95) 1,08 + 0,00 1,07 0,89 66,12 + 0,07 66,70 -0,87 3,62 1,64
8 0 (18) +1,41 (30,05) 1,29 + 0,05 1,35 -4,67 67,34 + 2,58 66,70 0,95 2,00 3,09
9 0 (18) 0 (23) 1,21 + 0,00 1,21 0,18 66,93 + 0,24 66,70 0,35 2,40 2,01
10 0 (18) 0 (23) 1,21 + 0,00 1,21 0,06 67,38 + 0,04 66,70 1,01 2,46 1,94
11 0 (18) 0 (23) 1,18 + 0,03 1,21 -2,48 65,71+ 1,84 66,70 -1,51 2,46 1,87
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Considerando os parametros significativos para as respostas de FP e RE (%) foi
possivel obter equacdes que representam seus modelos quadraticos em funcédo das
varidveis independentes estudadas. As Equacdes 6.5, 6.6 sdo decorrentes do SAB
composto por fosfato de potassio e PEG 1500 e as Equacdes 6.7 e 6.8 do SAB com

citrato de saodio.

FP'=1,34+0,24.X; (6.5)
RE" (%)=61,95-6,40.X| (6.6)
FP°=1,21+0,12.X5+0,10.X} (6.7)
RE®(%)=66,70-4,48.X5+1,66.X5 X5 (6.8)

Onde FP' é fator de purificacdo e RE" a recuperacdo do SAB com fosfato de potassio e
PEG; FP° e RE® séo o fator de purificacdo e a recuperacdo do SAB com citrato de sddio

e PEG; Xf1 é a concentracdo de fosfato de potassio (%) e X é a concentraco de citrato
de sodio (%); e X5 é a concentracdo de PEG 1500 (%) para o sistema composto por

citrato de saodio.

Os parametros nao utilizados foram incorporados aos residuos para o calculo da
ANOVA (Tabelas 8.15 e 8.16, Apéndice). Como 0S Fcalculados para as regressdes foram
significativos (p < 0,10); apresentando-se aproximadamente 130 vezes maior que 0
Ftabelado, para FP e 3 vezes maior para RE do SAB fosfato de potassio/PEG 1500, 5 vezes
maior que 0 Ftabelado para FP do SAB citrato de s6dio/PEG 1500 e 13 vezes maior para R
do mesmo sistema. Os coeficientes de correlacéo obtidos pelos modelos foram 0,90 para
FP e 0,74 para RE do SAB composto por fosfato de potassio e, 0,89 e 0,95 para FP e RE
do SAB citrato de s6dio/PEG 1500. Desta forma, os modelos se ajustaram aos dados
experimentais, sendo possivel construir as curvas de contorno (Figura 6.1). Além disso,
os desvios relativos — DR (Tabelas 6.6 e 6.7) foram inferiores & 16%, comprovando o

ajuste adequado do modelo aos dados experimentais.
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Figura 6.1 - Curvas de contorno para FP (a) e RE (%) (b) da fase topo do SAB PEG
1500/fosfato de potassio e para FP (c) e RE (%) (d) da fase topo do SAB PEG
1500/citrato de sodio.
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De acordo com as Figura 6.1 observa-se que a combinacgéo entre 20 a 21,2% de

fosfato de potassio e em qualquer concentracdo de PEG 1500 Da, dentro da faixa

estudada (13 a 27%), resultou em maiores FP (> 1,6). Para o0 mesmo sistema a
combinacdo entre 12,8 a 17% de fosfato de potassio e 13 a 26% de PEG 1500 Da
resultou em RE maior que 70%. No SAB composto por PEG 1500 Da e citrato de sédio
(Figura 6.2) obteve-se um FP maior que 1,5, combinando aproximadamente 20% de
citrato de sddio e com qualquer percentual de PEG nos niveis estudados (16 a 30%). Os
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maiores percentuais de RE (> 75%) foram encontrados ao utilizar de 15,2 a 17% do sal,
também, com qualquer concentracéo de PEG.

Para validacdo dos experimentos dos planejamentos DCCR foram realizados
ensaios, em triplicata, nas seguintes condi¢cfes: 14% de fosfato de potéassio e 15% de
PEG 1500 Da e 16% de citrato de sédio e 18% de PEG 1500 Da para os SABs compostos
por PEG 1500/fosfato de potassio e PEG1500/citrato de sddio (Tabelas 6.6 e 6.7, ensaio
1), respectivamente. A Tabela 6.8 apresenta os resultados de FP e RE encontrados nas
condic¢des definidas, os quais ndo diferiram ao nivel de confianca de 95%.

Tabela 6.8 - Validacdo dos parametros de recuperacdo de proteinas de S. platensis
estudados nos SABs aplicando PEG 1500 Da e fosfato de potassio e PEG 1500 Da e
citrato de sdédio.

SAB PEG 1500/fosfato de SAB PEG 1500/citrato de
Ensaios potassio sodio
FP RE (%) FP RE (%)

1 T | 1,112+0,01 75,052+0,22 | 0,992+ 0,07 74,962+ 0,69
F | 0,64°+0,01 28,78°+0,14 | 0,73+ 0,02 28,71°+0,81

2 T | 1,102+0,01 74,722+0,10 | 1,002+ 0,08 76,012+ 0,98
F | 0,66°+0,01 30,00°+0,61| 0,69°+0,03 27,46°+1,26

3 T | 1,092+0,06 75,80®+1,05| 1,062+0,02 76,712+0,64
F | 0,65°+0,01 29,49°+0,22 | 0,70°+ 0,00 28,09°+ 0,09

* Médias seguidas de letras iguais nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p = 0,05) £ erro padrdo; T: Topo; F: Fundo.

Os resultados de FP do SAB composto por fosfato de potassio foi
significativamente maior (p<0,05), contudo os RE entre os dois SAB avaliados, nao
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre eles. Desta forma, pode-se sugerir
que o SAB composto por citrato de soédio apresentou melhor desempenho, pois além da
sua performance, o citrato de sodio é considerado biodegradavel e atoxico (SILVA et al.,
2009), podendo ser descartado sem nenhum tratamento ao meio ambiente, e apresenta
alta seletividade, biocompatibilidade e facilidade para aumento de escala (GOJA et al.,
2013).

Para tornar o processo ainda mais eficiente, a recuperacdo do polimero é de

grande importancia industrialmente. Para isso, primeiramente, deve ser realizado o
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rompimento da interacdo entre o polimero e a molécula purificada, para isso geralmente
utilizam-se moléculas que competem com o polimero para ligar-se com a proteina-alvo.
Em seguida a recuperacdo do polimero pode ser realizada por extracdo por solventes,
transferéncia da massa polimérica para um novo sistema ou ultrafiltracédo; sendo a ultima
técnica ndo muito aplicada devido aos custos de diluicdo e reconcentracdo (FRANCO et
al., 2005). Desta forma, sera possivel obter a proteina isolada dos constituintes do SAB
e altamente purificada.

Patil et al. (2008) também estudaram diferentes sais para purificacdo de
ficocianina de S. platensis aplicando SAB composto por PEG. Da mesma forma os
autores verificaram que o sistema composto pelo sal fosfato de potassio promoveu maior
pureza e recuperacao do pigmento, possuindo uma biocompatibilidade favoravel com o
sistema. Rajakumar e Muthukumar (2018) estudaram a recuperacao de proteinas de S.
platensis avaliando diferentes SABSs; 0s autores avaliaram sistemas compostos por PEG
de distintas massas molares (2000, 4000 e 6000 Da) e pH (6,0, 7,0 e 8,0), ressaltando
que ao aumentar o pH (8,0) o percentual de recuperacao de proteinas aumentava, devido
a maior solubilidade do componente na fase topo. Os mesmos autores verificaram que
ao utilizar PEG 6000 Da houve uma recuperacao de aproximadamente 84%. Rajakumar
e Muthukumar (2018) verificaram que ao utilizarem NaCl na composicdo do SAB, este
favoreceu a particdo das proteinas, quando ndo aplicaram NaCl, a recuperacgao proteica
foi menor (~ 37%).

A Figura 6.3 apresenta perfil de eletroforese das fases topo e fundo dos SABs
maximizados. As bandas evidentes foram encontradas nas faixas de 5 e 10-15 kDa. No
entanto, nas fracfes das fases fundo ndo foram identificadas bandas evidentes, devido
ao baixo contetdo proteico. Benelhadj et al. (2016) avaliaram o perfil de eletroforese de
um concentrado proteico de S. platensis e encontraram bandas evidentes entre 10-
20 kDa, resultado semelhando ao do presente estudo; os autores destacam que as
bandas encontradas sao decorrentes das ficobiliproteinas.

Chethana, Chetan e Madhusudhan (2015) destacam que bandas entre 15-20 kDa
sao decorrentes do pigmento ficocianina e a presenca de uma banda préxima a 100 kDa,
que é caracteristica da proteina clorofila (47 kDa) e da proteina de ligacdo da membrana
nuclear (95 kDa) (RAJAKUMAR; MUTHUKUMAR, 2018; SUDHIR et al., 2005).
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Figura 6.2 - Gel de eletroforese das amostras obtidas pela maximizacédo dos SABs compostos

por fosfato de potassio e PEG 1500 e citrato de sodio e PEG 1500.
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6.4 Conclusao

Os maiores resultados de FP e RE ocorreram nas fases topos dos SABs,
demonstrando a maior afinidade da biomolécula com o PEG. Além disso, estudou-se o
desempenho de PEG com diferentes massas molares, alcancando fatores de purificacao
entre 0,83 a 1,52 e 0,92 a 1,38 para as fases topo dos SAB compostos por fosfato de
potassio e citrato de sodio, respectivamente. Ao utilizar uma sequéncia de planejamentos
experimentais foi possivel definir as condicdes maximizadas de recuperacao de proteinas
de S. platensis por SAB, as quais foram: 14% de fosfato de potassio e 15% de PEG 1500
e 16% de citrato de sodio e 18% de PEG 1500, ambos em pH 9,0. O SAB composto por
PEG e citrato de sodio foi considerado com melhor desempenho para a recuperacédo de
proteinas de S. platensis, o qual alcancou 1,02 de FP e 75% de RE. A eletroforese indicou
a presenca de bandas (5 e 15 kDa), referente as ficobiliproteinas.

Neste trabalho foi possivel verificar a potencialidade do uso de SAB para a
recuperacdo de proteinas de S. platensis. Devido a alta demanda por métodos de

purificacdo e recuperagdo de biomoléculas, SAB compostos por polimeros e sais sédo
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considerados promissores para aplicacao industrial, além de serem eficazes, simples e

economicamente viaveis.
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7 CONCLUSOES GERAIS E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

7.1 Conclusdes

A seguir serdo apresentadas as principais conclusdes deste trabalho:

Empregando diferentes tipos de membranas e condicdes de operagdo, a
membrana tipo fibra oca (corte de 50 kDa), nas condi¢des de 1,5 bar e 30°C, e associada
a DF foi efetiva na concentracéo e recuperacédo de proteinas (88%, bs) e ficocianina (142
mg.L?) de S. platensis, além de apresentar maior percentual de atividade antioxidante
(90%). Além disso, as estruturas secundarias presentes, a-hélice e B-folha, estédo
relacionadas com o potencial emulsificante e de estabilidade térmica. Em geral, o PSM
foi 0 que apresentou os melhores resultados, possibilitando a obtencéo de duas fracbes
proteicas de S. platensis com performances diferentes, mas ambas com potencial de
aplicacé@o na industria alimenticia, como quimica e farmacéutica.

O SAB composto por citrato de sédio e fosfato de potassio revelaram potencial
para purificacdo de proteinas de S. platensis, sendo que o primeiro além de apresentar
0s maiores resultados de pureza e recuperacdo, também é de menor custo,
biodegradavel e ndo toxico. O SAB compostos por citrato de sddio e etanol apresentou
1,3 de fator de purificacdo e 78% de recuperacdo e o SAB composto por PEG 1500 e
citrato de sodio, 1,02 de pureza e 75% de recuperagéo.

A associacdo do SAB composto por citrato de sodio e etanol com o PSM,
possibilitou um aumento do fator de purificacdo (1,5) e da recuperacdo (87%) de
proteinas. Este sistema foi vantajoso por possibilitar o aumento do conteudo proteico e
manter a atividade antioxidante das proteinas de S. platensis.

Ao avaliar as propriedades emulsificantes das amostras de proteinas obtidas neste
trabalho, foi possivel verificar que o perfil de retrodisper¢cdo (RD) das emulsdes
elaboradas com o concentrado e permeado do processo UF/DF se ajustaram ao modelo
sigmoidal para obtencdo das constantes de desestabilizacdo (ks e kn) e revelaram as
emulsdes mais estaveis (> RD), tanto em pH 4,0 como 7,0 (Apéndice, Figura 8.14). As

emulsbes formadas com as fases topo e fundo do SAB e com o concentrado do SAB/PSM
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apresentaram cinética de desestabilizacdo de segunda ordem, ajustando-se no modelo
hiperbdlico, e entre as trés amostras, a topo foi a que apresentou melhor estabilidade (>
ks e kn). As distribuicbes do tamanho de particula das emulsdes recém preparadas
apresentaram dimensédo entre 0,04 e 200 um e comportamento bimodal, como duas
populacdes de diametro de gotas distintas: diametros menores e maiores.

Os métodos de concentracdo PSM e o SAB apresentaram importante potencial
para a obtencdo de proteinas de S. platensis, sendo que a finalidade da proteina a ser
purificada que deve determinar a escolha do método. Ambas as técnicas possibilitaram
a obtencdo de proteinas de S. platensis com caracteristicas que vao além da sua

performance nutricional, com propriedades antioxidante, emulsificante e estabilizante.

7.2 Sugestdes para trabalhos futuros

e Realizar a recuperacéo e reciclo do PEG, possibilitando a avaliacdo das fracdes
obtidas pelo SAB. Desta forma, sera possivel determinar suas propriedades, além

de comparéa-las com os demais resultados obtidos neste trabalho;

e Realizar o estudo das demais propriedades tecno-funcionais, tais como

capacidade de absorcéo de agua e 6leo, propriedades espumantes e gelificantes;

e Aplicar os concentrados e/ou extratos proteico de S. platensis em sistemas
alimentares, visando sua atuacdo pelas suas propriedades tecno-funcionais
(emulsificante, antioxidante, estabilizante e geleificante) e sua caracteristica

sensorial.
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8 APENDICES

Figura 8.1 - Processo de obtencao do perfil de RD em fungéo da altura da

célula.
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Figura 8.2 - Curva binodal para etanol e fosfato de potéssio.

304 .
\.
\.
25 - \.\.
\.\.
—~ ¥
R 20 L0
= N\,
Y
= 15 - .
i
\.
10- \.\.
\.
5 -
1 % 1 ) 1 L& 1 ] 1 1 >
5 10 15 20 25 30 35 40

Fosfato de potassio (%)

Fonte: Leong et al. (2018)

155



Capitulo 8

156

Figura 8.3 - Curva binodal para etanol e citrato de sodio.
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Figura 8.4 - Fluxograma da separacao das proteinas de S. platensis com SAB composto por
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Figura 8.5 - Curva binodal para PEG 1500 e fosfato de potassio pH 9,0.

Figura 8.6 - Curva binodal para PEG 4000 e fosfato de potassio pH 9,0.
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Figura 8.7 - Curva binodal para PEG 6000 e fosfato de potassio pH 9,0.
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Figura 8.9 - Curva binodal para PEG 1500 e citrato de sédio pH 9,0.
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Figura 8.11 - Curva binodal para PEG 6000 e citrato de sédio pH 9,0.
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Figura 8.13 - Fluxograma da separacao das proteinas de S. platensis com SAB
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Tabela 8.1 - Matriz do DCCR 22 (valores reais e codificados) para purificacéo de
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proteinas de S. platensis com SAB composto por fosfato de potassio e etanol com as

respostas FP e RE para fase fundo.

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Ensaios Fosfato de Etanol
potassio (%) (%) FP RE (%)

1 -1 (14) -1 (26) 0,39+ 0,03 1,68 +0,13
2 +1 (19) -1 (26) 0,41+ 0,04 8,82 +0,83
3 -1 (14) +1 (30) 0,38 £0,01 3,93+0,12
4 +1 (19) +1 (30) 0,44 + 0,00 9,67 £0,01
5 -1,41 (12,98) 0 (28) 0,54 £ 0,02 2,33 +0,08
6 +1,41 (20,02) 0 (28) 0,74 £ 0,06 17,47 + 1,48
7 0 (16,5) -1,41 (25,18) 0,44 £ 0,01 6,08 £ 0,14
8 0 (16,5) +1,41 (30,82) 0,44 + 0,00 8,06 + 0,04
9 0 (16,5) 0 (28) 0,42 £ 0,02 6,18 +0,29

10 0 (16,5) 0 (28) 0,42 £ 0,01 6,27 £ 0,12
11 0 (16,5) 0 (28) 0,43 £ 0,00 6,67 £ 0,00

Tabela 8.2 - Matriz do DCCR 22 (valores reais e codificados) para purificacéo de

proteinas de S. platensis com SAB composto por citrato de sodio e etanol com as

respostas FP e RE para fase fundo.

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Ensalos 1= ato de sodio (%)  Etanol (%) FP RE (%)
1 1(17.5) 1(29) 031%001 431%010
7 +1 (19,5) -1 (29) 0,58 + 0,01 17,21+0,18
3 -1 (17,5) +1 (31) 0,64 + 0,01 15,07 0,27
4 +1 (19,5) +1 (31) 0,67 0,03 19,11 + 0,89
5 11,41 (17,09) 0 (30) 0,69 = 0,01 12,63+ 0,14
6 +1,41 (19,91) 0 (30) 0,64 + 0,00 18,40 + 0,07
7 0 (18,5) 1,41 (2859) | 0,74+0,01 5,79 + 0,07
8 0 (18,5) +1,41 (31,41) | 0,62 + 0,00 15,74 + 0,05
9 0 (18,5) 0 (30) 0,62 0,00 16,61 + 0,04
10 0 (18,5) 0 (30) 0,64 + 0,01 16,74 + 0,26
11 0 (18,5) 0 (30) 0,61+ 0,01 15,85 + 0,15
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Tabela 8.3 - Coeficientes de regressdo do DCCR 22 para avaliacéo das respostas

obtidas pela fase topo do SAB composto por fosfato de potassio e etanol.

FP RE (%)
Fatores C.R. E.P. t(5) p-valor C.R. E.P. t(5) p-valor
Média 1,08* 0,03* 33,70* 0,0001* 72,91* 1,88* 38,82* 0,0001*
X1 (L) 0,13* 0,02* 6,59* 0,0012* 0,03 1,15 0,02 0,9815
x1(Q) | -0,01 0,02 -0,30 0,7759 0,20 1,37 0,15 0,8881
X2 (L) -0,01 0,02 -0,62 0,5596 -2,34* 1,15* -2,03* 0,0976*
x2(Q) 0,02 0,02 0,83 0,4461 1,35 1,37 0,98 0,3700
X1.X2 0,01 0,03 0,37 0,7262 2,72 1,63 1,67 0,1549

x1: Fosfato de potassio (%); x2: Alcool etilico (%); L: termos lineares; Q: termos quadraticos; C.R.: Coeficientes de Regressao;
E.P.: Erro Padréo; *p < 0,10.

Tabela 8.4 - Coeficientes de regressdo do DCCR 22 para avaliacédo das respostas obtidas

pela fase topo do SAB composto por citrato de sodio e etanol.

FP R (%)
Fatores CR. E.P. t(5) p-valor CR. E.P. t(5) p-valor
Média 0,95 0,06 15,31 0,0001* | 54,59* 2,72 20,05  0,0001*
x1 (L) 0,12 0,04 3,14 0,0258* 3,23 1,67 1,93 0,1109
x1 (Q) 0,01 0,05 0,24 0,8220 0,87 1,99 0,44 0,6807
X2 (L) -0,04 0,04 -1,13 0,3095 -7,03* 1,67+ -4,21* 0,0084*
X2 (Q) 0,03 0,05 0,76 0,4819 6,20 1,99* 3,16+ 0,0252*
X1.X2 -0,05 0,05 -0,93 0,3949 2,21 2,36 -0,94 0,3926

x1: Citrato de sodio (%); x2: Alcool etilico (%); L: termos lineares; Q: termos quadraticos; C.R.: Coeficientes de Regressao;
E.P.: Erro Padréo; *p < 0,10.

Tabela 8.5 - ANOVA para os modelos quadraticos para predicao das respostas fator de
purificacd@o e recuperacao para fase topo do SAB fosfato de potassio e etanol.

Fonte de FP fase topo
Variacdo SQ GL QM Fealculado Ftabelado R? (%) p - valor
Regresséo 0,14 1 0,13 59,91 3,36 86,94 0,0001
Residuos 0,2 9 0,02
Total 0,15 10
RE fase topo (%)
Regressao 43,78 1 43,78 4,15 3,36 31,54 0,0722
Residuos 95,03 9 10,56
Total 138,81 10

SQ: soma de quadrados; GL: graus de liberdade; QM: quadrados médios.
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Tabela 8.6. ANOVA para os modelos quadraticos para predicdo das respostas de fator
de purificacdo e recuperacéo para fase topo do SAB citrato de sodio e etanol.

Fonte de FP fase topo
Variagao SQ GL Q™M Fcalculado Fiabelado R? (%) p - valor
Regresséao 0,11 1 0,11 11,47 3,36 56,03 0,0080
Residuos 0,09 9 0,01
Total 0,20 10
RE fase topo (%)
Regressao 700,00 3 233,33 12,11 3,07 83,84 0,0037
Residuos 134,89 7 19,27
Total 834,89 10

SQ: soma de quadrados; GL

: graus de liberdade; QM: quadrados médios.
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Tabela 8.7 - Matriz do PF 22 (valores reais e codificados) para concentracdo de
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proteinas de S. platensis com SAB PEG/fosfato de potassio com as respostas de FP e

RE (%) para fase fundo.

SAB PEG 1500/fosfato de potassio

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Ensalo [ fato de potassio (%) PEG 1500 (%) Fp RE (%)

1 -1 (14) -1 (15) 0,55 + 0,00 6,01 + 0,03

2 +1 (20) -1 (15) 0,61+0,01 2536+0,34

3 -1 (14) +1 (25) 0,59+0,00 10,26 +0,02

4 +1 (20) +1 (25) 0,45+0,00 18,45+0,05

5 0(17) 0 (20) 0,66+0,01 19,43+0,16

6 0(17) 0 (20) 0,63+0,04 19,31+1,16

7 0(17) 0 (20) 0,64 +0,00 18,97 £0,07

SAB PEG 4000/fosfato de potassio

Ensaio Variaveis independentes Variaveis dependentes
Fosfato de potassio (%) PEG 4000 (%) FP RE (%)

1 -1 (11) -1 (15) 0,75+0,01 12,97 +0,15

2 +1 (17) -1 (15) 0,71+0,01 31,05+0,62

3 -1(11) +1 (25) 0,88+ 0,00 18,84 +0,05

4 +1 (17) +1 (25) 0,74+0,00 31,91+0,15

5 0(14) 0 (20) 0,76 £0,01 29,87 +£0,31

6 0(14) 0 (20) 0,80+0,01 32,51+0,35

7 0(14) 0 (20) 0,77+0,00 30,22+0,12

SAB PEG 6000/fosfato de potéssio

Ensaio Variaveis independentes Variaveis dependentes
Fosfato de potassio (%) PEG 6000 (%) FP RE (%)

1 -1(9,0) -1 (13) 0,64 + 0,00 7,19 £ 0,04

2 +1 (15) -1 (13) 0,78+0,03 3564+1,58

3 -1(9,0) +1 (23) 0,66 + 0,01 6,87 £ 0,10

4 +1 (15) +1 (23) 0,73+0,04 31,87 +1,56

5 0(12) 0 (18) 0,84+0,01  28,41+0,28

6 0(12) 0 (18) 0,85+0,02 28,82+0,55

7 0(12) 0 (18) 0,85+0,01 28,60+0,17

SAB PEG 8000/fosfato de potassio

Ensaio Variaveis independentes Variaveis dependentes
Fosfato de potassio (%) PEG 8000 (%) FP RE (%)

1 -1 (10) -1 (18) 0,61 + 0,00 9,21+ 0,03

2 +1 (14) -1 (18) 0,59+0,00 23,09+1,11

3 -1 (10) +1 (26) 0,60+ 0,00 11,65+0,08

4 +1 (14) +1 (26) 0,59+0,01 23,16+0,20

5 0(12) 0(22) 0,67+£0,00 23,28+0,11

6 0(12) 0(22) 0,68+0,01 23,62+0,29

7 0(12) 0(22) 0,65+0,00 22,83+0,17
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Tabela 8.8 - Matriz do PF 22 (valores reais e codificados) para concentracdo de
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proteinas de S. platensis com SAB PEG/citrato de sodio com as respostas de FP e RE

(%) para fase fundo.

SAB PEG 1500/citrato de sé6dio

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Ensalo |~ 2to de sédio (%) PEG 1500 (%) FP RE (%)
1 -1 (16) -1 (18) 0,79 + 0,00 1,71 +0,00
2 +1 (20) -1 (18) 0,71+£0,01 17,06 £ 0,19
3 -1 (16) +1 (28) 0,43 + 0,00 8,50 + 0,02
4 +1 (20) +1 (28) 0,56 £ 0,02 17,92 + 0,70
5 0 (18) 0 (23) 0,60 + 0,05 13,90 £ 1,23
6 0 (18) 0 (23) 0,62 + 0,00 14,10 £ 0,04
7 0 (18) 0(23) 0,63+ 0,01 14,31 £ 0,20
SAB PEG 4000/citrato de sddio
Ensaio Variaveis independentes Variaveis dependentes
Citrato de sodio (%) PEG 4000 (%) FP RE (%)
1 -1 (10) -1 (18) 0,71+ 0,00 3,69 + 0,02
2 +1 (16) -1 (18) 0,80 + 0,01 31,37 £ 0,40
3 -1 (10) +1 (28) 0,55 + 0,00 5,46 + 0,03
4 +1 (16) +1 (28) 0,36 + 0,01 9,37 £ 0,20
5 0 (13) 0(23) 0,47 + 0,00 6,19 + 0,01
6 0 (13) 0(23) 0,47 + 0,01 6,49 + 0,10
7 0 (13) 0(23) 0,44 + 0,00 6,07 + 0,00
SAB PEG 6000/citrato de sddio
Ensaio Variaveis independentes Variaveis dependentes
Citrato de sddio (%) PEG 6000 (%) FP RE (%)
1 -1 (10) -1 (22) 0,59+ 0,01 5,09 + 0,09
2 +1 (14) -1 (22) 0,73+ 0,00 14,28 + 0,06
3 -1 (10) +1 (28) 0,61+ 0,01 9,86 + 0,17
4 +1 (14) +1 (28) 0,56 + 0,05 13,02 £1,05
5 0(12) 0 (25) 0,72+ 0,00 9,36 + 0,03
6 0(12) 0 (25) 0,70+ 0,01 9,70+ 0,21
7 0(12) 0 (25) 0,72 £ 0,04 9,43 +0,48
SAB PEG 8000/citrato de sddio
Ensaio Variaveis independentes Variaveis dependentes
Citrato de sédio (%) PEG 8000 (%) FP RE (%)
1 -1 (10) -1 (22) 0,43 +0,01 6,57 + 0,18
2 +1 (14) -1 (22) 0,65+ 0,03 25,33+1,14
3 -1 (10) +1 (28) 0,48 + 0,00 9,36 +0,05
4 +1 (14) +1 (28) 0,53 + 0,00 20,74 £ 0,17
5 0(12) 0 (25) 0,56 + 0,00 19,37 £ 0,10
6 0(12) 0 (25) 0,58 + 0,00 20,10 £ 0,04
7 0(12) 0 (25) 0,61 + 0,00 21,46 £ 0,08
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proteinas de S. platensis com SAB PEG 1500/fosfato de potassio e as respostas de
FP e RE (%) para fase fundo.

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Ensaio Fosfato de PEG 1500
potassio (%) (%) FP RE (%)
1 -1 (14) -1 (15) 0,55 + 0,00 6,01 + 0,03
2 +1 (20) -1 (15) 0,61+0,01 25,36 + 0,34
3 -1 (14) +1 (25) 0,59 + 0,00 10,26 + 0,02
4 +1 (20) +1 (25) 0,45 + 0,00 18,45 + 0,05
5 -1,41 (12,77) 0 (20) 0,55 + 0,00 7,11+ 0,03
6 +1,41 (21,23) 0 (20) 0,64 + 0,00 29,14 + 0,22
7 0(17) -1,41 (13,95) | 0,84 +0,01 24,43 0,26
8 0(17) +1,41 (27,05) | 0,72+0,01 27,92 + 0,47
9 0(17) 0 (20) 0,66 + 0,01 19,43 +0,16
10 0(17) 0 (20) 0,63 + 0,04 19,31 +1,16
11 0(17) 0 (20) 0,64 + 0,00 18,97 + 0,07

Tabela 8.10 - Matriz do DCCR 22 (valores reais e codificados) para concentracéo de
proteinas de S. platensis com SAB PEG 1500/citrato de sodio e as respostas de FP e
RE (%) para fase fundo.

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Ensaio Citrato de sodio PEG 1500
(%) (%) FP RE (%)
1 -1 (16) -1 (18) 0,79 + 0,00 1,71+ 0,00
2 +1 (20) -1 (18) 0,71 +0,01 17,06 £ 0,19
3 -1 (16) +1 (28) 0,43 + 0,00 8,50 + 0,02
4 +1 (20) +1 (28) 0,56 + 0,02 17,92 £ 0,70
5 -1,41 (15,18) 0 (23) 0,48 + 0,00 6,32 + 0,07
6 +1,41 (20,82) 0 (23) 0,69 + 0,04 27,42 +1,51
7 0 (18) -1,41 (15,95) 0,66 + 0,01 11,19+0,14
8 0 (18) +1,41 (30,05) 0,42 + 0,01 10,89 £ 0,15
9 0 (18) 0(23) 0,60 + 0,05 13,90+ 1,23
10 0 (18) 0(23) 0,62 + 0,00 14,10 £ 0,04
11 0 (18) 0(23) 0,63+ 0,01 14,31+ 0,20
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Tabela 8.11 - Coeficientes de regressédo do DCCR 22 para avaliacdo das respostas obtidas

pela fase topo do SAB composto por fosfato de potassio e PEG 1500.

FP RE (%)
Fatores C.R. E.P. t(5) p-valor CR. E.P. t(5) p-valor
Média 1,33* 0,05* 26,38* 0,0001* 62,80* 2,67* 23,55* 0,0001*
X1 (L) 0,24* 0,03* 7,71* 0,0006* -6,40* 1,64* -3,91* 0,0113*
x1(Q) 0,06 0,04 1,70  0,1505 1,98 1,95 1,01 03575
X2 (L) 0,05 0,03 1,50 0,1930 -0,26 1,64 -0,16 0,8786
x2(Q) -0,04 0,04 121 0,2803 3,15 1,95 161 01675
X1.X2 0,01 0,04 0,14 0,8940 3,60 2,31 1,56 0,1798

x1: Fosfato de potassio (%); x2: PEG 1500 (%); L: termos lineares; Q: termos quadraticos; C.R.: Coeficientes de
Regresséo; E.P.: Erro Padrao; *p < 0,10.

Tabela 8.12 - Coeficientes de regressdo do DCCR 22 para avaliacdo das respostas obtidas

pela fase topo do SAB composto por citrato de sodio e PEG 1500.

FP RE (%)
Fatores C.R. E.P. t(5) p-valor C.R. E.P. t(5) p-valor
Média 1,20 0,05 25,33 0,0001* 66,67 0,96 69,33 0,0001*
X1 (L) 0,13 0,03 4,30 0,0077* -4,48 0,59 -7,59 0,0006*
X1 (Q) 0,04 0,03 1,12 0,3117 -0,42 0,70 -0,60 0,5723
Xz (L) 0,10 0,03 3,33 0,0209* -0,02 0,59 -0,04 0,9710
x2(Q) 0,03 0,03 081 04539 0,48 0,70 068  0,5296
X1.X2 0,01 0,04 0,21 0,8445 1,66 0,83 1,99 0,1031*

x1: Citrato de sédio (%); x2: PEG 1500 (%); L: termos lineares; Q: termos quadréticos; C.R.: Coeficientes de
Regresséo; E.P.: Erro Padréo; *p < 0,10.

Tabela 8.13 - ANOVA para os modelos quadraticos para predicdo das respostas de PP, FP

e RE para fase topo do SAB fosfato de potassio e PEG 1500.

Fonte de Variacao FP fase topo
SQ? GLP Qme Fcalculado Ftabelado R? (%) p - valor

Regresséao 0,45 1 0,45 40,13 3,36 81,68 0,0001
Residuos 0,10 9 0,01

Total 0,56 10

RE fase topo (%)

Regressao 326,59 1 326,59 11,05 3,36 55,12 0,0088
Residuos 265,96 9 29,55

Total 592,55 10

SQ: soma de quadrados;

GL: graus de liberdade; QM: quadrados médios.
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Tabela 8.14 - ANOVA para os modelos quadraticos para predicdo das respostas de PP, FP
e RE para fase topo do SAB citrato de sédio e PEG 1500.

FP fase topo

Fonte de Va”agao SQa GLb QMC Fcalculado Ftabelado R? (%) p - valor
Regresséo 0,20 2 0,10 15,30 3,11 79,28 0,0018
Residuos 0,05 8 0,01
Total 0,25 10
RE fase topo (%)
Regresséao 170,77 2 85,39 39,99 3,11 90,91 0,0001
Residuos 17,08 8 2,14
Total 187,86 10

SQ: soma de quadrados; GL: graus de liberdade; QM: quadrados médios.



