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RESUMO

A R-Ficoeritrina (R-FE) é um pigmento fotossintético (ficobiliproteina) presente em macroalgas
vermelhas, o qual tem sido aplicado como sonda fluorescente em citometria, microscopia,
imunoquimica e apresentado atividades bioldgicas importantes para a satide humana tais como
antioxidante, antitumoral e anti-inflamatoria. A R-FE também tem aplicagdo como corante
alimenticio e em produtos farmacoldgicos e cosméticos. Entretanto, o rendimento dos métodos
de extragdo, bem como o de purificagdo desse pigmento de macroalgas ainda ¢ baixo. Dessa
forma, o presente trabalho teve por objetivo otimizar o processo de purificagio da R-FE da
macroalga marinha vermelha Solieria filiformis, com o intuito de elevar o rendimento do
pigmento puro, e determinar a sua atividade antioxidante. Para tanto, foi realizada uma extragao
de 6 horas continuas em tampao fosfato de potassio (PB) 25 mM, pH 6,5, apds trituragdo em
moinho elétrico por trés minutos. Em seguida, o extrato bruto da S. filiformis foi submetido a
uma cromatografia de troca-ionica em matriz de DEAE-Sephacel. Apos isso, com a finalidade
de aumentar o indice de pureza do pigmento, foi realizada uma ultrafiltragdo em Vivaspin de
membrana de 100 kDa. O pigmento obtido apds o processo de ultrafiltracdo foi utilizado para a
realizacdo dos ensaios de atividade antioxidante, a partir de trés métodos. O pico cromatografico
alcancou rendimento de 0,11 £ 0,008 mg de R-FE/ g de alga timida e recuperagdo de 62,32 +
2,23%, valor até trés vezes maior que o atingido em trabalhos que utilizaram a mesma macroalga
para a obtencdo de R-FE. Apos a ultrafiltragdo, o material retido atingiu recuperacdo de 37,69 +
1,267 %, valor cerca de 12% menor que o relatado na literatura, todavia atingiu indice de pureza
superior de 2,36 + 0,146. A R-FE pura atingiu elevada capacidade antioxidante nos trés métodos
testados, atingindo, na concentracao de 500 pg/mL, capacidade quelante do ion ferroso de 94,75
+ 1,86%, sequestro do radical DPPH em 79,04 + 0,66% e do radical ABTS, 97,98 + 0,52%.
Diante dos resultados obtidos foi possivel concluir que o processo de purificacao foi otimizado,
alcancando rendimento, recuperagdo e indice de pureza superiores aos relatados na literatura,
gerando um esquema de purificagdo mais rapido e eficiente. Além disso, a atividade antioxidante

dessa ficoeritrina, se demonstrou elevada por trés métodos testados.

Palavras-chave: Corante natural vermelho; Pigmento fluorescente; Macroalga marinha

vermelha; Atividade antioxidante.



ABSTRACT

R-Phycoerythrin (R-PE) is a photosynthetic pigment (phycobiliprotein) present in red
macroalgae, which has been applied as a fluorescent probe in cytometry, microscopy,
immunochemistry and has been presented important biological activities for human health such
as antioxidant, antitumor and anti-inflammatory. R-PE also has application as a food colorant
and in pharmacological and cosmetic products. However, the yield of the extraction methods as
well as the purification of this macroalgal pigment is still low. Thus, the present work aimed to
optimize the R-PE purification process of the red marine macroalgae Solieria filiformis, in order
to increase the yield of the pure pigment, and to determine its antioxidant activity. For that, a
continuous 6-hour extraction was carried out in 25 mM potassium phosphate buffer (PB), pH
6.5, after grinding in an electric mill for three minutes. Then, the crude extract of S. filiformis
was subjected to ion exchange chromatography on a DEAE-Sephacel matrix. Thereafter, in order
to increase the purity index of the pigment, a 100 kDa membrane Vivaspin ultrafiltration was
performed. The pigment obtained after the ultrafiltration process was used to carry out the
antioxidant activity tests, using three methods. The chromatographic peak reached a yield of 0.11
+ 0.008 mg of R-PE / g of wet algae and recovery of 62.32 + 2.23%, value up to three times
higher than that reached in works that used the same macroalgae for obtaining R-PE. After the
ultrafiltration, the retained material achieved a recovery of 37.69 + 1.267%, a value about 12%
lower than that reported in the literature, but reached a higher purity index of 2.36 + 0.146. The
pure R-PE reached a high antioxidant capacity in the three tested methods, reaching a
concentration of 500 pg / mL, ferrous ion chelating capacity of 94.75 + 1.86%, sequestration of
the DPPH radical in 79.04 £ 0, 66% and the ABTS radical, 97.98 + 0.52%. In view of the obtained
results, it was possible to conclude that the purification process was optimized, achieving a yield,
recovery and purity index higher than those reported in the literature, generating a faster and
more efficient purification scheme. In addition, the antioxidant activity of this phycoerythrin was

shown to be elevated by three methods tested.

Keywords: Natural red dye; Fluorescent pigment; Red seaweed macroalgae; Antioxidant

activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Algas Marinhas: caracteristicas gerais, classificacao e importancia ecologica

O termo “alga” ¢ inteiramente desprovido de valor taxondmico, uma vez que designa
organismos muito distintos entre si, quanto a sua organizagdo, origem, composi¢cdo quimica e
morfologia, e que possuem representantes em dois dos trés dominios da vida, Eubacteria e
Eukarya, estando as mais de 10.000 espécies distribuidas nos reinos Bacteria, Plantae, Chromista
e Protozoa (GUIRY, 2012, 2014; LOURENCO, 2006; REVIERS, 2002; STENGEL; CONNAN;
POPPER, 2011).

Algas sao um grupo heterogéneo de seres vivos de complexa taxonomia (MAKKAR
et al., 2016), sendo, de modo geral, definidos como organismos fotossintéticos, unicelulares ou
pluricelulares, que possuem fungdes bioldgicas e ecoldgicas semelhantes as plantas, mas diferem
dessas na sua bioquimica e por ndo possuirem estruturas especializadas como raizes, folhas,
flores e tecidos sofisticados para transporte de 4gua, actcares e nutrientes (KAISER et al., 2011,
STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011).

Como um grupo, as algas sao organismos ubiquos, usualmente presentes em sistemas
aquaticos de agua doce ou salgada sendo que as diversas espécies, individualmente, ocupam
habitats especificos. As algas podem estar fixadas ao substrato, como as plantas, ou podem ser
moveis como animais, algumas espécies estdo simplesmente suspensas na dgua, € outras mais
estdo simbioticamente associadas a outros organismos, como aos fungos, formando os liquens.
Podem ser, ainda, encontradas em ambientes de extremas temperaturas, como as que vivem em
neve, desertos e fontes termais (ANDERSEN, 2013; EL GAMAL, 2010; EVERT; EICHHORN,
2013; GUIRY, 2014; LEE, 2008; LOURENCO, 2006a).

Segundo Baweja et al. (2016, p. 45, tradug@o nossa)

A distribui¢@o das algas depende de fatores fisicos (substrato, temperatura, qualidade e
quantidade de luz, atividade dindmica das marés, ventos e tempestades), quimicos
(salinidade, pH, nutrientes, gases e nivel de polui¢do) e bioldgicos (herbivoros,
micrdbios, epifitas, endofitos, simbiontes, parasitas e doencas).
As algas, em todos esses ecossistemas, demonstram grande importancia ecologica,
ndo somente pela producdo de oxigénio para os outros organismos aquaticos, mas também atuam
como produtores primarios na cadeia alimentar, produzindo matéria organica a partir de luz solar,

dioxido de carbono e dgua, e contribuindo grandemente para o balango global da fotossintese,

além de serem capazes de remover poluentes de efluentes agricolas e de esgoto (BOLD;
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WYNNE, 1985; GRAHAM; GRAHAM; WILCOX, 2009; LEE, 2008; LOURENCO, 2006a;
SAMARAKOON; JEON, 2012; TAYLOR; TAYLOR; KRINGS, 2009). Além do mais, “clas
proveem abrigo e area reprodutiva para peixes, invertebrados, aves e mamiferos.” (BAWEJA et
al., 2016, p. 45, tradugdo nossa).

A classificagdo das algas ¢ extremamente complexa e até mesmo confusa, dado
que esta em constante transformacgdo. (REVIERS, 2002). Portanto, faz-se uma divisao didatica
em microalgas e macroalgas, baseada na variedade de tamanho dos organismos, que podem
medir desde 0,2-2 um de didmetro, os fitoplanctons, até 30-80 m, os gigantes kelps, os quais dao
origem a grandes florestas de algas do tipo Laminaria (BARSANTI; GUALTIERI, 2014;
EVERT; EICHHORN, 2013; MAKKAR et al., 2016)

As macroalgas podem ser classificadas, ainda, de acordo com a sua pigmentacao,
componentes da parede celular e fun¢do ecoldgica, resumidamente apresentados na Tabela 1.
Nesse sentido, por ndo apresentarem origem comum, sdo atualmente distribuidas em dois reinos:
as macroalgas verdes e vermelhas pertencem ao reino Plantae, enquanto que as macroalgas
marrons pertencem ao Reino Chromista (LIN; QIN, 2014; MAKKAR et al., 2016). De acordo
com Makkar et al. (2016), as macroalgas podem ser classificadas, também, nos seguintes filos:

- Chlorophyta: possui coloragdo verde, principalmente, pela predominancia das
clorofilas a e b, apesar de também possuir caroteno e xantofila, com predominancia de [-
caroteno. Os principais géneros desse filo incluem Ulva, Codium, Enteromorpha, Chaetomorpha

e Cladophora.

- Ochrophyta com coloracdo marrom, principalmente pela presenca de
ficoxantina. Seus principais géneros incluem Ascophyllum, Laminaria, Saccharina, Macrocystis,

Nereocystis € Sargassum.

- Rhodophyta possui coloragao vermelha devido a predominancia do pigmento
ficoeritrina. Os principais géneros incluem Pyropia, Porphyra, Chondrus, Palmaria e

Gracilaria.
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Tabela 1 - Pigmentos, Componentes da Parede Celular e Func¢ao Ecoldgicas de Macroalgas
Marinhas Verdes, Marrons e Vermelhas

Piementos Principais
Grupo fo togsin téticos componentes da Funcio ecoldgica
parede celular
Produtores
rimarios; as algas
lul to ~ PrUMAMOs,
Chlorophyta Clorofila a, b, %z 1;;;2?(’) (;?Irlb;r;a: calcarias sao fontes
(Algas verdes) carotenoides calcrias importantes dF:
calcario nos recifes
de corais
Produtores
Ochrophyta Clorofila a, ¢ . prlmé.rlog; Sf% 08
antofi la; ’ Celulose, alginatos principais
(Algas marrons) componentes das
florestas de kelps
Clorofila Produtores
L , rimarios; as algas
Rhodophyta ficobilinas Agar, carragenana, (?oralinas s fo r%tes
(ficocianina, carbonato de calcio importantes de
(Algas vermelhas) ficoeritrina), em algas coralinas b .
carotenoides calcario nos recifes

de corais

Fonte: Modificado de Castro & Huber (2012).

1.2 Importancia econémica, aplicacoes das macroalgas marinhas e biorrefinaria

A diversidade de espécies de macroalgas e sua ampla composicdo bioquimica
significa que elas representam uma fonte potencial de compostos bioativos para aplicacdes na
industria agroalimentar, cosmética, farmacologica e no campo da alimentacdo e quimica
funcionais (HOLDT; KRAAN, 2011; IOANNOU; ROUSSIS, 2009; MAYER et al., 2008).

As macroalgas sdo fontes de matéria mineral (11-55% de peso seco, na forma de
cinzas), polissacarideos (15-76% de peso seco), proteinas (1-50% de peso seco), lipidios (0,3—
5% de peso seco), fito-hormdnios e pigmentos, bem como uma ampla variedade de metabolitos
secundarios (compostos fenolicos, terpendides e compostos halogenados, derivados de enxofre
e derivados de nitrogénio), dentre outros (BEDOUX et al., 2014; KADAM et al., 2015). Esses e
outros produtos, tendo a alga como biomassa, podem ser obtidos através de diversos métodos e

processos (Figura 1).
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Figura 1 — Produtos oriundos das macroalgas e seus métodos e

processos de obtencdo
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Fonte: Adaptado de Lobban e Harrison (1997), tradugdo nossa.

Diante disso, o cultivo de macroalgas marinhas tem crescido exponencialmente nas
ultimas décadas, atingindo 30,1 milhdes de toneladas em 2016, o que representa 11,67 bilhdes
de dolares, com significativa participagdo de paises asiaticos (11,63 bilhdes de dolares), para
atender a demanda alimenticia e industrial (FAO, 2018). Nos ultimos dez anos, o Brasil importou
o equivalente a 79,45 milhdes de ddlares (20,3 mil toneladas), atingindo, em 2017, 14,64 milhdes
de dolares (1,7 mil toneladas). Por outro lado, na mesma década, o pais exportou 2 mil toneladas
a um valor total de 2,4 milhdes de doélares , sendo verificado em 2015 o seu maior valor de
exportacdo, 413.631 dolares referente a 142.604 Kg de biomassa algicea (DANTAS, 2018).
Esses dados demonstraram que ha pelo menos 2 décadas o pais ¢ altamente dependente da
importacdo para suprir a sua demanda.

Cerca de 145 géneros de macroalgas marinhas tém sido utilizados para a alimentagao
humana de modo direto, sobretudo nos paises orientais, como China e Japao (FLEURENCE;
MORANCALIS; DUMAY, 2018). Nesse sentido, pode-se destacar as algas vermelhas do género
Porphyra, popularmente conhecido por “nori”’, no Japdo, que ndo apresentam alto valor
nutricional, contudo fornecem sais essenciais, bem como inimeras vitaminas, sendo amplamente

consumidas em sopas e sushis (EVERT; EICHHORN, 2013; HASAN; CHAKRABARTTI, 2009).
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As algas Wakame (Undaria pinnatifida), kombu (Saccharina japonica) e o género Ulva também
sdo cultivadas e utilizadas para a alimentagdo (EVERT; EICHHORN, 2013; HASAN;
CHAKRABARTTI, 2009).

As macroalgas marinhas também vém sendo utilizadas como fertilizantes organicos
do solo, a fim de aumentar a produtividade das plantagdes (ABDEL-RAOUF N, 2012; CALVO;
NELSON; KLOEPPER, 2014). Mathur et al. (2015) relatam o potencial biofertilizante do extrato
aquoso da macroalga marinha verde Enteromorpha intentinalis como alternativa aos fertilizantes
quimicos. Oliveira (2017) demonstrou que o extrato bruto de Gracilaria birdiae apresenta
potencial biofertilizante em alface (Lactuca sativa).

Do ponto de vista das aplicagdes ambientais, espécies de macroalgas marinhas como
as dos géneros Gracilaria e Ulva sdo adequadas para a biorremediacdo (TROELL et al., 2009).
Ha relatos de aplicacdes de macroalgas na produgdo de combustiveis alternativos aos fosseis,
como a producao de hidrogénio combustivel, biogas, como o metano, e biodiesel (HERRMANN
etal.,2015).

As macroalgas marinhas dispdem, ainda, de diversos compostos bioativos de alto
valor farmacologico e medicinal (EL GAMAL, 2010). Por exemplo, o cicloeudesmol isolado da
macroalga verde Chondria appositiclada apresentou potente atividade antibidtica contra
Staphylococcus aureus € Candida albicans (FENICAL; SIMS, 1974 apud EL GAMAL, 2010).
Capisterones isolados da macroalga verde Panicillus capitatus exibiram potente atividade
antiflingica contra o patdogeno de algas marinhas Lindra thallasiae (PUGLISI et al., 2004 apud
EL GAMAL, 2010). Os metabdlitos bromofenolicos denominados vidaldis A e B, isolados da
macroalga vermelha Vidalia obtusaloba, apresentaram atividade anti-inflamatdria, atuando por
meio da inibi¢do da enzima fosfolipase (WIEMER et al., 1991 apud EL GAMAL, 2010). Elatol,
um alcool halogenado encontrado na macroalga vermelha Laurencia elata, inibiu seis espécies
de bactérias patogénicas humanas com atividades antibacterianas significativas contra
Staphylococcus epidermis, Klebsiella pneumoniae e Salmonella sp (VAIRAPPAN, 2003 apud
EL GAMAL, 2010). Foram relatados efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério da lectina
isolada da macroalga marinha verde Caulerpa cupressoides (DA CONCEICAO RIVANOR et
al., 2014). Alguns compostos extraidos da macroalga marinha Solieria filiformis também
apresentaram atividades biologicas relevantes, tais como lectinas com atividades anti-
inflamatoria e antiinflamatéria (ABREU, 2012) e carboidratos sulfatados com atividades
antioxidante e gastroprotetora (SOUSA et al., 2016).

Merecem grande destaque os ficocoloides (alginatos, agares e carragenanas),
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polissacarideos localizados na parede celular de macroalgas vermelhas e marrons, que, quando
isolados, podem formar géis e estabilizar emulsdes em solugdes aquosas. Devido a essa
propriedade, os ficocoloides sao de grande interesse, principalmente para a industria alimenticia,
mas também para as industrias farmacé€utica, biotecnoldgica, cosmética, téxtil e de papel
(HOLANDA, 2016).

Os alginatos encontram sua principal aplicagdo na industria alimenticia, mas também
sao utilizados na industria téxtil. O agar, principalmente produzido no Japao, ¢ aplicado na
fabricagdo de moldes dentarios, como base de cosméticos, como meio de cultura para
microrganismos e cultura de tecidos, ou como gel de eletroforese (EVERT; EICHHORN, 2013).
As carragenanas sao utilizadas para a estabilizacdo coloidal de tintas, cosméticos e laticinios,
sendo extraidas comercialmente das espécies Chondrus crispus, Gigartina stellata, Iridaea spp.,
Euchema spp. e Kappaphycus spp. (EVERT; EICHHORN, 2013; NECAS; BARTOSIKOVA,
2013).

Hé também grande atencgdo sobre os pigmentos das macroalgas, principalmente das
vermelhas, como as ficocianinas e as ficoeritrinas. Tais pigmentos sdo denominados
ficobiliproteinas, os quais possuem alta fluorescéncia e podem apresentar coloragdo azul e
vermelha (Figura 2), tornando-se moléculas de potencial aplicacdo biotecnologica, sobretudo
porque ha uma caréncia de corantes naturais na industria (GLAZER, 1984; REIS ef al., 1998;
SCHIOZER; BARATA, 2007). Tais pigmentos ganham importante destaque em relagdo aos
corantes sintéticos principalmente porque sdo compostos atdoxicos € ndo carcinogénicos
(HEMLATA; FATMA, 2009). A ficoetrinina extraida de macroalgas Rhodophytas (R-
Ficoeritrina), por exemplo, ¢ usada como corante natural vermelho e representa uma alternativa
para a reducao do uso de pigmentos sintéticos ou até a substitui¢do total na formulacao de cremes

e produtos de maquiagem (BEDOUX et al., 2014).

Figura 2 — Aspecto da coloracdo dos pigmentos
azul e vermelho purificados da macroalga marinha
Hypnea musciformis.

-

Fonte: Costa (2016).
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No que concerne a aplicacdo desses pigmentos naturais em alimentos, a ficoeritrina
extraida da macroalga Solieria filiformis foi utilizada como corante em formulagdes de iogurte
de morango para fins de analise sensorial do atributo da cor (BRITO, 2017).

No que se refere a aplicacdo na industria farmacéutica, diversas atividades bioldgicas
das ficobiliproteinas ja foram relatas na literatura, tais como antioxidante (PALIWAL et al., 2015;
SONANI et al., 2017), imunomodulatoria (CHEN et al., 2014), anticancer (PAN et al., 2013),
anti-inflamatoria (LEE et al., 2017), demonstrando o seu amplo campo de utilizagao.

Apesar da ampla aplicacdo dessas proteinas e do grande volume de produgdo de
macroalgas no mundo, sobretudo as vermelhas para produgdo de agar e carragenana, verifica-se
que as ficobiliproteinas desses organismos ainda s3o subaproveitadas. O baixo rendimento dos
processos de extracdo dessas biomoléculas pode ser um fator relevante. O fato é que elas
apresentam um alto valor comercial atualmente, como pode ser observado na Tabela 2. Esse alto
valor de mercado das ficobiliproteinas foi estimado em mais de 60 milhdes de dolares em 2013
(BOROWITZKA, 2013). Além disso, o mercado de corantes destinados a alimentos projeta 3,75
bilhdes de dolares para 2022, com grande tendéncia e participagdo dos pigmentos naturais
(MARKETSANDMARKET, 2017 apud ARYEE; AGYEIL; AKANBI, 2018). Vale ressaltar que
o valor comercial de ficobiliproteinas esta correlacionado ainda com o grau de pureza e aplicagao

desses pigmentos.

Tabela 2 - Valor comercial de ficobiliproteinas

i Valor e
Molécula Prefixo Marca (em US$.mg™) Referéncia
B Columbia 27,00 (BIOSCIENCES, 2018a)
Biosciences
Ficoeritrina R Columbia 10,00 (BIOSCIENCES, 2018b)
(FE) Biosciences
R ProZyme 26,00 (PROZYME, 2018a)
B Sigma-Aldrich 377,00 (ALDRICH, 2018a)
R Sigma-Aldrich 156,00 (ALDRICH, 2018b)
Ficocianina C ProZyme 26,00 (PROZYME, 2018b)
(FO) C Sigma-Aldrich 157,00 (ALDRICH,2018c¢)
Columbia
Aloficocianina ) Biosciences 23,00 (BIOSCIENCES, 2018c)
(AFO) - ProZyme 26,00 (PROZYME, 2018c¢)
- Sigma-Aldrich 361,00* (ALDRICH, 2018d)

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: a —~AFC vendida em volume de 5 mL.

Visando o aproveitamento maximo da biomassa macroalgacea, surge o conceito de
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biorrefinaria, que ¢ identificado como o caminho mais promissor de uma industria baseada na
biomassa, por adotar uma abordagem de produ¢do em cascata que visa a recuperagdo de varios
compostos de algas, valorizando a biomassa completa ¢ melhorando a economia da cadeia de
valores (BASTIAENS et al.,2017; TRIVEDI et al., 2015). Desse modo, a extragao de pigmentos,
como a R-Ficoeritrina, pode estar incorporada nesse conceito, associada a obtengdo de
ficocoldides e outros compostos oriundos dessa biomassa.

Biorrefinar, segundo Agéncia Internacional de Energia (AIE) (do inglés,
International Energy Agency — IEA), € “o processamento sustentavel de utilizacdo de biomassa
em um espectro de produtos comercializaveis (alimentos, ragdes, materiais e produtos quimicos)
e energia (combustiveis, energia, calor)” (SONNENBERG; BAARS; HENDRICKX, 2007). A
biorrefinaria, portanto, surge como um modo de diminuir os impactos negativos sobre o meio
ambiente, criando produtos de maior valor agregado para se obter beneficios econdmicos e
ambientais. Essa abordagem ¢ dita sustentavel porque reduz os desperdicios dos processos,

diminuindo a pressao sobre os ecossistemas (BALINA; ROMAGNOLI; BLUMBERGA, 2017).

E também um conceito que cresce em proeminéncia e importincia, impulsionado pelas
necessidades da industria em termos de desenvolvimento de negdcios e eficiéncia de
recursos, [...]. Em particular, acredita-se que as biorrefinarias desempenham um papel
importante na transi¢do para uma bioeconomia, na qual materiais renovaveis e de base
bioldgica substituem os produtos fosseis (HAGMAN et al., 2018, tradugdo nossa).

Os produtos derivados da matéria-prima podem ser divididos em produtos
comercializaveis ou produtos utilizados como insumos para outras operacdes para a obtencao de
produtos de valor agregado. Os residuos e sobras obtidos apos cada etapa de tratamento sdo
utilizados como influxo de matéria-prima para uma cadeia de produgdo paralela na abordagem
em cascata (Figura 3). Somente as sobras de biomassa de baixa qualidade podem ser usadas para
a producao de energia. Desse modo, busca-se minimizar a quantidade de residuos de algas para
um sistema de residuos quase nulo (BALINA; ROMAGNOLI; BLUMBERGA, 2017).

Ja € descrito na literatura um esquema de biorrefinaria para macroalgas vermelhas,
como ¢ o caso de Baghel ef al. (2015), o qual utilizaram as macroalgas Gelidiella acerosa e
Gracilaria dura para extracao de ficobiliproteinas, fertilizante liquido, lipidio, dgar e celulose,
que apos hidrdlise enzimatica seguida de fermentacgdo, ¢ produzido bioetanol. Trivedi et al.
(2016) utilizaram Ulva fasciata para a obtencdo de extrato liquido rico em minerais, lipidios,
ulvan e celulose, que também apo6s hidrolise enzimatica foi utilizada para a producao de

bioetanol.
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Figura 3 — Conceito de biorrefinaria para obtencao e aplicagdo de produtos derivados de
macroalgas
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Fonte: Balina, Romagnoli e Blumberga (2017), tradug@o nossa

Nessa perspectiva e visando mostrar a importadncia ambiental e econdmica da
biomassa algacea e dos seus derivados € que o nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo
métodos de cultivo, prospectando, estabelecendo e otimizando processos de extragdo de
moléculas bioativas e desenvolvendo bioprocessos para obtengao de quimicos e biocombustiveis
utilizando macroalgas. Lima (2012) avaliou o cultivo de Solieria filiformis por esporulagdo
natural no mar, enquanto que Alves (2016) avaliou o cultivo de Gracilaria birdiae também no
mar. Por sua vez, Holanda (2016) e Maia (2016) desenvolveram cultivos de G. birdiae e

Gracilaria cornea, respectivamente, sob condi¢des de laboratdrio.
1.3 Propriedades estruturais e espectroscopicas das Ficobiliproteinas

As ficobiliproteinas sdo pigmentos proteicos hidrossoluveis envolvidos na absorc¢ao
de luz, presentes em cianobactérias, glaucofitas e rodofitas (GLAZER, 1984; CHEN et al., 2017,
SEKAR; CHANDRAMOHAN, 2008). A sua cor e as suas caracteristicas espectrais sao
decorrentes da presenca de grupos prostéticos lineares tetrapirrolicos (chamadas bilinas ou

ficobilinas) que estdo ligados covalentemente, via ligagdes tioéter, aos residuos de cisteina da
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porcao proteica (JIANG; ZHANG; LIANG, 1999; MANIRAFASHA et al., 2016). “A ficobilina
¢ efetivamente o pigmento fotossintético, mas ele ndo apresenta papel funcional se ndo houver
uma proteina acoplada” (LOURENCO, 2006, p. 44).

Essas proteinas, de acordo com a sua coloragdo, podem ser dividias em dois tipos: a
ficoeritrina, de cor vermelha, e a ficocianina, de cor azul (O’CARRA; MURPHY; KILLILEA,
1980). Elas também podem ser classificadas em quatro classes distintas, de acordo com os seus
comprimentos de onda maximos (Amax) na regiao do espectro de absorcao da luz visivel (Figura
4): ficoeritrina (FE) (Amax = 495-570 nm), ficoeritrocianina (FEC) (Amax = 575 nm), ficocianina
(FC) (Amax = 610-620 nm) e aloficocianina (AFC) (Amax = 650-655 nm) (APT; COLLIER;
GROSSMAN, 1995; BRYANT; GLAZER; EISERLING, 1976; GLAZER, 1984Db).

Figura 4 — Espectro de Absor¢do dos Pigmentos Fotossintetizantes
Ficoeritrina, Ficociana e Clorofila a  presentes em Macroalgas
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Fonte: Adaptado de Nelson e Cox (2014).

As ficobiliproteinas fazem parte de uma eficiente cadeia de transferéncia de radiagao
eletromagnética do espectro da luz visivel (Figura 5), sendo capazes de canaliza-la para o centro
de reagdo do fotossistema II, onde estd presente a clorofila a (GLAZER, 1989; NELSON; COX,
2014; SFRISO; GALLO; BALDI, 2018). O espectro de luz visivel compreende a luz com

comprimentos de onda na faixa de 400 a 700 nm, variando do violeta ao vermelho, e ¢ chamado
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de radiagdo fotossintética ativa. Os organismos fotossintetizantes ajustam sua estrutura de
captagdo de luz para absorver os varios comprimentos de onda de luz desse espectro, que varia

com a profundidade da agua (GRAHAM; GRAHAM; WILCOX, 2009; KAISER et al., 2011).

Figura 5 — Radiacao Eletromagnética.
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Fonte: Nelson e Cox (2014).

As ficobiliproteinas absorvem luz numa regido do espectro em que a clorofila ¢
ineficiente (450-670 nm), o que permite que as algas, como as rodofitas, ocupem ambientes
aquatico, como lagos e oceanos, nos quais, preferencialmente, a radiagao de altos comprimentos
de onda ¢ filtrada pela 4gua — predominantemente a vermelha, tendo-se que as algas que estdo na
superficie possuem maior contato com a luz vermelha que aquelas que estdo em maiores
profundidades. A agua, portanto, funciona como um filtro, gerando o processo conhecido por
aclimatacdo cromatica complementar. Tal processo produz dois tipos principais de organismos
fotossintetizantes aquaticos: aqueles que crescem em aguas rasas que tendem a conter
ficobiliproteinas especializadas em absorver a luz amarela/vermelha (FC), e aqueles que estao
em aguas mais profundas, os quais tendem a conter ficobiliproteinas especializadas em absorver
a luz verde/azul (FE), que ¢, relativamente, a luz mais abundante em altas profundidades
(GLAZER; STRYER, 1984; KEHOE, 2010; KEHOE; GUTU, 2006; NELSON; COX, 2014;
SAGERT; SCHUBERT, 1995).

A caracteristica que faz as algas vermelhas serem capazes de se desenvolver e crescer

abundantemente em aguas profundas esta diretamente ligada ao alto teor de ficoeritrina presente
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em seus tilacdides, pois essa ficobiliproteina tem uma absorg¢ao eficiente da luz na faixa espectral
de 450 a 570 nm (WANG et al., 2015).

As ficobiliproteinas constituem um aglomerado proteico chamado ficobilissomo, o
qual, in vivo, apresenta-se na superficie da membrana do tilacéide — exatamente sobre o centro
de reagdo — das macroalgas vermelhas — e sdo constituidas pelas ficobiliproteinas e pelos

peptideos de ligacao (Figura 6) (GLAZER, 1985; HURD et al., 2014; LOURENCO, 2006a).

Figura 6 — Representacao da Membrana do Tilacoide e dos Ficobilissomos.
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Fonte: Adaptado de Dumay et al. (2014). Legenda: CF — Fator de acoplamento; PS — Fotossistema.

A estrutura dos ficobilissomos (Figura 7) funciona como uma antena capaz de
absorver energia a qual ¢ diretamente transferida para o centro de reagdo fotossintético II, com
eficiéncia de captagdo e transferéncia de energia proximos a 100%, in vivo (GLAZER, 1989;
MURAMATSU; HIHARA, 2012). O fluxo de transferéncia de energia se da na disposi¢ao
espectral em que os pigmentos sdo encontrados, isto €, a energia absorvida pela ficoeritrina ¢
transmitida para a ficocianina, em seguida para a aloficocianina, e, enfim, para a clorofila a do
centro de reagdo, por transferéncia de éxcitons (GLAZER; HIXSON, 1975; HURD et al., 2014;
NELSON; COX, 2014; PARMAR et al., 2011).

Outrossim, as ficobiliproteinas t€ém como segunda funcdo atuarem como reserva de
nitrogénio, em que, em situagdes de estresse, as proteinas que as compoem sdo degradadas,

liberando nitrogénio para os processos metabdlicos essenciais. Tal processo, que ¢ reversivel,
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ocasiona uma mudanca da coloracdo da alga, a qual assume um aspecto esverdeado
(LOURENCO, 2006a).

Figura 7 — Representagao da Estrutura do Ficobilissomo.
LUZ

480-570 nm 550-650 nm

Transferéncia de
Energia Luminosa

Estroma

Membrana do Tilacdide

.....................

— - Ficoeritrina, ficoeritrocianina ou ficocianina
Hastes — @ Ficoeritrina ou ficocianina Q Aloficocianina
— @ Ficocianina
Fonte: Adaptado de Dumay et al. (2014).

A morfologia dos ficobilissomos varia de acordo com organismo, sendo que, em
macroalgas vermelhas assume uma estrutura hemi-elipsoidal, compondo-se de duas
subestruturas bem definidas: as hastes e o nucleo. As hastes sdo constituidas pelos pigmentos
ficoeritrina e ficocianina, de tal modo que a ficoeritrina, de maior energia, encontra-se nas
extremidades das hastes, e a ficocianina, de menor energia, localiza-se na base das hastes. O
nucleo, por sua vez, ¢ composto pela aloficocianina (DUMAY et al., 2014; GLAZER et al., 1983;
GLAZER, 1984).

As conexodes entre as hastes, o nlicleo e a membrana do tilacoide se dao pelos
peptideos de ligacao, sendo que, dependendo da espécie, representam cerca de 15% do total de
proteinas do ficobilissomo (DE MARSAC, 1977). Sua principal funcdo, devido ao seu carater
hidrofobico, ¢ fixar o ficobilissomo na membrana do tilacoide. Além disso, esses peptideos
estabilizam a estrutura dos ficobilissomos e asseguram a coesao das ficobiliproteinas na estrutura
(DUMAY et al., 2014). Os polipeptidios de ligagdo sao classificados em trés tipos de acordo com

sua massa molecular: o peptideo de ligagdo do niicleo a membrana (Lcm) com massa molecular
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que varia de 70 a 120 kDa e tem por fungdo ligar o nucleo do ficobilissomo a membrana do
tilacoide, e, também, atuar como receptor final de éxcitons contribuindo para a transferéncia
dessa energia para o centro de reagdo; o peptideo de ligagdo Lc (9-12 kDa) que tem por finalidade
montar e fixar o nucleo do ficobilissomo; e, por fim, o peptideo de ligagao Lrc (25-35 kDa) que
tem por fungdo estabilizar a estrutura da ficobiliproteina e fazer a conexdo da haste do
ficobilissomo ao seu nicleo (DUCRET et al., 1998; GLAZER, 1984).

As ficobiliproteinas sdo constituidas de duas subunidades diferentes (o e ) € uma
terceira subunidade (y), encontrada nas ficoeritrinas, atuando como peptideo de ligacao
(GALLAND-IRMOULI et al., 2000; GLAZER; HIXSON, 1975). As subunidades formam

discos hexaméricos, como mostra a Figura 8.

Figura 8 — Formacdo dos Discos Hexaméricos das Ficobiliproteinas.

Subunidades Monomero (af) Trimero (af3)s Hexamero (af3)s

a, B
00-00- QA O0===—-HB
a, P

Fonte: Adaptado de Dumay et al. (2014).

A ficoeritrina € encontrada tanto na forma hexamérica com as subunidades a.e f e y
[(af)sy], assim como sem a subunidade gama 7y [(af)s], variando de acordo com o tipo de
ficoeritrina isolada; a ficoeritrocianina pode ser encontrada tanto na forma trimérica [(af3)s3],
como na forma hexamérica [(af)s]; a ficocianina € encontrada, no pH 5-6, na forma hexamérica
[(aB)s] e, no pH 7, na forma trimerica [(af)3] e a aloficocianina ¢ comumente encontrada na
forma trimérica [(af);] (DUMAY et al., 2014; GLAZER, 1984; WANG et al., 2015).

Hé uma ou mais ficobilinas ligadas, pelos residuos de cisteina, a cada subunidade,
dividindo-se em quatro diferentes tipos: ficoeritrobilina (PEB, Amax = 560 nm), ficourobilina
(PUB,Amax = 450 nm), ficocianobilina (PCB, Amax = 620-650 nm) e ficoviolobilina (PXB, Amax =
575 nm) (DUMAY et al., 2014; GLAZER, 1985, 1984; ISAILOVIC; LI; YEUNG, 2004; ZHAO
et al., 2015). Suas estruturas quimicas estao representadas na Figura 9.

PEB ¢ encontrada nas C-Ficoeritrinas, R-Ficoeritrinas, B-Ficoeritrinas e
ficocianinas, PUB ¢é encontrada nas R-Ficoeritrinas ¢ B-ficoeritrinas, PCB ¢é encontrada nas
ficocianinas, aloficocianinas e ficoeritrocianinas, ¢ PXB ¢ encontrada nas ficoeritrocianinas,

fazendo com que os tipos de ficobilinas presentes nos organismos variem de espécie para espécie,
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conservando os locais de ligagdo das ficobilinas (APT; COLLIER; GROSSMAN, 1995;
ISAILOVIC; LI; YEUNG, 2004; NIU; WANG; TSENG, 2006).

Figura 9 — Estruturas Quimicas das Ficobilinas.
N Q N Q
NN e = Cy§ = C —— N e Gy § —— C =

COzH 0,H CO;H  GOH

Ficoviolobilina (roxo) Ficocianobilina (azul)
PXB PCB

Iz

Cys—C MM—H—Cys‘—C—JVW

COH OH

Ficoeritrobilina (vermelho) Ficourobilina (azul turquesa)
PEB PUB

Fonte: Dumay et al. (2014), traducdo nossa.

1.3.1. Ficoeritrinas

As ficoeritrinas sdo os pigmentos majoritarios encontrados nas macroalgas
vermelhas, constituindo um grupo variado de ficobiliproteinas devido as suas caracteristicas
espectroscopicas (DUMAY et al., 2014; GLAZER, 1994). Elas também s3o conhecidas por
representarem a classe das ficobiliproteinas mais dinamicas, devido aos seus picos de absor¢ao
e a sua emissdo de fluorescéncia (em torno de 575 nm) (SUN et al, 2003), permitindo a
sobrevivéncia a adaptagdo das macroalgas vermelhas em ambientes adversos e frente as
alteracdes ambientais (KAWSAR et al., 2011, RODRIGUEZ et al., 1991).

De acordo com as suas propriedades de absor¢do de luz, as ficoeritrinas podem
ocorrer em diferentes formas de acordo com a espécie da alga, sendo divididas em cinco grupos:
B-Ficoeritrina (B-FE) [(Amax = 565 nm, 545 nm, e um ombro a 499 nm)], b-Ficoeritrina (b-FE)
[(Amax = 545 nm, e um ombro a 565 nm)], C-Ficoeritrina (C-FE) [(Amax = 560 nm)], CU-
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Ficoeritrina (CU-FE) [(Amax = 498 nm, 540 nm e/ou 565 nm)] e R-Ficoeritrina (R-FE) [(Amax =
565 nm, 498 nm e um ombro/pico a 545 nm)] (BRYANT, 1982; ISAILOVIC; LI; YEUNG, 2004;
SUN et al., 2009). A CU-Ficoeritrina por possuir cromo6foros e caracteristicas de absorcao
semelhantes a R-Ficoeritrina, ¢ geralmente classificada como R-FE (STADNICHUK, 1995).

As diferencas espectrais de absorbancia entre os tipos de ficoeritrina se devem a
quantidade de ficobilinas presentes na sua composi¢do. B-FE e R-FE sdo compostas por
subunidades a, B e vy, sendo descritas como complexos hexaméricos (af3)sy, enquanto b-FE e C-
FE sao formados por (af3) sem a subunidade y (Figura 10) (GLAZER et al., 1983; ISAILOVIC,;
LI; YEUNG, 2004; SUN et al., 2009).

Figura 10 — Estruturas das Ficoeritrinas.

b-Ficoeritrina (b-FE) C-Ficoeritrina (C-FE)
(oP)n (aP)s
:PEB PEB \ ,PEB PEB  PEB PEB
PEB PEB ;PEB PEB PEB
R-Ficoeritrina (R-FE) B-Ficoeritrina (B-FE)
(aP)sy (aP)sy
[PEB PEB % )/PUB PEB PEB . ,PEB
PEB PEB :PEB PEB
PUB PEB PUB PUB
PUB PEB PUB PUB

Fonte: Dumay ef al. (2014), tradugéo nossa.

As subunidades a, € Yy que compdem a R-FE possuem em torno de 18, 20 e 35 kDa,
respectivamente, ¢ formam complexos hexaméricos (af)6y, de 240 kDa. A subunidade y se
encontra no centro da molécula e ¢ responsavel pela ligacdo de dois trimeros (af3)3, conferindo
maior estabilidade para a estrutura do pigmento (CHANG et al., 1996; DUMAY et al., 2014;
ISAILOVIC; LI; YEUNG, 2004; WANG et al., 2015).
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Apenas duas ficobilinas estdo presentes na estrutura das ficoeritrinas:
ficoeritrobilinas (PEB) e ficourobilinas (PUB), que juntas realizam a transferéncia de energia de
ressonancia por fluorescéncia (FRET) [PUB para PEB], resultando no pico de emissao maximo
de fluorescéncia a 575 nm (JIANG; ZHANG; LIANG, 1999).

Nas R-Ficoeritrinas, cada subunidade a contém duas ficobilinas do tipo PEB ligadas
por residuos de cisteina especificos (C82 e C139); nas subunidades [ estdo ligados trés
ficobilinas, duas do tipo PEB, ligadas por residuos de cisteinas especificos (C82 e C158), por
ligacao do tipo tioéter e uma do tipo PUB ligado a cisteina C50/61; por fim, nas subunidades y
estdo ligadas duas ficobilinas do tipo PEB e duas ficobilinas do tipo PUB (APT; COLLIER;
GROSSMAN, 1995; CHANG et al., 1996; JIANG; ZHANG; LIANG, 1999; KLOTZ; GLAZER,
1985; ZHAO et al., 2015).

Contreras-Martel et al. (2001) determinaram a estrutura tridimensional
cristalografica da R-Ficoeritrina da macroalga vermelha Gracilaria chilensis, em que evidenciou
os cromoforos ligados as subunidades o (Figura 11a) e B (Figura 11b), além de determinar as
estruturas trimérica (Figura 11c) e hexamérica (Figura 11d) formadas por essas subunidades. Ha
relatos de cristais de R-Ficoeritrina de outras macroalgas. Por exemplo, Chang et al. (1996)
determinaram a estrutura cristalografica R-FE da macroalga vermelha Polysiphonia urceolata e
Miyabe et al. (2017) evidenciaram a estrutura cristalografica da ficoeritrina da macroalga

vermelha Palmaria palmata.



Figura 11 — Estrutura Tridimensional das Subunidades a e 8, do Trimero e do

Hexamero da R-Ficoeritrina da Macroalga Vermelha Gracilaria chilensis.
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Fonte: Adaptado de Contreras-Martel et al. (2001). Legenda: (a) estrutura da subunidade a
ligada a duas ficobilinas; (b) estrutura da subunidade [ ligada a trés ficobilinas; (c) estrutura

trimérica da R-Ficoeritrina (af3)s; (d) estrutura hexamérica da R-Ficoeritrina (af3)s.
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As caracteristicas espectroscopicas da R-FE pura, extraida da macroalga vermelha S.

filiformis, foram relatadas por Bastos-Filho (2016). Os picos de absor¢do a 495 ¢ 564 nm, o

ombro de absor¢do a 540 nm e o pico de fluorescéncia a 575 nm quando excitada a 495 nm estdo

evidenciados na Figura 12.
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Figura 12 - Caracteristicas espectroscopicas da R-Ficoeritrina purificada da macroalga vermelha

Solieria filiformis.
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Fonte: Bastos-Filho (2016). Legenda: Linha vermelha: Espectro de absor¢do; Linha azul: Espectro de fluorescéncia;

RFU: Unidade Relativa de Fluorescéncia
1.4 Extracao e Purificacido da Ficobiliproteina R-Ficoeritrina

Devido a R-Ficoeritrina ser um composto intracelular, sdo necessarios métodos de
rompimento da parece celular para a sua eficiente liberacdo durante o processo de extragdo
(MITTAL et al., 2017). Hé diversos métodos relatados na literatura, tais como: maceracdo em
nitrogénio liquido e/ou moinhos (MUNIER ef al., 2014; SUDHAKAR et al., 2015; WU et al.,
2015), ultrassonicagcdao (LE GUILLARD et al., 2015; MITTAL et al., 2017), homogeneizagao
(HARNEDY; FITZGERALD, 2013), catdlise enzimatica (DUMAY et al., 2013; MITTAL;
RAGHAVARAO, 2018), e também a combinagao de dois ou mais métodos, a fim de se melhorar
o rendimento de pigmento (LE GUILLARD et al., 2015). Contudo a presenca de grandes
concentragcdes de polissacarideos na parede celular das rodofitas dificulta a eficiéncia dos
processos de extracdo e purificagdo, sendo necessarias varias operagdes unitarias para se alcangar
um alto rendimento e eficiéncia, ressaltando que o acréscimo dessas operacdes € inversamente

proporcional ao rendimento final do produto (KULA; KRONER; HUSTEDT, 1982; MITTAL et
al.,2017).
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Por ser uma molécula hidrossoluvel, a R-Ficoeritrina é comumente extraida em
solventes aquosos — sendo o tampao fosfato o mais utilizado (SUDHAKAR et al., 2015) — a partir
de diferentes estados da matéria-prima, podendo ser alga umida (GU et al., 2018;
SENTHILKUMAR et al., 2013a; SUDHAKAR et al., 2015; WANG et al., 2015), alga congelada
(NIU; WANG; TSENG, 2006) e alga liofilizada (DENIS et al., 2009a; GALLAND-IRMOULI
et al., 2000; MUNIER et al., 2014).

Na industria, as ficoeritrinas sao requeridas numa pureza adequada a sua aplicacao
final e a sua purificagdo ¢ um processo dificil devido a presenca de polissacarideos no extrato
bruto, os quais conferem elevada viscosidade ao material quando liberados durante a
homogeneizagdo, ocasionando diferentes niveis de pureza, o que influi diretamente sobre a
variagdo de precos desses pigmentos (MENSI ef al., 2014; MITTAL et al., 2017).

Por se tratar de uma proteina, a R-Ficoeritrina passa por métodos classicos de
purificacdo numa combinagdo de vérias técnicas, tais como precipitagdo por sulfato de amonio —
(NH4)2SO4 —, cromatografias de troca idnica e de exclusdo molecular e hidroxiapatita
(GALLAND-IRMOULI et al., 2000).

O fracionamento proteico com (NH4)2SO4 ¢ o método imediatamente utilizado apos
a extragdo dos pigmentos das macroalgas vermelhas, como primeira etapa de purificagao,
segundo a literatura (NAIR et al., 2018; SENTHILKUMAR et al., 2013a; SUN et al., 2009;
WANG et al., 2015; WU et al., 2015), alcancando indices de pureza de 1,4 (LIU et al., 2005),
1,62 (NAIR et al., 2018) e 2,38 (SENTHILKUMAR et al., 2013) de R-Ficoeritrina das espécies
Polysiphonia urceolata, Centroceras clavulatum e Bangia fusco-purpurea, respectivamente.

A etapa seguinte de purificagdo de proteinas e, portanto, de pigmentos, € representada
pelas cromatografias, que sdo aplicadas com o objetivo de aumentar o IP das biomoléculas.
Cromatografias de troca-idnica (carga das moléculas), exclusdo molecular (tamanho das
moléculas), interacdo hidrofébica (hidrofobicidade) e hidroxiapatita (afinidade) foram utilizadas
para a purificacao de R-FE de diversas macroalgas vermelhas. Senthilkumar et al.(2013) e Wu
et al. (2015) alcancaram indices de pureza de 5,1 e 5,2 para R-FE das espécies Bangia fusco-
purpurea e Portieria hornemannii, respectivamente. Nair et al. (2018), por sua vez, encontraram
pureza de 6,34 para a R-FE da macroalga Centroceras clavulatum. Cromatografias sequenciadas
também foram relatadas na literatura. Bastos-Filho (2016) alcagou purera 4,5 para R-FE da
macroalga S. filiformis utilizando em sequéncia as cromatografias de troca-i6nica e de exclusdo

molecular.
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Eletroforese também foi utilizada como método de purificagdo de R-Ficoeritrina da
macroalga Palmaria palmata, alcangando IP de 3,2, como relatado por Galland-Irmouli et al.
(2000). Sathuvan et al. (2016) obtiveram pureza 5,9 para a R-FE da macroalga Halymenia
floresia.

A Tabela 3 mostra os diferentes esquemas de purificagdo de ficoeritrina oriundas de
diversas espécies de macroalgas vermelhas, com as suas respectivas distribuigcdes geograficas,

bem como as operacgdes unitarias, rendimentos e indices de pureza alcacados.

1.5 Atividade antioxidante in vitro de ficobiliproteinas

Oxidacdo pode ser definida como a conversdo de dado composto num derivado com
menor nimero de elétrons, sendo o procedimento contrario chamado reducdo. A oxidacao é
fundamental para a sobrevivéncia das células, tendo-se que essa dependéncia produz radicais
livres e outras espécies reativas de oxigénio (ERO), os quais exercem importantes papeéis
metabolicos, como a producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacdo intercelular e sintese de biomoléculas (ALVES et al., 2010; ANTOLOVICH et al.,
2002). Contudo, quando em excesso, as ERO podem causar efeitos deletérios, como danos a
acidos nucleicos, lipidios, proteinas e organelas, provocando alteracdes das fungdes celulares, o
que pode desencadear doencas como o envelhecimento precoce, doengas cardiovasculares,
cancer, dentre outras (ALVES et al., 2010; K.BALIN; R.G. ALLEN, 2015; MINELLI et al.,
2009). A oxidacdo também pode afetar os alimentos, sendo a maior causa da sua rancidez e
deterioracdo da sua qualidade nutricional, coloracédo, sabor, textura e seguranca, acarretando na
sua depreciagéo e rejeicdo por parte dos consumidores (ALVES et al., 2010; ANTOLOVICH et
al., 2002).

Os organismos podem sintetizar substancias antioxidantes capazes de combater 0s
radicais livres, prevenindo os danos oxidativos. Um antioxidante, portanto, pode ser definido
como sendo uma substancia que em baixas concentragcdes, em comparado com 0 substrato
oxidavel, atrase ou iniba significativamente a oxidacdo desse substrato. Porém nem sempre o
metabolismo produz esses compostos em quantidades suficientes, sendo necessarias adquiri-los
de fontes externas. Desse modo, tém-se buscado e avaliado compostos capazes de prevenir ou

minimizar esses danos a saude humana e até aos alimentos, sendo as algas uma importante fonte
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Tabela 3 — Distribui¢do geografica, métodos de purificagdo, rendimentos e indices de pureza de R-Ficoeritrina de macroalgas vermelhas.

Espécie Distribuicéo Protocolo Rendimento IP Referéncia
Palmaria palmata A; AA; AN; AF; AS; EU; I0A E 0,56 @ 3,20 GALLAND-IRMOULI et al., 2000.
Gracilaria verrucosa A AR AC AR AN AS; EULIC TOA; TOF PSA + IHLE 0,14° 4,40 WANG, 2002.
10P; OC
Corallina elongata AA; AS; EU; IOA; IOP HA + EM 0,602 6,67 ROSSANO et al., 2003.
Polysiphonia urceolata EU PSA +TI 1,53°P 5,60 LIU et al., 2005.
Polysiphonia urceolata EU PSA + IF + HA 0,34° 3,90 NIU; WANG; TSENG, 2006.
Heterosiphonia japonica AA; AN; EU PoOA T E_II\_/: +EM= - 4,89 SUN et al., 2009.
Porphyra yezoensis AA, AN, EU, OA EM + HA 0,32° 3,20 CHUNER et al., 2012.
Gracilaria lemaneiformis AA; AN; AS; IOP PSA + IF + Tl 0,36 ¢ 4,20 NIU et al., 2013.
Portieria hornemannii AA; AF; IOP PSA + Tl 0,80¢ 521 SENTHILKUMAR et al., 2013.
Polysiphonia urceolata EU PSA +EM + Tl - 5,26 WANG et al., 2015.
Bangia fusco-purpurea A; AA; AC; AF; AN; AS; EU; I0A; 10P; OC PSA+TI - 5,10 WU et al., 2015.
Grateloupia turuturu AA; AF; AN; AS; EU; IOP; OC TI 1,412 2,89 MUNIER et al., 2015.
Halymenia floresia AR AC AR AN: AS(;ICE:U; 1C; 10A; 101 10P; E 1,36° 59 MALAIRAJ, et al., 2016.
Centroceras clavulatum AR AC AR AN: AS(;ICE:U; 1C; 10A; 101 10P; PSA+TI+E 0,013¢ 6,4 NAIR et al., 2018.
Bangia atropurpurea AA PSA + EM 0,78¢ 5,42 PUNAMPALAM; KHOO:; SIT, 2018.
Gracilaria lemaneiformis AA; AN; AS; IOP CPC 0,5¢ 6,5 GU et al., 2018.

Fonte: Adaptado de Bastos-Filho (2016) Legenda: indice de Pureza (IP). Dados de distribuicio das macroalgas encontrado no AlgaeBase (GUIRY; GUIRY, 2016), sendo: Antartida (A); Asia
(AA); América Central (AC); Africa (AF); América do Norte (AN); América do Sul (AS); Europa (EU); llhas do Caribe (IC); llhas do Oceano Atlantico (I0A); llhas do Oceano indico (10I); Ilhas
do Oceano Pacifico (I0OP); Oceano Atlantico (OA); Oceania (OC). Protocolo: ndo fornecido ( - ); Precipitacdo por Sulfato de Amonio (PSA); Interacdo Hidrofdbica (IF); Troca l6nica (T1); Exclusao
Molecular (EM); Hidroxiapatita (HA); Interacdo Hidrofobica com Leito Expandido (IHLE); Eletroforese (E); Cromatografia de Precipitagdo Centrifoga (CPC). Rendimento: a — mg de R-
Ficoeritrina /g de alga seca; b — mg de R-Ficoeritrina / g de alga congelada; c — mg de R-Ficoeritrina / g de alga imida.
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de diversos compostos bioativos com capacidade antioxidante, dentre 0s quais as
ficobiliproteinas (ALVES et al., 2010; ANTOLOVICH et al., 2002; CHEW et al., 2008; MUNIR
etal., 2013).

Existe um amplo acervo de métodos disponiveis na literatura para a determinagao da
atividade antioxidante de diversos compostos. Alguns métodos envolvem ensaios quimicos com
substratos lipidicos, enquanto outros envolvem ensaios mais complexos utilizando técnicas
instrumentais. A avalia¢do da capacidade antioxidante ndo pode se basear somente em uma unica
metodologia, fazendo-se necessario métodos outros para caracterizar completamente uma
substancia como antioxidante e para, consequentemente, comprovar sua atividade, pois nao
existe um método unico e universal para a determinacdo dessa atividade biologica (ALVES et
al., 2010; OLIVEIRA, 2015). Dentre os métodos encontrados, os mais utilizados para a
determinagdo da atividade antioxidante in vitro de ficobiliproteinas sdao: a quelacdo do ion
ferroso, sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo-hidrato (DPPH) e o sequestro do
radical 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS).

A capacidade de quelagdo do ion ferroso (Fe?") por uma substincia é um pardmetro
de grande relevancia para a investigacdo de sua atividade antioxidante, pois o Fe** ¢ altamente
reativo e pode provocar a peroxidacdo de lipidios e inativar enzimas, desencadeando reagdes
desfavoraveis em sistema biologicos (ALVES et al., 2010; SOUSA et al., 2016).

A molécula de DPPH se caracteriza por ser um radical livre estdvel devido a
deslocalizagdo de um elétron desemparelhado por toda a molécula, o que lhe confere uma
coloragdo violeta. O ensaio, portanto, se baseia na capacidade de uma dada substancia sequestrar
o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina, através da doa¢ao de um atomo de hidrogénio ou da
transferéncia de um elétron, causando a perda da sua coloragdo violeta at¢ um amarelo palido
(ALVES et al., 2010; OLIVEIRA, 2015).

A utilizagdo do método de sequestro do radical ABTS ¢é importante, em termos de
confirmacdo de atividade antioxidante de ficobiliproteinas, porque ¢ mensurada
espectroscopicamente no comprimento de onda de 734 nm, no qual s3o minimizadas quaisquer
interferéncias de cor desses pigmentos ou de outros componentes presentes na solucao reacional
(ANTOLOVICH et al., 2002)

Relatos na literatura mostram a atividade antioxidante da ficocianina de Arthrospira
platensis (PAN-UTAI; IAMTHAM, 2018; WU et al., 2016) da ficoeritrina de Halomicronema
(PATEL et al., 2018) e de Lyngbya sp. (SONANI et al.,, 2014), sendo todas espécies de
cianobactérias. Especificamente, foi demonstrada a atividade antioxidante de R-FE de algumas

espécies de macroalga, Bangia fusco-purpurea (WU et al., 2015), Portieria hornemannii
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(SENTHILKUMAR et al.,, 2013b) e Hypnea pseudomusciformis (CHOW; OLIVEIRA;
AMORIM, 2018).

Desse modo, diante da ampla aplicagdo em diversos setores da industria, do seu alto
valor comercial ¢ dos baixos rendimentos de R-FE purificada de macroalgas vermelhas,
sobretudo das espécies com potencial de cultivo no litoral nordestino brasileiro, o presente
trabalho objetivou extrair e otimizar o processo de purificagdo da R-FE da macroalga marinha
vermelha Solieria filiformis cultivada no litoral cearense, bem como determinar a sua atividade

antioxidante in vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Otimizar o processo de purificagdao da R-Ficoeritrina da macroalga marinha vermelha
Solieria filiformis, visando alcangcar maiores rendimento, recuperagdo e indice de pureza e

determinar a sua atividade antioxidante.

2.2 Objetivos especificos

e Extrair a R-ficoeritrina da macroalga marinha vermelha S. filiformis;

e Determinar o rendimento, recuperacao ¢ indice de pureza da R-Ficoeritrina apos
aplicagdo do extrato total em cromatografia de troca idnica;

e Determinar o rendimento, recuperacao ¢ indice de pureza da R-Ficoeritrina apos
ultrafiltragdo da fracdo cromatografica;

e [Estabelecer um comparativo entre os rendimentos, recuperacao e indice de pureza
da R-Ficoeritrina purificada por diferentes esquemas de purificagdo € o esquema
proposto pelo presente trabalho;

e Determinar a atividade antioxidante in vitro da R-Ficoeritrina com maior indice de

pureza.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Macroalga marinha vermelha Solieria filiformis

A macroalga marinha vermelha S. filiformis (Figura 13) foi coletada em cordas de
cultivo localizadas a 200 metros da costa, situadas na praia na praia de Flecheiras (03°13°06” S
—39°16°47” W), municipio de Trairi, a 130 km de Fortaleza, no litoral oeste do Estado do Ceara,
Brasil, onde s3o mantidas pela Associagdo de Produtores de Algas de Flecheiras e Guajiru
(APAFG), em parceria com o Laboratério de Biotecnologia de Algas e Bioprocessos (BioAP) e
o Laboratorio de Carboidratos e Lectinas (CARBOLEC), ambos localizados na Universidade
Federal do Ceara (UFC) - Campus do Pici, no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
(DBBM).

A macroalga foi transportada em sacos plasticos pretos para o laboratorio, onde foram
exaustivamente lavadas com dgua corrente para a retirada de epifitas, sal e graos de areia, e, em
seguida, com agua destilada. Apds esse processo de lavagem e separacdo, a macroalga foi

armazenada a -20° C até a sua utilizagao.

3.1.2 Reagentes Quimicos

Coomassie Brilliant Blue G-250 e a albumina sérica bovina (BSA) foram obtidos da
Sigma-Aldrich. A matriz cromatografica DEAE-Sephacel e o concentrador de amostra Vivaspin
foram adquiridos da GE Healthcare. Todos os demais reagentes utilizados no trabalho foram de

grau analitico e obtidos comercialmente.
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Figura 13 — Macroalga Marinha Vermelha Solieria filiformis (Kiitzing) P.W. Gabrielson
(Rhodophyta, Gigartinales, Solieriaceae).

Filo: Rhodophyta
Classe: Florideophyceae
Ordem: Gigartinales
Familia: Solieriaceae

Género: Solieria

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2 Métodos

3.2.1 Extragdo da R-Ficoeritrina de Solieria filiformis

Segundo o protocolo proposto por Bastos Filho (2016) (Figura 14), a macroalga
umida foi triturada em liquidificador industrial em contato com tampao fosfato de potassio 0,025
M (PB) na propor¢ao de 1:3 (m/v), pH 6,5, e em seguida o material foi mantido sob agitacdo
mecanica por 6 horas continuas protegido da luz. Posteriormente, o homogenato foi filtrado em
tecido de trama fina, o residuo descartado e o filtrado centrifugado a 17.000 x g, 4 °C por 30
minutos. O sobrenadante obtido foi denominado extrato total proteico de Solieria filiformis (ETP-
Sf) e foi avaliado quanto ao teor de proteinas ¢ R-Ficoeritrina e quanto ao rendimento ¢ indice
de pureza do pigmento. O ETP-Sf foi considerado o ponto de partida para os céalculos de
recuperacdo de cada etapa do processo de purificagdo da R-FE. A conversao de unidade entre
massa Umida e massa seca foi feita considerando que a alga imida contém em média 90% de
umidade. Foram realizadas 3 extraces independetes para efeito dos célculos de rendimento,

recuperacdo e indice de pureza em cada etapa do processo de purificacdo da R-FE de S. filiformis.

Figura 14 - Protocolo de extragdo da R-Ficoeritrina da macroalga vermelha Solieria filiformis.

Alga Umida

Extracdo a 4 °C em tamp3&o fosfato de potéssio 25 mM,
pH 6,5 (PB), 1:3 (m/v), durante 6 horas continuas,
seguida de filtracdo em tecido de nylon, sob abrigo da luz

Residuo

Centrifugacdo (17.000 x g, 30 minutos, 4 °C)

Sobrenadante

[Extrato Total Proteico Precipitado
(ETP-5f)]

Fonte: Bastos-Filho (2016).

3.2.2 Otimizacgdo do protocolo de purificacdo da R-Ficoeritrina de S. filiformis
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3.2.2.1 Cromatografia de Troca Ionica

O ETP-Sf foi submetido a cromatografia de troca idnica em matriz DEAE Sephacel,
previamente equilibrada com PB, em coluna de vidro de dimensdes de 4 x 50 cm, sob fluxo de
1,0 mL/min. Apds a eluicao da fragao nao retida, as proteinas adsorvidas na matriz foram eluidas
com PB contendo NaCl nas concentragdes 0,1, 0,5, 1,0 M e a fracdo cromatografica mais
pigmentada foi dialisada (cutoff 12 kDa) contra dgua destilada para posterior avaliagdo do teor

de proteinas e R-FE e avaliacdo de rendimento, recuperagao e indice de pureza do pigmento.

3.2.2.2 Ultrafiltra¢do

A fracdo cromatografica com maior teor de R-Ficoeritrina foi submetida a ultrafiltracao
em concentrador de amostra Vivaspin (cutoff 100 kDa), a 1000 x g, a 4 °C, durante 20 minutos.
A fracdo retida no filtro e o filtrado foram avaliados quanto aos seus teores de proteina e R-FE e

quanto ao rendimento, recuperacao e indice de pureza do pigmento.

3.2.3 Teores de proteina, Rendimentos, Recuperacio e Indices de pureza de R-Ficoeritrina

3.2.3.1 Dosagem de proteinas totais

Os teores de proteinas totais das amostras obtidas de cada etapa do processo de
purificacao foram determinados seguindo o método proposto por Bradford (1976), utilizando-se
de uma curva padrao obtida a partir de concentracdes conhecidas de albumina sérica bovina
(BSA). Para tanto, foram aplicados 2,5 mL do reagente de Bradford em 100 puL das amostras. As
leituras das absorbancias foram feitas em triplicata em comprimento de onda igual a 595 nm em

espectrofotometro (Armersham Biosciences Ultrospec 2100 pro).
3.2.3.2 Quantifica¢do de pigmentos e indice de pureza

A determinacdo das concentragdes R-FE de S. filiformis, resultantes das extracdes e
das etapas de purifica¢do foi realizada a partir da Equacdo 1 proposta por Sampath-Wiley e

Neefus (2007):

R — FE = 0,1247 [(Ases — A730)- 0,4583 (4613 - A730)] (D
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Onde:

R-FE: Concentragdo de R-Ficoeritrina (mg/mL);
Aseca: Absorbancia a 564 nm;

Aci13: Absorbancia a 618 nm;

A730: Absorbancia a 730 nm.

Para os célculos dos indices de pureza da R-Ficoeritrina utilizou-se a Equagao 2,

proposta por Senthilkumar ez a/.(2013):

IP

Ases
A2g0

(2)

Onde:

IP: Indice de pureza;

Azgo: Absorbéancia a 280 nm;
Ases: Absorbancia a 564 nm.

3.2.3.3 Rendimento de proteinas totais e de R-Ficoeritrina

As amostras obtidas das etapas de extracdo e de purificacdo foram avaliadas quanto

ao rendimento de proteinas totais e de R-Ficoeritrina, que foram calculados seguindo,

respectivamente, as Equacdes 3 e 4:

PT

Rpr =

Rp_rg =

Sf

(3)

Onde:

Rer = Rendimento de proteinas totais (mg/g AU);
PT = Teor de proteinas totais (mg);

Sf = Massa de alga imida (g AU).

R —FE

TS %)
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Onde:

Rr-re = Rendimento de R-Ficoeritrina (mg/g);
R-FE = Teor de R-Ficoeritrina (mg R-FE);

Sf = Massa de alga imida (g AU).

3.2.3.4 Recuperagdo de R-Ficoeritrina

Para os calculos da recuperacdo de R-Ficoeritrina em cada etapa de purificacao

utilizou-se a Equacéo 5:

_RZFE 00 5
Onde:

1 = Recuperacdo de R-Ficoeritrina (%);
R-FEn= Teor de R-Ficoeritrina em uma determinada etapa (mg);

R-FEo= Teor de R-Ficoeritrina do extrato (mg).

3.2.4 Atividade antioxidante in vitro da R-Ficoeritrina pura

Para a determinacdo da atividade antioxidante da R-Ficoeritrina da macroalga marinha
Solieria filiformis, foram realizados ensaios de quelacao do ion ferroso, sequestro do radical
DPPH e sequestro do radical ABTS. Todos os ensaios foram realizados com trés amostras de R-

FE pura obtidas ap6s a etapa de ultrafiltracdo de trés processos de purificagdo independentes.

3.2.4.1 Quelagdo do ion ferroso

A capacidade de quelacdo de ions ferrosos da R-FE pura foi determinada de acordo
com o metodo de Chew et al. (2008), com modifica¢cdes. Nesta ordem, em tubos de ensaio, foram
adicionados 1 mL de sulfato ferroso 0,1 mM (FeSOs) e 1 mL de ferrozina 0,25 mM [&cido 3-(2-
piridil) 5,6-difenil-1,2,4-triazina-p-p’-disulfénico] a 1 mL de R-FE pura em diferentes
concentragdes (31,25, 62,50, 125, 250 e 500 pg/mL). Os tubos de ensaio foram agitados em
vortex e mantidos em repouso por 10 minutos, a temperatura ambiente e sob abrigo da luz. Em

seguida, foram realizadas leituras em espectrofotometro a 562 nm (Ase2). Todas as reacdes foram
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realizadas em triplicata. O acido etilenodiaminotetracético (EDTA) foi utilizado como controle
positivo, sendo preparado nas mesmas concentracdes que a amostra para posterior anélise e
comparacdo dos resultados, os quais foram expressos em porcentagem de atividade quelante,

calculada de acordo com a Equacao 6:

Ag—(A—-4
Atividade quelante (%) = A (A )l x 100 (6)
0

Onde:
Ao = Asg2 dos reagentes (1 mL de FeSO4 + 1 mL de ferrozina + 1 mL de agua destilada);
A = Asg2 da reagdo (1 mL de FeSO4 + 1 mL de ferrozina + 1 mL de amostra);

Ab = Ase> da amostra (2 mL de agua destilada + 1 mL de amostra).

3.2.4.2 Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo-hidrato

O sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo-hidrato (DPPH) foi
avaliado de acordo com o método descrito por Blois (1958), com modificagdes. Primeiramente,
300 pL de R-FE pura, em diferentes concentracoes (31,25, 62,50, 125, 250 e 500 pg/mL), foram
homogeneizadas em vortex com 200 pL de metanol (MeOH). Em seguida, a essas solug¢des foram
adicionadas 2,5 mL de DPPH 75 uM (solubilizado em MeOH). A mistura reacional foi mantida
em temperatura ambiente por 40 minutas, sob abrigo da luz. Transcorrido o tempo de repouso,
foram realizadas leituras em espectrofotdbmetro a 517 nm (Asi7). Todas as reacdes foram
realizadas em triplicata. O hidroxitolueno butilado (BHT) foi utilizado como controle positivo,
sendo preparado nas mesmas concentracfes que a amostra para posterior analise e comparacao
dos resultados, os quais foram expressos em porcentagem de sequestro de DPPH, que foi

calculado de acordo com a equagdo 7:

|4 — (A — Ap)]
Sequestro de DPPH (%) = y x 100 @)
0

Onde:

Ao = As17 dos reagentes (500 pL de metanol + 2,5 mL de DPPH);

A = As17 da reagdo (300 pL de amostra + 200 pL de metanol + 2,5 mL de DPPH);
Ap = Asi7 da amostra (300 pL de amostra + 2,7 mL de agua destilada).
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3.2.4.3 Sequestro do radical 2,2 "-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-dcido sulfonico)

O sequestro do radical livre radical 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) (ABTS) foi avaliada de acordo com o método descrito por Xu et al. (2018), com
modificag¢des. Primeiramente, o radical ABTS ™ foi preparado a partir da reagdo entre 5 mL de
ABTS 7 mM com 88 pL de persulfato de potassio 140 mM. A mistura obtida foi mantida sob o
abrigo da luz por 16 horas, a temperatura ambiente. Em seguida, o radical ABTS " foi diluido em
agua destilada até que fosse obtida absorbancia de 0,70 = 0,05 a 734 nm (Az34). Apos isso, 800
uL do radical ABTS " foram adicionados a 200 pL de R-FE pura (em diferentes concentragdes:
31,25, 62,50, 125, 250 e 500 pg/mL). A mistura reacional foi homogeneizada em vortex e
mantida sob abrigo da luz por 6 minutos. Transcorrido o tempo de repouso, foram realizadas
leituras em espectrofotdmetro a 734 nm. Todas as reacdes foram realizadas em triplicata. O acido
ascorbico foi utilizado como controle positivo, sendo preparado nas mesmas concentracfes que
a amostra para posterior analise e comparacdo dos resultados, 0s quais foram expressos em

porcentagem de captura de ABTS, que foi calculado de acordo com a equacao 8:

|4 — (A — 4p)]
Sequestro de ABTS (%) = y x 100 (8)
0

Onde:

Ao = A7z dos reagentes (200 pL de 4gua + 800 pL de radical ABTS);
A = A734 da reacdo (200 pL de amostra + 800 uL de radical ABTS);
Ap = A734 da amostra (200 pL de amostra + 800 L de &dgua destilada).

3.2.5 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como médias = D.P. (Desvio Padrao). Para a
verificacdo das diferencas estatisticas entre os grupos, foi utilizado o método de andlise de
variancia two-way ANOVA, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Turkey. Considerou-
se significativos os valores com p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas com o programa

GraphPad Prism versdo 6.01 para Windows, GraphPad Software (La Jolla, California, USA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extragédo da R-Ficoeritrina de Solieria filiformis

A extracdo da R-Ficoeritrina de S. filiformis apresentou um rendimento de 0,17 +
0,012 mg de R-FE/ g de alga imida (mg R-FE/g AU). O rendimento equivalente, caso fosse
utilizado 1,0 g da macroalga seca, seria de 1,7 mg de R-FE/ g (mg R-FE/g AS). O indice de
pureza da R-FE no extrato protéico total foi de 0,62 = 0,027. Tais valores corroboram com o
rendimento do extrato obtido por Bastos-Filho (2016) e Brito (2017) para a R-FE da mesma
macroalga vermelha.

Hé na literatura diversos relatos sobre a extracdo do pigmento R-Ficoeritrina de
varias macroalgas vermelhas, obtidos por diversas metodologias. Dado que a R-FE ¢ uma
molécula intracelular, métodos de rompimento da parede celular sdo necessarios para a sua
liberagdo. No presente trabalho, o rompimento mecanico da macroalga, em liquidificador
industrial na presenga de tampao, aumentou a superficie de contato da alga com o meio externo
favorecendo a extragao. Todavia, ha a presenta de polissacarideos que dificultam mecanicamente
esse processo, exigindo métodos de rompimento dessa barreira mecanico-bioldgica mais eficazes
(KULA; KRONER; HUSTEDT, 1982; MITTAL et al., 2017).

Punampalam, Khoo e Sit (2018), por exemplo, alcangaram rendimento de 1,58 mg
R-FE/g AS, com IP de 0,59, a partir da macroalga Bangia atropurpurea, enquanto que Malairaj
et al. (2016) atingiriam rendimento de 1,36 mg R-FE/a AU para a alga vermelha Halymenia
floresia, com pureza elevada de 1,5. Ambos os trabalhos apresentaram rendimentos de extragao
do pigmento vermelho parecidos ou superiores ao o alcancado para S. filiformis, todavia os
referidos autores se utilizaram de métodos mais dispendiosos para a industria, podendo dificultar
a aplicagdo comercial do pigmento em virtude do valor de processos caros, tais como
congelamento-descongelamento, sonicacao e liofilizagdo para a obtencdao de seus extratos. O
presente trabalho, que utilizou como fonte de pigmento a macroalga S. filiformis, obteve
rendimento de 1,7 mg R-FE/g AS utilizando apenas agitagdo mecanica, o que faz do método
adotado mais econdmico que os exemplos supracitados.

Outros trabalhos, por outro lado, executaram metodologias mais baratas e similares
a utilizada nesse trabalho. Denis et al. (2009b), por exemplo, obtiveram a partir do contato da
macroalga Grateloupia turuturu com tampao fosfato e com agua destilada, rendimentos de
apenas 1,07 mg R-FE/g AS e 1,00 mg R-FE/g AS com IP de 0,11 e 0,12, respectivamente, 0s

quais representam valores inferiores aos alcancados pelo presente trabalho. Sudhakar et al.



Pagina |53

(2015), por sua vez, obtiveram, a partir da extracdo com tampdo fosfato da macroalga vermelha
Gracilaria crassa, rendimento superior ao encontrado ao obtido para a espécie S. filiformis,
alcancando 0,37 mg R-FE/g AU, com pureza 0,36. Por altimo, Dantas (2018), a partir da alga
Gracilaria birdiae, alcancou rendimento de 0,154 mg R-FE/g AU, com IP de 0,304, seguindo
metodologia semelhante ao do presente trabalho, alcancado rendimento similar ao encontrado
para a espécie utilizada por este trabalho.

Essa variacdo de rendimentos e de indices de pureza quando comparado com 0s
valores obtidos para a macroalga S. filiformis devem-se também ao fato de que essas macroalgas
possuem composi¢goes polissacaridicas e proteicas distintas entre si, fato que impactam
diretamente sobre a quantidade e a pureza do pigmento liberado pelos processos de extragdo.
Além disso, a localizagdo geografica em que a alga é coletada, a sua posi¢ao na coluna d’agua, a
incidéncia e absorcao de luz, a disponibilidade de nutrientes e as relagdes interespecificas com
animais, microrganismos € outras algas também podem influenciar na quantidade de pigmento

presente na alga.

4.2 Otimizacao do protocolo de purificacdo da R-Ficoeritrina de S. filiformis

4.2.1 Cromatografia de Troca Ionica

A aplicagdo direta do extrato bruto proteico de S. filiformis em cromatografia de troca
16nica em matriz de DEAE-Sephacel o fracionamento dos pigmentos, sendo o maior rendimento
observado no pico eluido com PB contendo NaCl 0,5 M (PIII-DEAE), o qual apresentou uma
coloragdo rosa intensa. O referido rendimento foi de R-FE 0,106 + 0,008 mg R-FE/ g AU,
equivalente a uma recuperaciao de 62,32 + 2,230%, com IP de 1,58 + 0,009 (Tabela 5). Tais
resultados, quando comparados com os dados disponiveis na literatura para a mesma macroalga,
representaram melhorias consideraveis na recuperacao de R-FE.

Bastos-Filho (2016), que utilizou a mesma espécie de alga, alcancou rendimento de
R-FE de apenas 0,0297 mg R-FE/ g AU apods metodologia de purificagdo que compreendeu
precipitagdo com sulfato de amoénio seguida de cromatografia de troca ionica. Na mesma
sequéncia metodologica, o autor alcangou recuperagdo de somente 21,82% e IP de 1,63. Todos
esses dados, em comparacgdo aos obtidos pelo presente trabalho, indicam que a exclusao da etapa
de precipitagao com (NH4)>SO4 foi responsdvel por um aumento de até trés vezes em termos de
rendimento e de recuperagdo. Brito (2017), que também propds uma otimizagdo do protocolo de

purificacdo de R-FE de S. filiformis, alcangou, ap6s a sequéncia de precipitagdo de (NH4)2SO4
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sob temperatura de congelamento e cromatografia de troca idnica, rendimento de 0,0605 mg R-
FE/ g AU, recuperagdo de 42,91% e IP de 1,15. Esses valores apresentados pela autora também
se mostram inferiores aos alcancados por esse trabalho, que foram de cerca duas vezes maiores
em termos de rendimento e de até 50% maior em termos de recuperagdo, confirmando a
otimizacao.

A exclusdo da precipitagdo com (NH4)2SO4 se deu devido a R-FE de S. filiformis
apresentar distribuicdo em todas as faixas de saturagdo do sulfato de amonio, sugerindo que ha
diferencas nas cargas liquidas do pigmento vermelho presente no extrato proteico (BASTOS-
FILHO, 2016). Assim sendo, a escolha de apenas uma faixa de fracionamento levaria a grandes
perdas no seu rendimento. Além de ocasionar uma elevacdo do rendimento de R-FE, a exclusao
da etapa de precipitacdo com (NH4)>SO4 representou ganhos em economia, uma vez que se trata
de um processo que demanda um longo tempo, uma etapa de congelamento (48 horas) de elevado
consumo de energia, etapas de centrifugacdes, grandes quantidades de (NH4)2SO4 utilizadas e os
grandes volumes de dgua necessarios para realizar o processo de dialise.

Munier et al. (2015) também realizaram a purificacdio da R-FE da macroalga
vermelha Grateloupia turuturu diretamente em cromatografia de troca idnica, alcancando
rendimento de 1,41 mg R-FE/ g AS, com pureza de 2,89, valores superiores aos alcangados por
este trabalho. Contudo, a sua recuperagao foi cerca duas vezes menor que a obtida nesse trabalho,
sendo de apenas 27%. Vale ressaltar que o alto rendimento de pigmento com baixa recuperacao
ainda utilizou metodologias mais caras para a sua extracdo (por exemplo, extragdo com
nitrogénio liquido e liofilizagdo), as quais elevam o valor final do pigmento puro. Ao contrario
do que os autores obtiveram, o presente trabalho alcancou rendimento menor, porém com
recuperac¢ao elevada, tornando-o mais vantajoso por apresentar metodologia menos onerosa para
a industria. Os demais trabalhos encontrados na literatura para outras macroalgas se utilizaram
de diferentes metodologias de purificagdo. Wang (2002), a partir da macroalga Gracilaria
verrucosa, atingiu alto grau de pureza, 4,4, com apenas duas etapas de purificacdo: precipitacdo
com (NH4)2SO4 e Interagao Hidrofobica com Leito Expandido (IHLE), todavia com rendimento
de apenas 0,14 mg de R-Ficoeritrina/ g de alga congelada (mg R-FE/ g AC). Além de apresentar
rendimento inferior ao do presente trabalho, a sequéncia metodolégica adotada por Wang (2002)
¢ mais custosa, impactando o valor final do pigmento purificado.

Nair et al. (2018), executaram uma metodologia de purificacdo da R-FE da
macroalga Centroceras clavulatum, semelhante a utilizada por Bastos-Filho (2016) e Brito
(2017), com as etapas de precipitacdo com (NH4)2SO4 e cromatografia de troca idnica. Os

autores, Nair et al. (2018), atingiram alto IP ao final do processo, 6,4, contudo com baixo
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rendimento de 0,013 mg R-FE/g AU, o que representa recupera¢do de apenas 6,4%. Os valores
apresentados demonstram perdas significativas em rendimento de pigmento, isto ¢, atingiram
quantidades de pigmento superiores (rendimento de 0,202 mg R-FE/g AU) aos alcangados pelo
presente trabalho, quando comparados os rendimentos de extracdo; todavia, nas etapas de
purificacdo houve decréscimos significativos, de 88,6% apds a precipitacio com sulfato de
amonio e de 93,6% apds a cromatografia de troca idnica (considerando o rendimento de extragao
o valor inicial). Esses dados demonstram a eficacia da metodologia proposta pelo presente
trabalho.

O indice de pureza da R-FE é determinante sobre a sua aplicacdo final. Quando em
baixos niveis de pureza, o pigmento vermelho das macroalgas pode ser utilizado nas industrias
alimenticia e cosmética, por exemplo. Por outro lado, elevados indices de pureza permitem
aplicacdes mais refinadas, como em aplicacdes biomédicas, farmacoldgicas ou ainda como
marcadores moleculares (REIS et al., 1998). Portanto, com a finalidade de se obter pureza maior
do pigmento vermelho R-FE que possibilite ampliar as alternativas de sua aplicagédo, o PIlI-
DEAE foi dialisado para a retirada do tampé&o de eluicdo e centrifugado para a eliminacgdo de
suspensdes e, em seguida, submetido a ultrafiltracdo em Vivaspin de cutoff 100 kDa, dado que o

pigmento apresenta massa molecular de 240 kDa (DUMAY et al., 2014).

4.2.2 Ultrafiltragdo

Apbs ultrafiltracdo do PIII-DEAE, o filtrado de coloracdo rosa clara e sem
fluorescéncia foi descartado e o material retido (vivaspin retido, VSR) de intensa coloracédo e
fluorescéncia foi coletado (Figura 15), alcangando um rendimento de 0,064 + 0,002 mg R-FE/ g
AU, o0 que representou uma recuperacao de 37,69 + 1,267 %, com IP de 2,36 + 0,146.
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Figura 15 — Aspecto visual da coloracdo e da fluorescéncia do o PlII-DEAE,

VSR e do permeado apds etapa de ultrafiltragio em membrana de

polietersulfona.

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A — Coloracdo do PIII-DEAE, VSR e do filtrado do
processo de ultrafiltracdo sob luz branca. B — Fluorescéncia do PIII-DEAE, VSR e do filtrado
do processo de ultrafiltracdo sob luz azul; a — PI1I-DEAE; b — VSR; ¢ — filtrado do processo de

ultrafiltracéo.

Ainda que o rendimento do VSR, quando comparado com PIII-DEAE, tenha se
mantido superior aos relatados por trabalhos que demonstraram resultados de purificacdo de R-
FE de S. filiformis, a recuperagéo se apresentou 12,16% menor que a alcangada por Brito (2017).
Contudo, dado que a finalidade desta etapa foi elevar o indice de pureza do pigmento, o resultado
foi satisfatorio, resultando numa pureza de até duas vezes maior em relacdo aos trabalhos para a
mesma macroalga.

Desse modo, o rendimento, a recuperacdo e o indice de pureza observados nessa
etapa do processo de purificacdo da R-FE, se mostraram superiores aos encontrados na literatura
para S. filiformis, concluindo que essa metodologia, esquematizada na Figura 16, é mais rapida,
mais econémica e contribui de forma eficiente para a purificacdo da R-Ficoeritrina dessa alga
vermelha.

De acordo com os diferentes indices de pureza encontrados em cada etapa do
processo, é possivel, ainda, escolher para qual aplica¢do biotecnoldgica o pigmento poderia ser
destinado. A Tabela 4 apresenta os dados obtidos para rendimento, recuperagdo e indice de
pureza para cada etapa do processo de purificacdo da R-FE de S. filiformis. A Tabela 5 apresenta
um comparativo entre o processo otimizado de purificagdo da R-FE de S. filiformis estabelecido
pelo presente trabalho e os processos ja relatados para a mesma espécie de macroalga. A Figura
17 demonstra o aspecto visual de amostras do extrato bruto proteico e das solugbes de R-FE
obtidas em cada etapa do processo de purificacdo da R-FE de S. filfiormis sob a luz branca e a

luz azul.
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Figura 16 — Protocolo otimizado de purificacdo da R-Ficoeritrina da macroalga vermelha

Solieria filiformis.

Sobrenadante

[Extrato Total Proteico
(ETP-Sf)]

Cromatografia de Troca

Ionica (DEAE-Sephacel)

Eluicdo com PB contento NaCl 0,1, 0,5e 1,0 M

Pico I
(Pico nao retido)

Fonte: Elaborado pelo autor.

PicolV
(NaCl 1,0 M)

Pico I1 Pico ITT
(NaCl 0,1 M) (NaCl 0,5 M)
Ultrafiltragao
(Vivaspin cutoff100 kDa)
Centrigugacao

(1000 x g, 20 minutos, 4 °C)

Heide Nao retido
(VSR)

Tabela 4 — Tabela de purificacdo da R-Ficoeritrina da macroalga marinha vermelha Solieria
filiformis utilizando o processo otimizado.

Rendimento por massade  Rendimento

alga imida (mg/qg)

por massade  Recuperacao indice de
Etapas
Proteina alga seca (%) Pureza
R-FE Total
Total (mg/g)
0,17 +
ETP-Sf 0,22 £ 0,005 1,7 100,00 0,62 + 0,027
0,012
PlII- 0,11+
0,20 + 0,008 1,1 62,32 + 2,230 1,58 £ 0,009
DEAE 0,008
0,06 +
VSR 0,17 £ 0,011 0.002 0,6 37,69 + 1,267 2,36 + 0,146

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: ETP-Sf: extrato total proteico de Solieria filiformis; PIII-DEAE: pico III da
cromatografia de troca ionica; VSR: fracdo retida no Vivaspin.



Pagina |58

Tabela 5 — Comparacdo dos valores do rendimento, recuperacdo e indice de pureza da R-FE nas etapas de extracéo e purificacdo entre os

relatados na literatura e os obtidos no presente trabalho.

Rendimento de R-FE (mg/g) *

Recuperacéo de R-FE (%)

Indice de Pureza

Etapas Bastos- Brito Presente Bastos- Brito Presente Bastos-  Brito Presente
Filho (2016) (2017) trabalho Filho (2016) (2017) trabalho Filho (2017) trabalho
(2016)
ETP-Sf 0,14 0,16 0,17 +0,012 100 100 100 0,42 0,46 0,62+0,027
F0/90 0,06 0,142 - 48,27 86,55 - 0,54 0,43 -
Pico 111-DEAE 0,03 0,06 0,11 + 0,008 21,82 42,91 62,32 £ 2,23 1,63 1,15 1,58 + 0,009
VSR - - 0,06 + 0,002 - - 37,69 + 1,267 - - 2,36+ 0,146

Fonte: Elaborado pelo autor; Bastos-Filho (2016); Brito (2017). Legenda: *Calculado com base na massa Umida da macroalga S.

autora; - Etapa ndo adotada na metodologia.

filiformis; @ Otimizacéo proposta pela
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Figura 17 —Aspecto visual de amostras do extrato bruto proteico e
das solucbes de R-FE obtidas em cada etapa do processo de

purificacdo da R-FE de S. filfiormis sob a luz branca e a luz azul

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A — Coloracdo da R-FE em todas as etapas
sob luz branca. B — Fluorescéncia da R-FE em todas as etapas sob luz azul; a -
PB; b — ETP-Sf; ¢ — PIlI-DEAE; d — VSR.

Ha poucos dados na literatura sobre ultrafiltracdo de ficobiliproteinas, além do fato
desse metodo ser utilizado apenas como etapa de pré-purificacdo e concentragdo de amostras
para posterior aplicagdo em cromatografias de exclusdo molecular, ndo apresentando dados de
rendimento e recuperacdo, como nas metodologias propostas por Rossano et al. (2003) para a
macroalga Corallina elongata, e por Wang et al. (2015) para a espécie Polysiphonia urceolata.
Por sua vez, Denis et al. (2009) utilizaram mecanismo em escala pré-industrial de
escalonamento, Microlab40, fornecido pela VMA Industries. Primeiramente, no seu trabalho
foram testadas diversas membranas de filtracdo, com poros de 10 a 300 kDa de diferentes
materiais, em escala de bancada. Em seguida, foi selecionada a membrana de poliéster sulfona
com poros de 30 kDa, a qual foi utilizada no equipamento de escala pré-industrial. O processo
possibilitou uma retencdo de 100% da R-FE de Grateloupia turuturu e permitiu a passagem de
mais 30% de outras proteinas e mais de 60% de carboidratos. A partir do gréafico do espectro
de absorbancia do material retido, foi possivel observar que o IP foi menor que o alcancado
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pelo presente trabalho. Contudo, o objetivo dos autores foi de concentrar a amostra para a sua
posterior purificacdo, além de que foi utilizado o extrato diretamente nesse processo, ao
contrario do que foi realizado na metodologia proposta pelo presente trabalho, que aplicou um
pico de cromatografia de troca ibnica, devido as membranas de Vivaspin exigirem material
mais limpido para que a filtracdo seja eficiente. Denis et al. (2009b), em outro trabalho,
utilizaram o chamado Amicon 8050 Stirred Cell, um mecanismo de ultrafiltracdo por
centrifugacdo, que atingiu pureza de 0,5 e rendimento de 0,57 mg R-FE/ g AU. O elevado valor
do rendimento se deve ao fato de os pesquisadores terem aplicado o extrato bruto diretamente
no sistema de ultrafiltracdo, atingindo um valor de mais de sete vezes maior que o alcangado
pela metodologia proposta para S. filiformis. Contudo, o indice de pureza para 0 método foi de

quase cinco vezes menor que o IP atingido pelo presente trabalho.

4.3 Atividade antioxidante in vitro da R-Ficoeritrina pura

O presente trabalhou realizou ensaio de trés métodos distintos para a determinacao
da atividade antioxidante da R-FE purificada de S. filiformis. Todavia, além da diversidade de
métodos, existe também ampla diversificagdo das metodologias utilizadas e dos mecanismos
de mensuracao, dificultando andlises comparativas com outros trabalhos.

No presente trabalho, a R-Ficoeritrina purificada (VSR) da macroalga S. filiformis
apresentou alta capacidade de quelagio do Fe?, na qual a sua atividade maxima (94,75 * 1,86%)
foi observada naconcentragao de 500 pug/mL, valor préximo ao alcancado pelo EDTA (100%),
controle positivo deste ensaio (Grafico 1). Numa concentracdo de apenas 125 pg/mL apresentou
atividade de 92,93 + 5,08%, valor considerado ja elevado, se comparado com outras
ficobiliproteinas, resguardando as diferencas metodologicas. Sonani et al. (2014), por exemplo,
s6 atingiu 86% de atividade quelante de Fe?" numa concentragdo de 250 pg/mL para a

ficocianina de Lyngbya sp.
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Grafico 1 — Efeito da quela¢ao do ion ferroso pela R-FE purificada de S.
filiformis.

100~ a a a

60+

40+ b

Quelacao do fon Ferroso (%)

0 L] L} L] L L
31,25 62,50 125 250 500

Concentracao (ng/mL)

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: (') R-FE; (m) EDTA. Os resultados foram analisados
por two-way ANOVA, seguido pelo de Turkey (p < 0,05), onde letras iguais indicam

inexisténcia de diferenca significativa.

A capacidade de sequestro do DPPH pela R-FE pura foi determinada por este
trabalho, apresentando um perfil concentra¢do-dependente, tendo sua atividade maxima de
79,04 £ 0,66% numa concentracdo de 500 pg/mL, valor de somente cerca de 10% menor ao
encontrado para o BHT, controle positivo do ensaio (Grafico 2). O BHT, um antioxidante
sintético vastamente utilizado pelas indistrias farmacéutica, alimenticia e cosmética apresenta
algumas limitagdes, por ser toxico e potencialmente carcinogénico (PANICKER et al., 2014;
SOUSA et al., 2016). Desse modo, a R-FE de S. filiformis se apresenta como alternativa

potencial como agente antioxidante.
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Grafico 2 — Efeito do sequestro do radical DPPH pela R-FE purificada de S.
filiformis.

100+

80+ i

60+

20+

Sequestro do Radical DPPH (%)

31,25 62,50 125 250 500
Concentracio (ng/mL)

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: (J) R-FE; (m) BHT. Os resultados foram analisados
por two-way ANOVA, seguido pelo teste de Turkey (p < 0,05), onde letras iguais indicam

inexisténcia de diferenca significativa.

Senthilkumar et al. (2013b), que utilizaram metodologia similar para a R-FE da
macroalga Portieria hornemannii, encontraram atividade antioxidante menor que a alcangada
pelo presente trabalho. Os autores atingiram o maximo de apenas 43,55% de sequestro do
radical DPPH, numa concentragao dez vezes maior (5 mg/mL) que o presente trabalho na sua
concentracdo maxima.

Por ultimo, foi realizado o ensaio de captura do radial catibnico ABTS (2,2"-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) . Trata-se de um método similar ao sequestro
de DPPH, todavia num comprimento de onda em que ha garantia de que ndo hé interferéncia
da coloracdo do pigmento. O controle positivo, acido ascorbico, apresentou 100% de
capacidade de sequestro do radical livre ABTS™ em todas as concentragdes testadas nesse
ensaio. Ja a R-FE pura apresentou atividade de 97,98 + 0,52% quando foram administrados 500

ng/mL, apresentando também nesse ensaio um perfil concentragdo-dependente (Grafico 3).
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Grafico 3 — Efeito do sequestro do radical ABTS "pela R-FE purificada

de S. filiformis.
- b b b b b
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: (1) R-FE; (m) Acido ascorbico. Os resultados
foram analisados por two-way ANOVA, seguido pelo teste de Turkey (p < 0,05), onde

letras iguais indicam inexisténcia de diferenca significativa.

Algumas constatacdes justificam a capacidade antioxidante da R-FE de S.
filiformis. Por se tratar de uma proteina, a sua atividade antioxidante se origina da presenca de
alguns aminoéacidos, como glutamato, aspartato, alanina, leucina, arginina, isoleucina, serina,
glicina e treonina. (WU et al., 2016). Aminoacidos hidrofobicos sdo bons doadores de prétons
assim como séo bons quelantes de ions metalicos. Sonani et al. (2014) também justificaram a
capacidade antioxidante da ficoeritrina de Lyngbya sp. pela presenca desses aminoacidos. Além
disso, acredita-se que a estrutura do anel de histidina e dos grupos carboxil e amino nas cadeias
laterais de amino&cidos acidos e basicos desempenham um papel importante no sequestro de
ions metalicos. As subunidades a e f contém cerca de 35 unidades desses residuos. Além disso,
essas subunidades se encontram na superficie externa das estruturas terciarias dessas proteinas,
0 que, somado a distribuigdo entre aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos, é responsavel pela
alta performance dessa atividade biologica. Ademais, a R-FE contém uma estrutura
tetrapirrolica linear, em que a presenca de duplas ligacdes e capacidade de reducdo também
contribuem para a atividade antioxidante total da R-FE (PATEL et al., 2018).
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, o processo de purificacdo da R-Ficoeritrina da
macroalga marinha vermelha Solieria filiformis foi otimizado, uma vez que alcancou valores
de rendimento, recuperacdo e indice de pureza superiores aos relatados na literatura. Além
disso, a R-FE de S. filiformis que apresentou maior indice de pureza mostrou atividade

antioxidante concentracdo-dependente.
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