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RESUMO

A R-Ficoeritrina (R-FE), um pigmento fotossintético vermelho (ficobiliproteina)
presente em macroalgas rodoficeas, tem ampla aplicacdo em biotecnologia como sonda
fluorescente em imunologia, biologia celular, além de corante natural em alimentos e
cosméticos. Diante disso, o presente trabalho teve por objetivo purificar e caracterizar
parcialmente o pigmento fotossintético fluorescente R-FE da Solieria filiformis, macroalga
marinha vermelha abundante no litoral nordestino brasileiro e com alto potencial para cultivo
no mar. Um esquema de purificacdo com precipitacdo proteica (sulfato de amonio 90% de
saturacdo), seguido por cromatografias em matrizes de DEAE-Sephacel e Sephacryl S-300,
gerou um pigmento purificado apresentando trés picos de absor¢do (495, 540 e 564 nm), um
pico de emissdo de fluorescéncia (575 nm, quando excitada a 495 nm), e um indice de pureza
de 4,5, possibilitando sua aplicacdo como marcador fluorescente na biotecnologia. O processo
de purificagdo da R-FE apresentou uma recuperacdao de 12,78% e um rendimento de 0,17
mg/g de alga seca. Por eletroforese (PAGE-SDS) a R-FE apresentou uma banda proteica na
auséncia do agente redutor e trés bandas proteicas com massas moleculares de 18, 20 e 37
kDa, referentes as subunidades o, B € y, na presenca do agente redutor. A R-FE apresentou
60% de a-hélice em sua estrutura secundaria, mantendo estabilidade dessa estrutura até 70 °C.
As propriedades espectroscOpicas da R-FE demonstraram estabilidade até 70 °C, porém, foi
observada uma reducdo de 72,1 % e 98,5 % nos seus espectros de absor¢do e emissdo de
fluorescéncia, respectivamente, somente a 80 °C por 1 hora. A capacidade de absor¢do da R-
FE pura, ao ser armazenada por 30 dias, se manteve estavel nas temperaturas de -20 °C e 4
°C, porém, a 25 °C, foi observada uma reducao significativa dos picos de absor¢do com 5 dias
(81,6%, 90,6% e 92,7%, em relagc@o aos picos de 495, 540 e 564, respectivamente). Quanto a
sua capacidade de fluorescéncia, foi observada uma reducgdo de 42,5 %, 33,3 % e 100 %, ao
ser armazenada por apenas 5 dias nas temperaturas de -20 °C, 4 °C e 25 °C, respectivamente.
Diante dos resultados, foi estabelecido um protocolo de purificacdo para R-ficoeritrina de S.
filiformis, apresentando um elevado indice de pureza e uma alta massa molecular constituida
de trés subunidades monoméricas (o, P e 7y), apresentando predomindncia de estrutura
secundaria em o-hélice termoestavel, propriedades espectroscopicas (absorbancia e
fluorescéncia) de elevada estabilidade, e, sobretudo em condicoes adequadas de

armazenamento.

Palavras-chave: R-Ficoeritrina; Pigmento Fluorescente; Corante Natural; Solieria filiformis.



ABSTRACT

R-Phycoerythrin (R-PE) is a red photosynthetic pigment (phycobiliprotein) present in
Rhodophyta and it has wide application in biotechnology as a fluorescent probe in
immunology, cell biology, and natural colorant in foods and cosmetics. Therefore, this study
aimed to purify and to characterize partially the fluorescent photosynthetic pigment R-PE
from red marine macroalgae Solieria filiformis, abundant in the Brazilian northeastern coast
with high potential for cultivation in the sea. A purification scheme with protein precipitation
(ammonium sulfate 90% saturation) followed by chromatography on matrices DEAE-
Sephacel and Sephacryl S-300, produced a purified pigment that have three absorption peaks
(495, 540 and 564 nm), one fluorescence emission peak (575 nm when excited at 495 nm) and
a purity index of 4.5, enabling it’s application as a fluorescent marker in biotechnology. The
purification process of the R-PE was a recovery of 12.78% and a yield of 0.17 mg/g of dry
seaweed. Electrophoresis (SDS-PAGE) of R-PE showed one protein band in the absence of
reducing agent and three protein bands with molecular weight of 18, 20, 37 kDa, regarding
the a, B and y subunits, in the presence of a reducing agent. R-PE showed 60% of a-helix in
their secondary structure, while maintaining stability of the structure up to 80 °C. The
spectroscopic properties of the R-PE showed stability up to 70 °C, however, a reduction of
72.1% and 98.5% in their absorption and fluorescence emission spectra were observed,
respectively, only at 80 °C for 1 hour . The absorption capacity of R-PE, stored for 30 days,
remained stable at temperatures of -20 °C and 4 °C, but at 25 °C, a significant reduction of the
absorption peak was observed at 5 days (81.6%, 90.6% and 92.7% compared to the peaks
495, 540 and 564, respectively). It was observed reduction of fluorescence capability of
42.5%, 33.3% and 100% when stored for 5 days at 20 °C, 4 °C and 25 °C, respectively. In
accord with these results was established a purification protocol for R-phycoerythrin from S.
filiformis, with a high purity index and a high molecular weight made up of monomeric
subunits (o, B and y), with predominance of secondary structure in a-helix thermostable,
spectroscopic properties (absorption and fluorescence) of high stability, and especially in

appropriate storage conditions.

Keywords: R-Phycoerythrin; Fluorescent pigment; Natural dye; Solieria filiformis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Classificacdo e Importancia Ecoldgica das Algas

De uma forma geral, as algas podem ser conceituadas como sendo organismos
fotossintéticos, variando de uni a pluricelulares, que possuem funcdes bioldgicas e ecologicas
semelhantes as plantas, mas ndo possuem raizes, caules, folhas e estruturas vasculares
definidas, bem como, ndo compartilham uma histéria evolutiva comum, com excecdo de
algumas espécies de algas verdes (KAISER ef al., 2005; STENGEL; CONNAN; POPPER,
2011). Elas sao ubiquas e estdo presentes nos mais diversos tipos de hdbitats, ocorrendo mais
comumente na agua, seja doce ou salgada, e, também, podem ser encontradas em ambientes
de temperaturas extremas, como as que vivem em neve, desertos e fontes termais, € as que
vivem sobre troncos de arvores e rochas (LEE, 2008).

O termo ‘“alga” nao tem valor taxondmico, pois ele é designado a diversos
organismos que sdo diferentes em relagdo a origem e composicdo quimica, por exemplo
(LOURENCO, 2006). Isso torna a classificacdo desses organismos um tanto complexa, pois
eles possuem representantes em dois dos trés dominios da vida, Bacteria e Eukarya. De
acordo Adl et al. (2005), as algas no dominio Bacteria sdo representadas pelas cianobactérias,
e as no dominio Eukarya estdo divididas em trés grupos Chromalveolata, Archaeplastida e
Excavata.

As algas possuem uma grande importincia ecoldgica, como por exemplo,
responsaveis pela maior parte do oxigénio disponivel na atmosfera terrestre, pela producao de
carbono organico, que servem como alimento para outros organismos marinhos, pela
deposicdo dos componentes organicos das algas que viveram ha milhdes de anos, originando
os combustiveis fosseis, e pela capacidade desses organismos de remover os poluentes de
efluentes agricolas e de esgoto (BOLD; WYNNE, 1985; GRAHAM; GRAHAM; WILCOX,
2009).

As algas sdo didaticamente divididas em microalgas e macroalgas, onde possuem
uma grande variedade de tamanho, desde fitoplanctons, medindo de 0,2-2,0 um de diametro,
até as gigantes kelps, que podem medir de 30-80 metros e ddo origem a grandes florestas de
algas do tipo Laminaria (BARSANTI; GUALTIERI, 2006; RAVEN; EICHHORN, 2014).

As macroalgas marinhas podem ser classificadas em verdes, pardas e vermelhas,
onde diferem entre si de acordo com seus pigmentos fotossintéticos e componentes da parede

celular, como mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Pigmentos e Componentes da Parede Celular de Macroalgas Marinhas Verdes,

Pardas e Vermelhas.

Principais componentes da
parede celular

Pigmentos Fotossintéticos

Chlorophyta . Celulose, carbonato de cdlcio em
Clorofila a, b L.
(Algas Verdes) algas calcérias
Phaeophyta . .
(Algas Pardas) Clorofila a, c, xantofilas , Celulose, alginatos
Rhodophyta Clorofila a, ficobiliproteinas Agar, carragenana, carbonato de
(Algas Vermelhas) (ficocianina, ficoeritrina) calcio em algas coralinas

Fonte: Modificado de CASTRO; HUBER, 2012.

1.2 Importancia Economica das Macroalgas Marinhas

As macroalgas marinhas, por biossintetizarem compostos fendlicos,
polissacarideos, proteinas, peptideos e pigmentos, tém sido utilizadas como alimento e como
fontes de compostos bioativos e com propriedades fisico-quimicas em diferentes &areas
industriais. Além disso, as macroalgas t€ém sido apontadas como importantes biomassas para a
producdo de biocombustiveis e para a alimentacdo animal (KADAM et al., 2015).

Diante disso, o cultivo de macroalgas marinhas no mar tem crescido
exponencialmente nas ultimas décadas, atingindo 24 milhdes de toneladas anuais, em 2012,
para atender a demanda alimenticia e industrial. No entanto, apenas oito nacdes asidticas
produziram juntas 99% da producdo mundial, enquanto a maioria dos 150 paises e territorios
litoraneos do mundo ainda estavam comecando esse tipo de atividade (RADULOVICH et al.,
2015). Logo, algumas espécies de macroalgas ja vém sendo estudadas quanto ao seu potencial
econdmico e de cultivo no mar, contribuindo para um dos novos segmentos da maricultura, e
amparando as industrias de extracdo de compostos naturais das macroalgas marinhas com alto
potencial biotecnolégico (HAFTING et al., 2015).

Alguns estudos tém relatado o potencial biofertilizante do extrato aquoso da
macroalga marinha verde Enteromorpha intestinalis na agricultura como uma possivel
alternativa aos fertilizantes quimicos (MATHUR et al., 2015). Do ponto de vista
farmacoldgico, foram relatados efeitos antinociceptivo e anti-inflamatdrio da lectina isolada
da macroalga marinha verde Caulerpa cupressoides (DA CONCEICAO RIVANOR et al.,

2014) e de polissacarideos sulfatados da macroalga marinha verde Caulerpa racemosa
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(RIBEIRO et al., 2014) e o efeito ansiolitico de polissacarideos sulfatados da macroalga
marinha vermelha Gracilaria cornea (MONTEIRO et al., 2015).

No setor alimenticio, a importancia das macroalgas € indiscutivel visto que ji sdo
utilizadas como alimento por diversos povos, principalmente os orientais. O exemplo mais
difundido de género de macroalga consumida é a Porphyra, mais conhecida como nori, que é
utilizada no preparo do sushi, um prato da culindria japonesa (BARSANTI; GUALTIERI,
2006). As propriedades nutracéuticas das macroalgas também t€m sido relatadas,
recentemente, por Charoensiddhi et al. (2015). Nesse estudo, os autores concluiram que o
extrato aquoso da macroalga parda Ecklonia radiata apresentou um elevado potencial para ser
utilizado como antioxidante natural. J& do ponto de vista industrial, as macroalgas t€ém sido
fontes de compostos que se configuram como insumos industriais agindo como gelificantes,
emulsificantes, umidificantes e estabilizantes. Os hidrocoloides presentes nas macroalgas
marinhas, principalmente as carragenanas, agaranas e alginatos, sdo utilizados na fabricacdo
de geleias, pudins, iogurtes, sorvetes, embutidos carneos, dentre outros. (CASTRO; HUBER,
2012).

Os pigmentos fotossintéticos das macroalgas, principalmente das vermelhas,
como ficocianinas e ficoeritrinas, também tém sido relacionados a diferentes aplicacdes
biotecnoldgicas. Esses pigmentos das macroalgas vermelhas sdo denominados de
ficobiliproteinas, sendo pigmentos naturais com possibilidade de diversas coloracdes (Figura
1), e apresentando alta fluorescéncia, tornando-se moléculas com uma grande perspectiva para
uso na industria, visto a caréncia de pigmentos naturais e compostos fluorescentes.

Visando a aplicagdo de pigmentos naturais em alimentos, a Dainippon Ink &
Chemicals (DIC) ja comercializa a ficocianina extraida a partir da microalga Spirulina
(Arthrospira plantensis), sendo vendida pelo nome de Linablue, bem como também
comercializa produtos alimenticios como sobremesas, picolés, balas, entre outros, produzidos
com essa ficobiliproteina (DIC, 2016).

Visando a aplicacdo na inddstria farmacéutica, diversas atividades bioldgicas
utilizando ficobiliproteinas ja foram relatadas na literatura, como antioxidante,
imunomodulatéria, anticancer, sonda fluorescente de células cancerigenas, demonstrando o
vasto campo de utilizagdo dessas ficobiliproteinas (PAN et al., 2013; CHEN et al., 2014,
GAO et al., 2015; PALIWAL et al., 2015; THANGAM et al., 2015).
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Figura 1. Diversidade Natural de Coloracdo de Extratos de Diferentes Espécies de Microalgas

Marinhas (Synechococcus Spp.) devido a diferengas no Teor de Ficobiliproteinas.

el

Fonte: SIX et al., 2007

O valor de mercado para produtos gerados com ficobiliproteinas (incluindo
agentes fluorescentes), a partir de microalgas, é estimado em mais de 60 milhdes de dblares
(BOROWITZKA, 2013). Atualmente, diversos tipos de ficobiliproteinas sdao vendidos por

empresas especializadas, onde o preco varia de acordo com a pureza do pigmento (Tabela 2).
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Tabela 2. Valor Comercial de Ficobiliproteinas.

Valor

(em US$.mg'1) Referéncia

Molécula

Columbia

B L. 25,00 (BIOSCIENCES, 2016a)
Biosciences
et R B(.:"l“.mbla 10,00 (BIOSCIENCES, 2016b)
(FE) iosciences
R ProZyme 25,00 (PROZYME, 2016a)
B Sigma-Aldrich 356,00 (ALDRICH, 2016a)
R Sigma-Aldrich 146,50 (ALDRICH, 2016b)
Ficocianina C ProZyme (PROZYME, 2016b)
(FO) C Sigma-Aldrich (ALDRICH, 2016¢)

Columbia

. . . - .. 50,00 (BIOSCIENCES, 2016c¢)
Aloficocianina Biosciences
(AFC) - ProZyme 25,00 (PROZYME, 2016¢)
- Sigma-Aldrich 340,50 (ALDRICH, 2016d)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com o objetivo de utilizar os residuos gerados da extracdo de ficobiliproteinas,
surge o conceito de biorrefinaria que pode ser definido como uma instalacio que integra
processos de conversdo da biomassa em diversos produtos, sendo usado para garantir a
extracdo de outros componentes de valor comercial agregado a partir da mesma biomassa de
alga, maximizando os beneficios e lucros (EMBRAPA, 2011; JOHNSON; KUMAR; DAS,
2014).

Ja € descrito na literatura esquemas de biorrefinaria para macroalgas vermelhas,
como € o caso de Baghel et al. (2015) onde utiliza as macroalgas Gelidiella acerosa e
Gracilaria dura para extracio de ficobiliproteinas, fertilizante liquido, lipidio, agar e celulose,

que a partir de hidrélise enzimatica e fermentacao, € produzido bioetanol.
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1.3 Pigmentos Fotossintéticos de Macroalgas Vermelhas

1.3.1 Ficobiliproteinas

As ficobiliproteinas sdo proteinas pigmentadas soldveis em 4agua, onde sua cor
caracteristica e as suas propriedades espectrais sdo devido a presenca de grupos prostéticos
tetrapirrdlicos de cadeia aberta (bilinas ou ficobilinas) covalentemente ligados, por ligacdes
do tipo tioéter, a residuos de cisteina (GLAZER et al., 1976; GLAZER, 1984; FICNER;
HUBER, 1993; JIANG; ZHANG; LIANG, 1999). A ficobilina € o pigmento fotossintético em
si, porém ela s6 possui um papel funcional se tiver uma proteina acoplada (LOURENCO,
2006).

Essas proteinas sdo capazes de absorver a radiacio eletromagnética (Figura 2) do
espectro de luz visivel numa regido onde a clorofila € ineficiente (450-670 nm) e transmitir
para o centro reativo do fotossistema Il (GLAZER, 1989; NELSON; COX, 2014; CHALOUB
et al., 2015), desempenhando um papel importante para a fotossintese. Devido as suas
propriedades espectroscopicas (absorbdncia e fluorescéncia) as ficobiliproteinas tém sido
usadas como sondas fluorescentes, entretanto, sua producdo através de expressao heterdloga é
limitada diante da complexidade da sua estrutura quimica (GLAZER; STRYER, 1984;
ISAILOVIC; LI; YEUNG, 2004).

Figura 2. Radia¢do Eletromagnética.

Tipo d_e Raios gama Raios X | UV Infra- | Micro-ondas Ondas de radio
radlagao vermelho
Comprimento <1nm 100nm <1 milimetro 1metro  Milhares de metros
de onda
Luz visivel
Amarelo
Violeta Azul  Anil  Verde Cor de laranja Vermelho
Comprimento 380 430 500 560 600 650 750
de onda (nm)
Energia 300 240 200 170
(kJ/einsteln)

Fonte: NELSON; COX, 2014
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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 é chamado de radiacdo fotossintética
ativa. Os organismos fotossintetizantes ajustam sua estrutura de captag@o de luz para absorver
os varios comprimentos de onda de luz desse espectro, que varia com a profundidade da agua.
Esse processo é chamado de aclimatacdo cromdtica complementar (KAISER ez al., 2005;
GRAHAM; GRAHAM; WILCOX, 2009).

De acordo com suas caracteristicas espectrais de absorbancia (Figura 3), as
ficobiliproteinas podem ser divididas em quatro principais grupos: ficoeritrina (FE) (Apax =
495-570 nm); ficoeritrocianina (FEC) (Anax = 575 nm); ficocianina (FC) (Ayax = 610-620 nm);
e aloficocianina (AFC) (Amax = 650-655 nm) (BRYANT; GLAZER; EISERLING, 1976;
GLAZER, 1984, 1985; APT; COLLIER; GROSSMAN, 1995). J4 de acordo com a sua
coloracdo, as ficobiliproteinas podem ser classificadas em dois grandes grupos: a ficoeritrina
(vermelho) e a ficocianina (azul) (O’CARRA; MURPHY; KILLILEA, 1980).

Organismos que crescem em aguas rasas tendem a conter ficobiliproteinas
especializadas em absorver a luz amarela / vermelha (ficocianina), enquanto que os que estdao
em maior profundidade, tendem a conter ficobiliproteinas especializadas em absorver a luz
verde / azul (ficoeritrina), que €, relativamente, a luz mais abundante em altas profundidades
(SAGERT; SCHUBERT, 1995; KEHOE; GUTU, 2006; KEHOE, 2010).

A caracteristica que faz as algas vermelhas serem capazes de se desenvolver e
crescer abundantemente em 4guas profundas estd diretamente ligado ao alto teor de
ficoeritrina presente em seus tilacdides, pois essa ficobiliproteina tem uma absorcdo eficiente

da luz na faixa espectral de 450 a 570 nm (WANG et al., 2015).



Pagina |25

Figura 3. Espectro de Absor¢do dos Pigmentos Fotossintetizantes Ficoeritrina, Ficocianina e

Clorofila a presentes em Macroalgas Vermelhas.

Luz solar
atingindo ——

a terra

Ficoeritrina

° Ficocianina
s
&
2
©
<
<+— Clorofila a
1 1 1 1
300 400 500 600 700 800

Comprimento de Onda (nm)

Fonte: Adaptado de NELSON; COX, 2014

As ficobiliproteinas estdo agregadas em complexos proteicos supramoleculares

que estdo dispostos na forma de antena e sdo denominados ficobilissomos, onde, in vivo, estdo

situados na superficie externa da membrana do tilacéide, no estroma, e sdo constituidos,

basicamente, por duas proteinas, as ficobiliproteinas e os peptideos de ligacdo (Figura 4)

(GANTT, 1980; LUNDELL; WILLIAMS; GLAZER, 1981; APT; COLLIER; GROSSMAN,

1995).
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Figura 4. Representacdo da Membrana do Tilacéide e dos Ficobilissomos.

Superficie Luminal do Tilacoide

a E a E a E k Membrana do Tilacoide

@ PSII + local de fixagdo do ficobilissomo

O PSI, citocromo, subunidade CF,

£ Aloficocianina
Ficobilissomo

mm Ficocianina, ficoeritrina

Fonte: Adaptado de DUMAY et al., 2014. Legenda: CF — Fator de acoplamento; PS — Fotossistema.

A estrutura do ficobilissomo (Figura 5) permite qualquer um dos pigmentos
absorver a luz solar e transferir para o centro de reacao fotossintético II com uma eficiéncia de
captacdo e transferéncia de energia de aproximadamente 100% in vivo (GLAZER, 1984,
1989). Estudos de medicdes de energia demonstraram que a energia da luz absorvida pela
ficoeritrina € transmitida para ficocianina, em seguida, para a aloficocianina, e, finalmente,
para a clorofila a do centro de reagdo, por transferéncia de éxcitons (APT; COLLIER;

GROSSMAN, 1995; BERMEJO ROMAN et al., 2002; NELSON; COX, 2014).
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Figura 5. Representacdo da Estrutura do Ficobilissomo.
LUZ

480-570 nm 550-650 nm

Transferéncia de
Energia Luminosa

Estroma

Membrana do Tilacéide

lRacaaacacacccacscsascsoacacanacaa

— @ Ficoeritrina, ficoeritrocianina ou ficocianina

— @ Ficoeritrina ou ficocianina O Aloficocianina
* . Ficocianina

Hastes

Fonte: Adaptado de DUMAY et al., 2014.

Além de aumentar o espectro de captacdo de luz, as ficobiliproteinas t€ém como
segunda funcao atuar como reserva de nitrogénio, onde, em situacdes de caréncia, as proteinas
que as compdem sao degradadas, eliminando os ficobilissomos e liberando nitrogénio para os
processos metabodlicos essenciais, ocasionando uma mudanca de coloragdo nas algas para um
tom esverdeado, e por consequéncia, realizando menos fotossintese. Entretanto, quando o
nitrogénio disponivel estiver em concentracdo suficiente para a sobrevivéncia das algas, as
ficobiliproteinas podem ser ressintetizadas e os ficobilissomos reconstituidos (LOURENCO,
2006; JOHNSON; KUMAR; DAS, 2014).

O ficobilissomo é composto por duas estruturas distintas chamadas de hastes e
nucleo. As hastes sdo compostas pelos pigmentos fotossintéticos ficoeritrina e ficocianina,
onde o pigmento que apresenta maior energia fica alojado na ponta das hastes (ficoeritrina),
enquanto o pigmento que apresenta menor energia fica localizado na base das hastes
(ficocianina), e o nucleo é composto pela aloficocianina.

A conexdo entre as hastes, o nicleo e a membrana do tilacéide se da pelos
peptideos de ligacdo, onde, dependendo da espécie, representam em torno de 15 % do total de

proteinas do ficobilissomo (DE MARSAC; COHEN-BAZIRE, 1977). Suas principais fungdes
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sao fixar a estrutura do ficobilissomo no tilacéide e dar estabilidade a essa estrutura (DUMAY
et al., 2014). Sao eles: o peptideo de ligacdo do nicleo a membrana (Lcy) com massa
molecular que varia de 70 a 120 kDa e tem por fun¢do ligar o nicleo do ficobilissomo a
membrana do tilacdide, e, também, atuar como receptor final de éxcitons contribuindo para a
transferéncia dessa energia para o centro de reacdo; o peptideo de ligacao L¢ (9-12 kDa) que
tem por finalidade montar e fixar o nucleo do ficobilissomo; e, por fim, o peptideo de ligacao
Lrc (25-35 kDa) que tem por fungdo estabilizar a estrutura da ficobiliproteina e fazer a
conexdo da haste do ficobilissomo ao seu nicleo (GLAZER, 1984; DUCRET et al., 1998;
SEKAR; CHANDRAMOHAN, 2008).

As ficobiliproteinas sdo constituidas de duas subunidades diferentes (o e ) € uma
terceira subunidade diferente (y), que € encontrada nas ficoeritrinas (FE) e atua como peptideo
de ligacdo. (GLAZER; HIXSON, 1975; SIDLER, 1994; GALLAND-IRMOULI et al., 2000;
NIU; WANG; TSENG, 2006). As subunidades estdo dispostas na forma de disco segundo a
Figura 6.

Figura 6. Organizacdo das Subunidades das Ficobiliproteinas em Trimeros e Hexameros.

Subunidades Monomero (aff) Trimero (of3)3 Hexamero (af)s

Fonte: Adaptado de DUMAY et al., 2014.

A ficoeritrina é encontrada tanto na forma hexamérica com as subunidades a. e 3 e
v [(aB)sy], assim como sem a subunidade gama y [(af)s], variando de acordo com o tipo de
ficoeritrina isolada; a ficoeritrocianina pode ser encontrada tanto na forma trimérica [(af)s],
como na forma hexamérica [(af)s]; a ficocianina é encontrada, no pH 5-6, na forma
hexamérica [(af)s] €, no pH 7, na forma trimerica [(0f8);] e a aloficocianina é comumente
encontrada na forma trimérica [(af);] (GLAZER, 1984; CHANG et al., 1996; ROSSANO et
al., 2003; SUN et al., 2009; SEPULVEDA-UGARTE et al., 2011; DUMAY et al., 2014;
SUDHAKAR et al., 2015; WANG et al., 2015).

Existe uma ou mais ficobilinas ligadas em cada subunidade, podendo ser

encontradas quatro tipos diferente: ficoeritrobilina (PEB, An.x = 560 nm), ficourobilina (PUB,
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Amax = 450 nm), ficocianobilina (PCB, Ap.x = 620-650 nm) e ficoviolobilina (PXB, Ap.x = 575
nm) (GLAZER, 1984, 1989; ISAILOVIC; LI; YEUNG, 2004; NIU; WANG:; TSENG, 2006;

ZHAO et al., 2013, 2015), onde suas estruturas quimicas estdo representadas na Figura 7.

Figura 7. Estruturas Quimicas das Ficobilinas.

COOH COOH COOH COOH
i P fi !
v s R /
o N N N N o N N
H H H H H
Ficocianobilina (PCB) Ficoeritrobilina (PEB)
COOH COOH COOH COOH
\ ﬁﬁ M
P NS V7
o/ N N N/ N o o N N
H H H H H

Ficoviolobilina (PXB) Ficourobilina (PUB)

Fonte: Adaptado de ISAILOVIC; LI; YEUNG, 2004.

PEB ¢é encontrada nas C-ficoeritrinas, R-ficoeritrinas, B-ficoeritrinas e
ficocianinas, PUB é encontrada nas R-ficoeritrinas e B-ficoeritrinas, PCB é encontrada nas
ficocianinas, aloficocianinas e ficoeritrocianinas, e PXB € encontrada nas ficoeritrocianinas,
fazendo com que os tipos de ficobilinas presentes nos organismos variem de espécie para
espécie, conservando os locais de ligacdo das ficobilinas (APT; COLLIER; GROSSMAN,
1995; ISAILOVIC; LI; YEUNG, 2004; NIU; WANG; TSENG, 2006).

As ficobiliproteinas, quando estdo compondo os ficobilissomas, sdo fracamente
fluorescentes, no entanto, quando essas estruturas sdo extraidas em tampdo ocorre a
desintegracdo desses ficobilissomas, liberando as ficobiliproteinas que, por sua vez,
impedidas de transferir elétrons no processo fotossintético, passam a exibir propriedade

fluorescente (ERIKSEN, 2008; SUN et al., 2009; CIAN et al., 2015).
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1.3.1.1 Ficoeritrinas

As ficoeritrinas s@o os principais pigmentos encontrados nas macroalgas
vermelhas, onde sdo amplamente distribuidas entre os grupos taxondmicos. Em relagdo as
caracteristicas espectroscOpicas, constituem o grupo mais varidvel das ficobiliproteinas
(HOFFMANN; TALARICO; WILMOTTE, 1990; GLAZER, 1994). Elas também sao
conhecidas por representarem a classe das ficobiliproteinas mais dinamicas, devido aos seus
picos de absor¢do e a sua emissdo de fluorescéncia (em torno de 575 nm) (SUN et al., 2003),
facilitando a adaptacdo das macroalgas vermelhas frente as alteragdes ambientais
(RODRIGUEZ et al., 1991).

De acordo com suas caracteristicas espectrais de absorbancia, elas sdo divididas
em cinco grupos: B-Ficoeritrina (B-FE) [(Anax = 565 nm, 545 nm, e um ombro a 499 nm)], b-
Ficoeritrina (b-FE) [(Apax = 545 nm, ¢ um ombro a 565 nm)], C-Ficoeritrina (C-FE) [(Anax =
560 nm)], CU-Ficoeritrina (CU-FE) [(Anax = 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)] (BOGORAD, 1975; GLAZER
et al., 1976; BRYANT, 1982; SIDLER, 1994). R-FE e B-FE sdo encontradas nas algas
vermelhas (R-FE € encontrada na maioria das macroalgas vermelhas e B-FE em algumas
microalgas vermelhas como Porphyridium e Rhodella violacea), enquanto b-FE, C-FE e CU-
FE s3o encontradas em cianobactérias (KOLLER; WEHRMEYER, 1975; BERMEJO;
TALAVERA; ALVAREZ-PEZ, 2001; SEPULVEDA-UGARTE et al., 2011; ZHAO et al.,
2013; GONZALEZ-RAMIREZ et al., 2014; WANG et al., 2015).

Essa diferenca espectral de absorbancia entre as ficoeritrinas se deve a quantidade
de ficobilinas totais presentes na sua estrutura. B-FE e R-FE s@o compostas por trés
subunidades a, B e y e suas estruturas sdo descritas como complexos hexaméricos (af})e¢y ou
(ap)sy(ap)s, enquanto que b-FE e C-FE também sdo formadas por complexo (af3), porém nao
possuem a subunidade y (Figura 8) (LUNDELL et al., 1984; CHANG et al., 1996; SUN et al.,
2003, 2004; ISAILOVIC; LI; YEUNG, 2004). CU-FE tem propriedades de absorcdo e
ficobilinas, semelhantes a R-FE, sendo usualmente classificada como R-FE (STADNICHUK,
1995).

As subunidades a, f e y que compdem a R-FE possuem em torno de 18, 20 e 35
kDa, respectivamente, e formam complexos hexaméricos (af)sy, de 240 kDa, onde dois
trimeros (of)); estdo dispostos na forma de disco, ligados pela subunidade y, que esta
localizada no centro da cavidade formada por esses trimeros, conferindo maior estabilidade

(CHANG et al., 1996; WANG; ZHOU; ZENG, 1998; GALLAND-IRMOULI et al., 2000;
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FLEURENCE, 2003; ROSSANO et al., 2003; KAWSAR et al., 2011). Elas possuem duas
bilinas em sua estrutura, ficoeritrobilinas (PEB) e ficourobilinas (PUB), onde a transferéncia
de energia de ressonincia por fluorescéncia (FRET) da PUB para PEB resulta no pico de
emissdo maximo de fluorescéncia a 575 nm (Jiang et al., 1999), que exibe uma intensidade 20

vezes maior do que o relatado para outros pigmentos, como a fluoresceina. (FLEURENCE,
2004).

Figura 8. Representacdo das Estruturas das Ficoeritrinas contendo as Ficobilinas.

b-Ficoeritrina (b-FE) C-Ficoeritrina (C-FE)
(oP)n (aPB)s
:PEB PEB \ ,PEB PEB PEB PEB
PEB PEB PEB PEB: :PEB
R-Ficoeritrina (R-FE) B-Ficoeritrina (B-FE)
(ap)sy (apB)ey
:PEB PEB. _ PUB PEB PEB. _ PEB
PEB PEB :PEB PEB

PUB PEB PUB

PUB ‘PEB

Fonte: Adaptado de DUMAY et al., 2014.

PUB

o}

PUB PUB

Como esquematizado na Figura 8, a subunidade a da R-FE possui duas ficobilinas
do tipo PEB que estdo ligados por residuos de cisteina especificos (C82 - ab%8 e C139 - afEE
por uma ligacdo tioéter; a subunidade B possui trés ficobilinas na sua estrutura, duas do tipo

PEB ligadas por residuos de cisteina especificos (C82 - BEEE e C158 - BYEE) por uma ligacio

tioéter e uma do tipo PUB por residuos de cistefna especificos (C50/61 - BEY /Be1) por duas

ligacdes tioéter; por fim, a subunidade y apresenta duas ficobilinas do tipo PEB e duas do tipo
PUB, porém existem relatos na literatura de uma subunidade y da R-FE de Polysiphonia

urceolata que possui trés ficobilinas do tipo PUB e uma do tipo PEB (KLOTZ; GLAZER,
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1985; APT; COLLIER; GROSSMAN, 1995; CHANG et al., 1996; JIANG; ZHANG;
LIANG, 1999; GAIGALAS et al., 2006; SEPULVEDA-UGARTE et al., 2011; ZHAO et al.,
2015).

A estrutura tridimensional da R-Ficoeritrina foi determinada por estudos
cristalograficos (CHANG et al., 1996; JIANG; ZHANG; LIANG, 1999; CONTRERAS-
MARTEL et al., 2001), como por exemplo, ao estudar R-FE de Gracilaria chilensis, foi
possivel observar os croméforos ligados as subunidades o (Figura 9a) e B (Figura 9b), onde os
cromdforos estdo representados por bolas e bastdes. Os trimeros (Figura 9c¢) e hexameros

(Figura 9d), formados pelas subunidades a e 3, também foram determinados.

Figura 9. Estruturas Parciais da R-Ficoeritrina.

Fonte: Adaptado de CONTRERAS-MARTEL et al., 2001.
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1.4 Extracao, Purificacido e Aplicacdo de R-Ficoeritrinas

Geralmente, as técnicas de extragdo de ficobiliproteinas sdo baseadas na tentativa
de romper a parede celular das macroalgas, liberando os pigmentos para o meio aquoso.
Portanto, sdo utilizadas: macera¢do em nitrogénio liquido e/ou moinhos (MUNIER et al.,
2014; SUDHAKAR et al., 2015; WU et al., 2015); ultrassom (SUN et al., 2009; WANG et
al., 2015; LE GUILLARD et al.,, 2015); enzimas (DUMAY et al, 2013); e, mais
recentemente, a combinagdo das duas dltimas técnicas descritas acima, com a finalidade de
melhorar o rendimento de ficobiliproteina e a eficiéncia dos processos de extracdo (LE
GUILLARD et al., 2015). A presenca de grandes concentracdes de polissacarideos nas
paredes celulares das rodofitas dificulta a eficiéncia das extracdes, visto que varias operacoes
unitarias sao necessdrias para se alcancar a pureza desejada do pigmento e principalmente as
metodologias que sdo menos invasivas, como por exemplo, maceracdo por nitrogénio liquido
(DUMAY et al., 2014).

Por serem soluveis em 4dgua, usualmente as ficoeritrinas sdo extraidas em solugdes
aquosas ou tampao fosfato a partir de diferentes estados da matéria-prima utilizada, podendo
ser alga umida (SUN et al, 2009; DENIS et al, 2009; KAWSAR et al, 2011;
SENTHILKUMAR et al., 2013; NIU et al., 2013; SUDHAKAR et al., 2015; WANG et al.,
2015; LE GUILLARD et al., 2015), alga congelada (WANG, 2002; LIU et al., 2005; NIU;
WANG; TSENG, 2006; CAI et al., 2012) e alga liofilizada (GALLAND-IRMOULI et al.,
2000; ROSSANO et al., 2003; DENIS et al., 2009; MUNIER et al., 2014).

As R-FE sao extraidas ainda por imersao do organismo em agua (NIU; WANG;
TSENG, 2006) ou tampao fosfato (CAI et al., 2012) por um ou mais dias, porém esse tipo de
extracdo demanda muito tempo, sendo essa a principal desvantagem desse método, visto que
ocorre a degradacgdo das ficobiliproteinas por proteases.

Ja as etapas de purificacdo da R-ficoeritrina s@o semelhantes as das proteinas,
onde métodos tradicionais envolvem precipitacdo por sulfato de amoénio, (NH4),SOs, e
procedimentos cromatograficos, onde os procedimentos mais empregados sdo as
cromatografias de troca-idnica, exclusdo molecular, interacdo hidrofébica, interacao
hidrofébica com leito-expandido e hidroxiapatita (GALLAND-IRMOULI et al., 2000;
WANG, 2002; NIU et al., 2013; WANG et al., 2015; WU et al., 2015).

O fracionamento proteico do extrato bruto de macroalgas, com sulfato de
amonio, é geralmente utilizado como primeiro passo do processo de purificacdo (SUN et al.,

2009; KAWSAR et al., 2011; SENTHILKUMAR et al., 2013; WANG et al., 2015; WU et
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al., 2015). Com essa técnica e utilizando as faixas de fracionamento de 25-45%, 35-50% e 35-
55% de saturacdo de sulfato de amonio, os indices de pureza (IP) de R-FE de Polysiphonia
urceolata (LIU et al., 2005), Bangia fusco-purpurea (WU et al., 2015) e Portieria
hornemannii (SENTHILKUMAR et al., 2013) chegaram a 1,4, 1,8 e 2,38, respectivamente.

Com a finalidade de aumentar o IP da R-FE presente nas fracdes proteicas, sao
realizadas cromatografias de troca-iOnica, exclusdo molecular, interacdo hidrofobica e
hidroxiapatita, as quais se baseiam na separacdo das moléculas por carga, tamanho,
hidrofobicidade e afinidade, respectivamente. Wu et al. (2015) e Senthilkumar et al. (2013)
purificaram a R-FE a partir de extratos totais das macroalgas Bangia fusco-purpurea e
Portieria hornemannii utilizando o procedimento de cromatografia de troca idOnica, onde
alcancaram altos indices de pureza de 5,1 e 5,2, respectivamente. A R-FE isolada de
Corallina elongata, por cromatografia de hidroxiapatita, alcancou um indice de pureza de
6,67 (ROSSANO et al., 2003). A combinacdo de varios procedimentos cromatograficos em
sequéncia também ja foi utilizada para aumentar a pureza do pigmento, como no caso da R-
ficoeritrina isolada de Heterosiphonia japonica, que alcancou um indice de pureza de 4,89,
por meio dos procedimentos sequenciais de exclusdo molecular e de troca idnica (SUN et al.,
2009).

Eletroforese também ja foi utilizada com a finalidade de purificar ficobiliproteinas
de macroalgas através da carga, como descrito por Galland-Irmouli ef al. (2000), onde a R-FE
de Palmaria palmata foi purificada com um indice de pureza de 3,2.

Durante o periodo de 2000 até 2016, conforme relatos na literatura, das 7095
espécies de macroalgas vermelhas taxonomicamente classificadas, somente 10 espécies de
macroalgas foram avaliadas quanto aos seus rendimentos de purificacio de R-FE, que
variaram de 0,14 mg de ficoeritrina/g a 1,53 mg/g de alga (Tabela 3) (GUIRY; GUIRY,
2016).
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Tabela 3. Distribuicdo, Procedimentos Propostos para Purificacdo e Rendimentos de R-Ficoeritrina de Macroalgas Vermelhas.

Espécie Distribuicao Protocolo Rendimento IP Referéncia
Palmaria palmata A; AA; AN; AF; AS; EU; IOA Eletroforese 0,56 ° 3,20 (GALLAND-IRMOULI et al., 2000)
_ A; AA; AC; AF; AN; AS; EU; b
Gracilaria verrucosa IC: IOA; IOI; IOP: OC PSA + IHLE 0,14 4,40 (WANG, 2002)
Corallina elongata AA; AS; EU; IOA; IOP HA + EM 0,60 6,67 (ROSSANO et al., 2003)
Polysiphonia urceolata EU PSA + TI 1,53 b 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 PSA +EM + - 4,89 (SUN et al., 2009)
EM + TI
Porphyra yezoensis AA, AN, EU, OA EM + HA 0,32 b 3,20 (CAl et al., 2012)
Gracilaria lemaneiformis AA; AN; AS; IOP PSA +IF + TI 0,36 ¢ 4,20 (NIU et al., 2013)
Portieria hornemannii AA; AF; IOP PSA + TI 0,80 ¢ 5,21 (SENTHILKUMAR et al., 2013)
Polysiphonia urceolata EU PSA + EM + TI - 5,26 (WANG et al., 2015)
. A; AA; AC; AF; AN; AS; EU; PSA + TI
Bangia fusco-purpurea I0A: I0P; OC - 5,10 (WU et al., 2015)
Grateloupia turuturu AA; AF; AN; AS; EU; 10P; OC TI 1,41°% 2,89 (MUNIER et al., 2015)

Wepelomﬂor.Legenda: Indice de Pureza (IP). Dados de distribuicdo 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); Ilhas do Caribe (IC); Ilhas do Oceano Atlantico (IOA);
Ilhas do Oceano Indico (I01); Ilhas do Oceano Pacifico (IOP); Oceano Atlantico (OA); Oceania (OC). Protocolo: ndo fornecido ( - ); Precipitacdo por Sulfato de Amdnio
(PSA); Interagdo Hidrofébica (IF); Troca I6nica (TI); Exclusdo Molecular (EM); Hidroxiapatita (HA); Interacdo Hidrofébica com Leito Expandido (IHLE). Rendimento: a —

mg de R-ficoeritrina /g de alga seca; b — mg de R-ficoeritrina / g de alga congelada; ¢ — mg de R-Ficoeritrina / g de alga imida.
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Dessa forma, os baixos rendimentos obtidos pelos processos de purificacdo da R-
FE e a escassez de estudos para outras espécies de macroalgas como fonte dessa molécula,
tem limitado a aplicacdo da R-FE na industria alimenticia, que vem sendo pressionada pelos
consumidores quanto ao uso de pigmentos naturais menos alergénicos. Assim, a busca por
novas espécies de macroalgas vermelhas, com potencial de cultivo no mar, poderia suprir a
demanda das industrias por pigmentos vermelhos (D’AGNOLO et al., 1994; DUFOSSE et
al., 2005; NIU; WANG; TSENG, 2006; SUDHAKAR et al., 2015).

Com relacdo a utilizacdo do pigmento R-FE na medicina e biologia celular, sua
propriedade fluorescente € essencial para utilizacio como marcador fluorescente (KRONICK,
1986; GLAZER, 1994; SEKAR; CHANDRAMOHAN, 2008; SUDHAKAR et al., 2015),
mostrando ainda as propriedades antioxidantes (WU et al., 2015), anticancer (GUANWU et
al., 2000) e antitumoral (PAN et al., 2013).

1.5 Hipétese/Justificativa

Diante da importancia biotecnologica e econdmica dos pigmentos vermelhos de
macroalgas marinhas e da escassez de relatos sobre espécies de macroalgas vermelhas como
fonte desses pigmentos naturais, sobretudo de espécies tropicais, a macroalga vermelha
Solieria filiformis, abundante no litoral cearense, € uma fonte sustentavel de ficobiliproteinas,
mais especificamente em R-FE, sendo purificada por procedimentos cromatograficos

sequenciais de troca i0nica e exclusdo molecular.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

O presente trabalho teve por objetivo purificar e caracterizar parcialmente o
pigmento fotossintético fluorescente R-ficoeritrina da macroalga marinha vermelha S.
filiformis.

2.2 Especificos

* Avaliar o efeito do tempo de extracio sobre o rendimento de R-FE da

macroalga marinha vermelha S. filiformis;

* Fracionar as ficobiliproteinas presentes no extrato bruto e determinar as

concentracoes de proteinas e de R-FE nas fracdes obtidas;

* Purificar a R-FE de S. filiformis visando alcancar um indice de pureza

comercial do pigmento;

* Avaliar a pureza e a massa molecular da R-Ficoeritrina de S. filiformis;

* Determinar a estrutura secundaria da R-FE de S. filiformis;

* Avaliar o efeito da temperatura sobre a estrutura secundaria e sobre as

propriedades espectroscopicas da R-FE de S. filiformis;
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3 MATERIAIS

3.1 Macroalga Marinha Vermelha Solieria filiformis

A macroalga marinha vermelha S. filiformis (Kiitzing) P.W. Gabrielson foi
coletada em cordas de cultivo localizadas aproximadamente 200 metros da costa, 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 sao mantidas pela Associacdo de Produtores de
Algas de Flecheiras e Guajiru (APAFG) em parceria com o Laboratério de Aplicagdo
Biotecnoldgica de Algas e Plantas (BioAP) e o Laboratério de Lectinas e Carboidratos
(CARBOLEC), ambos localizados na Universidade Federal do Ceara (UFC) - Campus do
Pici, no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (DBBM). A exsicata dessa
espécie esta depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Cear4 sob o n°
35682 (Figura 10).

A macroalga foi levada em sacos plasticos pretos para o laboratorio, onde foram
lavadas exaustivamente com agua corrente para retirada de epifitas, incrustantes, sal e graos
de areia, e, posteriormente, com agua destilada. Em seguida, foram armazenadas a -20 °C até

sua utilizacao.

3.2 Reagentes Quimicos

Acrilamida, N,N-metileno bisacrilamida, N,N,N,N-tetrametiletilenodiamina
(TEMED), Coomassie Brilliant Blue G-250, B-mercaptoetanol, Dodecil Sulfato de Sédio
(SDS), marcadores moleculares e albumina sérica bovina foram obtidos da Sigma-Aldrich. As
matrizes cromatograficas foram obtidas da GE Healthcare. Todos os demais reagentes

utilizados no trabalho foram de grau analitico e obtidos comercialmente.
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Figura 10. Macroalga Marinha Vermelha Solieria filiformis (Kiitzing) P.W. Gabrielson
(Rhodophyta, Gigartinales, Solieriaceae).

Foto: Marjory Lima Holanda
Fonte: HOLANDA-ARAUJO, 2007

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

Espécie: Solieria filiformis (Kiitzing) P.W. Gabrielson



Pagina |40

4 METODOS

4.1 Efeito do Tempo sobre o Rendimento e a Produtividade dos Processos de Extracao

da R-Ficoeritrina de Solieria filiformis

Com a finalidade de avaliar o efeito do tempo de extra¢do sobre o rendimento e a
produtividade de R-FE de S. filiformis no extrato bruto proteico, a macroalga imida (100
g/cada extracdo), lavada e triturada em moinho elétrico foi colocada em contato com tampao
fosfato de potéassio 0,025 M, pH 6,5 (PB), na propor¢cdo de 1:3 (m/v). Os homogenatos
obtidos a partir de diferentes tempos de extracdo (1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas) foram mantidos sob
agitacdo constante a 4 °C e protegidos da luz. Posteriormente, foram filtrados em tecido de
trama fina, os residuos descartados e os filtrados centrifugados a 17.000 x g, 4 °C por 30
minutos. Os sobrenadantes obtidos, denominados extratos brutos, foram avaliados quanto aos

teores de proteinas e rendimento de R-FE que foi calculado segundo a Equacdo 1:

R-FE
Rp_pp = Sf (1)

Onde:

Rr.re = Rendimento de R-FE (ug/g);

R-FE = Teor total de R-FE no extrato bruto (ug);
Sf = Massa de alga tiimida (g).

A produtividade dos processos de extragdo (P) foi calculada segundo a Equagao 2:

2)

Onde:
P = Produtividade de R-FE (ug/mL.h)
R-FE = Rendimento de R-Ficoeritrina do extrato bruto proteico (ug/mL);

t = Tempo de extracdo (h).

O extrato bruto com maior produtividade foi utilizado para dar prosseguimento ao
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processo de purificagdo e foi denominado extrato bruto proteico de S. filiformis (EBP-Sf).

4.2 Purificacdo do Pigmento R-Ficoeritrina de Solieria filiformis

4.2.1 Fracionamento Proteico do Extrato Total por Sulfato de Amonio

O EBP-Sf foi submetido a uma precipitacdo proteica em diferentes faixas de
saturacao de sulfato de amonio (F0/20, F20/40, F40/60, F60/80, F80/90, F90/100 e F0/90),
durante 12 horas, a temperatura de 4 °C. Apds centrifugacdo a 17.000 x g, 4 °C por 30
minutos, os precipitados proteicos de cada faixa foram solubilizados em PB e submetidos a
dialise (cutoff 12 kDA) contra dgua destilada e PB. Em seguida, os teores de proteina e R-
ficoeritrina das fracdes proteicas foram determinados e a fracdo com maior teor de pigmento

foi escolhida para continuar o processo de purificacdo.

4.2.2 Cromatografia de Troca Ionica em matriz de DEAE-Sephacel

A fracdo proteica que apresentou maior teor de R-ficoeritrina foi submetida a
cromatografia de troca idnica em matriz de DEAE-Sephacel, previamente equilibrada com
PB. Apos a eluicdo completa da fracdo ndo retida na coluna, foi realizado um stepwise com o
mesmo tampao de equilibrio, contendo NaCl nas concentragdes de 0,1, 0,5 e 1,0 M, para a
eluicdo das fragdes proteicas adsorvidas na matriz. A cromatografia foi realizada sob um
fluxo constante de 1,4 mL/min, coletando fracdes de 3 mL/tubo, as quais foram avaliadas
quanto as absorbancias a 280 nm e 564 nm (espectrofotdmetro Armersham Biosciences
Ultrospec 2100 pro). As fragdes cromatograficas que apresentaram maiores absorbancias a
564 nm foram reunidas e posteriormente dialisadas exaustivamente (cutoff 12 kDa) contra

agua destilada, por 24 horas e liofilizada.

4.2.3 Cromatografia de Exclusdo Molecular em matriz de Sephacryl S-300

O pico pigmentado com R-FE, proveniente da cromatografia de troca idnica em
DEAE-Sephacel, foi aplicado em cromatografia de exclusdao molecular em matriz de
Sephacryl S-300, previamente equilibrada com PB. As fracdes foram eluidas com o mesmo

tampao de equilibrio. Durante o procedimento cromatografico foi mantido um fluxo constante
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de 1 mL/minuto, coletando fragdes de 2 mL/tubo, as quais foram avaliadas quanto as
absorbancias a 280 nm e 564 nm (espectrofotdmetro Armersham Biosciences Ultrospec 2100
pro) e o indice de pureza da R-FE. Os tubos contendo o pigmento com indice de pureza maior
que 4,0 foram reunidos e a fracao resultante foi denominada R-FE pura.

As etapas de extragdo e purificacdo da R-ficoeritrina da macroalga vermelha S.
filiformis estao esquematizadas na Figura 11.
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Figura 11. Fluxograma de Extracdo e Purificagdo de R-Ficoeritrina da Macroalga Marinha

Vermelha Solieria filiformis.

Alga Fresca

Extragdo a 4 °C em tampao fosfato de potédssio 0,025 M, pH
6,5 (PB), 1:3 (m/v) durante 6 horas continuas, seguido de
filtragdo em trama fina, sob o abrigo da luz

Centrifugagiio (17.000 x g, 30 min, 4 °C) |—

[Extrato Bruto (EBP-Sf)]

Sobrenadante

Precipitado

Precipitagdo com (NH,),SO, 90% por 12 horas a 25 °C I—

—| Centrifugagdo (17.000 x g, 30 min, 4 °C) |

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Rendimentos, Indices de Pureza e Espectros de Absorcio das Etapas de Extraciio e

Purificacao
4.3.1 Rendimento de Proteinas

A determinacdo da concentragdo de proteina soltivel no extrato bruto proteico e
nas fracdes de todas as etapas de purificacio do pigmento foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Bradford (1976), utilizando uma curva padrdo obtida a partir de
concentracdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA). Para o ensaio, 2,5 mL do
reagente de Bradford foram adicionados a aliquotas de 100 uL das solugdes proteicas e
agitadas. Apds 10 minutos, as leituras das absorbancias foram realizadas a 595 nm em

espectrofotometro (espectrofotometro Armersham Biosciences Ultrospec 2100 pro).
4.3.2 Rendimento de Pigmentos e Indice de Pureza

A determinacgdo das concentracdes de R-FE do EBP-Sf e das fracdes de cada etapa
de purificacdo foi realizada conforme a Equagdo 3 proposta por Sampath-Wiley e Neefus

(2007):
R — FE = 0,1247[(Ases — A730) — 0,4583(Ag13 — A730)] 3)

Onde:

R-FE = Concentracdo de R-ficoeritrina (mg/mL);
Ases = Absorbancia a 564 nm.

Ag1g3= Absorbancia a 618 nm;

A730 = Absorbancia a 730 nm.

Para calcular o indice de pureza do pigmento seguiu-se a Equacdo 4 proposta por

Senthilkumar et al. (2013):

IP = Ases “4)

Azg0
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Onde:
IP = Indice de pureza;
Asgo= Absorbancia a 280 nm;

Ases = Absorbancia a 564 nm.

4.3.3 Espectros de Absorg¢do

Foram feitas andlises espectrofotométricas de absorcdo (espectrofotdmetro
Armersham Biosciences Ultrospec 2100 pro) na faixa de 300 nm a 700 nm em intervalos de

15 nm nas etapas de extracdo e purificagdo.

4.4 Eletroforese Unidimensional em Gel de Poliacrilamida

Eletroforeses unidimensionais em condi¢des desnaturantes (PAGE-SDS) foram
utilizadas nesse estudo para avaliar a pureza do pigmento R-FE. As eletroforeses foram
realizadas em gel de poliacrilamida 7,5% e 15%, na auséncia e na presen¢a de [-
mercaptoetanol, respectivamente, de acordo com os métodos descritos por Laemmli (1970) e
adaptadas para o uso de géis de separacdo em placas de 10 x 8 cm.

Para a eletroforese na auséncia de B-mercaptoetanol, foi utilizado um gel de
separagdo (7,5% de acrilamida e 1% de SDS, solubilizados em tampao tris-HCI 1,5 M, pH
8,8) e um gel de concentracdo (3,5% de poliacrilamida e 1% de SDS, dissolvido em tampao
tris-HC1 0,5 M pH 6,8), onde foram feitos pogos para aplicacdo das amostras proteicas, com o
auxilio de um pente para eletroforese. As amostras foram diluidas em tampdo de amostra
(Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8 contendo 1,0% de SDS, 20% de glicerol e 0,02% de Azul de
Bromofenol) em uma proporcao de 2:1.

Para a eletroforese na presenca de P-mercaptoetanol, foi utilizado um gel de
separacdo (15% de acrilamida e 1% de SDS, solubilizados em tampao tris-HCI 1,5 M, pH 8,8)
e um gel de concentracdo (3,5% de poliacrilamida e 1% de SDS, dissolvido em tampao tris-
HCI 0,5 M pH 6,8), onde foram feitos pocos para aplicacdo das amostras proteicas, com o
auxilio de um pente para eletroforese. As amostras foram diluidas em tampdo de amostra
(Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8 contendo 1,0% de SDS, 20% de glicerol e 0,02% de Azul de
Bromofenol e B-mercaptoetanol 5%) em uma propor¢do de 2:1 e, apds aquecimento a 100 °C

por 5 minutos, foi centrifugada a 12.000 x g por 5 minutos a 25 °C. Para a estimativa da
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massa molecular da ficobiliproteina em analise, foram utilizados, como padrao, proteinas com
massas moleculares conhecidas: fosforilase B (97,0 kDa), albumina sérica (67,0 kDa),
ovoalbumina (45,0 kDa), anidrase carbonica bovina (29,0 kDa), inibidor de tripsina da soja do
tipo Kunitz (20,1 kDa) e a a-lactalbumina (14,2 kDa).

A corrida eletroforética foi realizada em sistema vertical e submetidos a uma
diferenca de potencial de 200 V e corrente de 20 mA., por um periodo de aproximadamente 2
horas, a 25 °C, utilizando a solucdo de Tris 0,025 M, pH 8,3, contendo glicina 0,192 M e
0,1% de SDS como tampao de corrida. Apos o término da eletroforese, foi utilizada a solucao
corante 0,1% de Coomassie Brilliant Blue R-250, 40% de metanol, 10% de acido acético e
agua destilada para a revelacdo das bandas proteicas. Para evidenciar as bandas proteicas e
decorar o gel de separacdo foi utilizada uma solucdo descorante (40% de metanol, 10% de
acido acético e agua destilada). As massas moleculares aparentes das bandas proteicas foram

mensuradas utilizando-se o software GelAnalyzer 2010a (LAZAR, 2010).

4.5 Caracterizacoes Espectroscopicas da R-Ficoeritrina de Solieria filiformis

4.5.1 Absorbancia e Fluorescéncia

Os espectros de absorbancia e fluorescéncia foram determinados em cada etapa do
processo de purificacdo da R-FE de S. filiformis por meio de um espectrofotometro de multi-
detec¢do de microplaca Synergy Mx (BioTek, EUA). O espectro de absorbancia da R-FE pura
(correspondendo a 0,05 mg de proteina/mL) foi determinado a 25 + 0,5 °C na faixa de 280 a
730 nm com intervalos de 1 nm. O espectro de emissao de fluorescéncia foi determinado a 25
= 0,5 °C, onde a R-FE pura (correspondendo a 0,001 mg de proteina/mL) foi excitada no
comprimento de onda de 495 nm e seu espectro de emissao foi medido na faixa de 500 a 700

nm com intervalos de 5 nm.

4.5.2 Dicroismo circular da R-ficoeritrina de Solieria filiformis

4.5.2.1 Composicdo Estrutural do Pigmento R-Ficoeritrina em Condigcoes Nativas

O espectro de dicroismo circular (CD) foi determinado no espectropolarimetro

Jasco (modelo J-815), na faixa de 190 a 260 nm sob atmosfera de nitrogénio, com largura de
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banda de 1 nm, sendo utilizada uma cubeta de quartzo cilindrica de 0,1 cm de caminho 6ptico.
A R-FE pura (correspondendo a 0,1 mg de proteina/mL) dissolvida em tampao PB foi
analisada através de 3 scans sucessivos, com velocidade de varredura de 100 nm/min e tempo
de resposta de quatro segundos. O espectro de CD foi obtido pela média das trés varreduras.
Para determinacdo dos componentes de estrutura secundéria foi utilizado o servidor online
K2D3, segundo metodologia descrita por Louis-Jeune; Andrade-Navarro; Perez-Iratxeta,

2012.

4.5.2.2 Efeito da Temperatura sobre o Espectro de Dicroismo Circular da R-Ficoeritrina

O espectro de dicroismo circular foi determinado seguindo a mesma metodologia
descrita no item (4.5.2.1). A R-FE pura (correspondendo a 0,05 mg de proteina/mL)
dissolvida em tampao PB foi pré-incubada a diferentes temperaturas (4, 25, 40, 50, 60, 70, 80,
90 e 100 °C) por uma hora, onde, posteriormente, foi analisada seu espectro de CD. Foi usado

a temperatura de 4 °C como padrio para comparar com as demais temperaturas.

4.6 Efeito da Temperatura e do Armazenamento sobre a Estabilidade Espectroscopica

da R-Ficoeritrina de Solieria filiformis

4.6.1 Termoestabilidade Espectroscopica

A R-FE pura foi distribuida em tubos de ensaio contendo 5 mL cada, e
transferidos para banho-maria, onde permaneceram incubadas por 1 hora nas temperaturas de
25, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 °C. As amostras foram transferidas para o banho de gelo ao
término de cada periodo de incubacdo, com a finalidade de interromper o efeito da
temperatura sobre as propriedades espectroscopicas do pigmento. Em seguida as amostras
foram armazenados a 4 °C para posteriores determinacdes dos seus espectros de absorcdo e

€missao.

4.6.2 Estabilidade Espectroscopica da R-ficoeritrina no Armazenamento

Aliquotas de 2 mL da R-FE pura foram distribuidas em trés grupos de 12 tubos de

microcentrifuga (6 tubos para analisar absorbincia e 6 tubos para analisar fluorescéncia),
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totalizando 36 tubos, os quais foram submetidos a trés diferentes condi¢des de
armazenamento (-20, 4 e 25 °C) por um periodo de 30 dias. A cada cinco dias foram retirados,
de cada grupo, um tubo para determinag¢do dos espectros de absorcdo e um tubo para
determinacdo dos espectros de emissdo de fluorescéncia, sendo, em seguida, analisados
seguindo a metodologia descrita no item 4.6.1. Os resultados foram expressos baseados na
perda da intensidade de fluorescéncia e na variacdo de absor¢do dos trés picos miximos

existentes na R-FE.

4.7 Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos como média = D.P. (Desvio Padrdo). Para a
verificacdo das diferencas estatisticas entre os grupos, foi utilizado o método de analise de
variancia (one-way ANOVA e two-way ANOVA), seguido pelo teste de comparagdes
multiplas de Turkey. Considerou-se significativo os valores com p < 0,05. As anélises
estatisticas foram realizadas com o programa GraphPad Prism versdo 6.01 para Windows,

GraphPad Software (La Jolla, California, USA).
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S RESULTADOS

5.1 Efeito do Tempo sobre o Rendimento e a Produtividade dos Processos de Extracao

da R-Ficoeritrina de Solieria filiformis

A colorag@o dos extratos proteicos totais de S. filiformis, obtidos em diferentes
tempos de extracdo, pode ser observada na Figura 12A, na qual o extrato obtido ap6s 6 horas
de contato apresentou nitidamente coloracdo rosa mais intensa. Tal fato foi confirmado pelos
rendimentos e produtividades dos processos de extracdo de R-FE de S. filiformis observados,
0s quais apresentaram valores crescentes e significativos (p<0,05) no decorrer do tempo
(Figura 12B). No extrato obtido com 1 h de contato, o rendimento de R-FE foi de 2,41 pg/g.
Porém, foram observados aumentos significativos nos rendimentos do pigmento nos extratos
obtidos com 2, 4, 5 e 6 h de contato, alcancando um valor miximo de 31,24 pg/g de alga
umida com o tempo de seis horas de contato, levando a um aumento de rendimento de R-FE
de treze vezes em relacdo ao tempo de uma hora de contato. Tal rendimento gerou a
produtividade maxima observada de 5,21 ug/mL.h dentre os processos de extracdo testados e
foi cerca de duas vezes maior que a produtividade do processo de extracdo da R-FE com o
tempo de contato de uma hora. Os rendimentos de proteinas nos extratos totais mostraram
comportamentos semelhantes aos da R-FE, com aumentos sucessivos no decorrer do tempo,
chegando a um aumento no rendimento de proteinas de oito vezes do tempo de contato de seis
horas em relacdo ao tempo de contato de uma hora, porém, os valores quantitativos de R-FE
se mostraram inferiores aos obtidos para as proteinas totais. No extrato total obtido apds 6
horas de contato, o rendimento de proteinas foi 69,82% superior ao teor da R-FE. Diante do
exposto, o extrato obtido com 6 horas de contato foi denominado EBP-Sf e passou a ser

utilizado para dar prosseguimento ao processo de purificagdo da R-FE de S. filiformis.
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Figura 12. Extratos Brutos Proteicos de Solieria filiformis obtidos apés Diferentes Tempos de

Contato da Macroalga com Tampao PB.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A - Intensidade da coloragdo rosa; B - Rendimento de R-FE (m),
proteinas (™) e produtividade dos processos de extragdo (®). Os resultados foram analisados por one-way
ANOVA, seguido pelo teste de Turkey, onde letras iguais indicam inexisténcia de diferenca significativa a um

nivel de 5% em grupos de mesma cor.
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5.2 Purificacio do Pigmento R-Ficoeritrina de Solieria filiformis

5.2.1 Fracionamento Proteico do Extrato Total por Sulfato de Amonio

As proteinas presentes no EBP-Sf foram fracionadas através da precipitacdo por
sulfato de amonio em diferentes graus de saturac@o, com a finalidade de avaliar a contribuicao
do método como uma etapa de purificacdo da R-FE de S. filiformis. A Figura 13A mostra os
aspectos visuais das diferentes fragdes obtidas, ficando evidente a presenca de R-FE em todas
as fracdes, porém mostrando mais intensidade nas fragdes F0/20, F20/40, F40/60 e F60/80.

Os rendimentos de proteinas e R-FE das fracdes estdo mostrados na Figura 13B.
Os rendimentos de R-FE nas fracdes variaram de 1,66 a 6,51 pg/g de alga umida para
F90/100 e F40/60, respectivamente. O mesmo ocorreu com os rendimentos de proteinas, que
variaram de 2,92 ug/g a 8,60 ug/g para as fragdes F90/100 e F40/60, respectivamente. De
acordo com esses resultados, ficou decidido concentrar a R-FE com 90% de saturacdo de
sulfato de amonio (FO/90) que apresentou um rendimento de 65,70 pg/g de alga umida. Os
indices de pureza obtidos para as fracdes F0/20, F20/40, F40/60, F60/80, F80/90, F90/100 e
F0/90 sao 0,31, 0,76, 1,13, 1,06, 0,91, 0,57 e 0,54, respectivamente. Diante desses resultados,
e, com o objetivo de aumentar a recuperacao do pigmento ao final do processo de purificacio

da R-FE de S. filiformis, a FO/90 foi selecionada.
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Figura 13. FragOes proteicas de Solieria filiformis obtidas por Precipitacio com Sulfato de

Amonio em Diferentes Faixas de Saturacao.

F0/20 F20/40 F40/60 F60/80 F80/90 F90/100 F0/90
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'Rendimento (pg/g)
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F0/20  F20/40 F40/60 F60/80  F80/90 F90/100  F0/90

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A — Aspecto visual das fracdes; B- Rendimento de proteinas (®) e R-FE
(w). Eixo de rendimento ' refere-se as FO/20 a F90/100, eixo de rendimento > refere-se a F0/90. Os resultados
foram analisados por one-way ANOVA, seguido pelo teste de Turkey, onde letras iguais indicam inexisténcia de

diferenca significativa a um nivel de 5% em grupos de mesma cor.
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5.2.2 Cromatografia de Troca Ionica em matriz de DEAE-Sephacel

A F0/90, ao ser submetida a cromatografia de troca-idnica em matriz de DEAE-
Sephacel, mostrou a presenca de quatro picos proteicos (Figura 14). O primeiro pico (PI-
DEAE), eluido com tampdo PB, e o segundo pico (PII-DEAE), eluido com tampao PB
contendo NaCl 0,1 M, mostraram-se isentos de coloracdo; o terceiro pico (PIII-DEAE), eluido
com tampao PB contendo 0,5 M de NaCl, apresentou coloragdo rosa intensa e alta
absorbancia a 564 nm, caracteristico da presenca de R-FE e teores de proteina e R-FE de 3,71
e 2,97 mg, respectivamente. O quarto e ultimo pico (PIV-DEAE) apresentou coloracdo rosa,
porém de baixa intensidade. Com o objetivo de aumentar o indice de pureza do pigmento para
niveis comerciais, o PIII-DEAE foi selecionado para aplicagdo em cromatografia de exclusdo

molecular em matriz de Sephacryl S-300.

Figura 14. Perfil Cromatografico da FO/90 de Solieria filiformis submetida a Cromatografia

de Troca I6nica em matriz de DEAE-Sephacel.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Cerca de 8 mg de proteina da F0-90 foi aplicada na cromatografia de
troca i6nica em matriz de DEAE-Sephacel. A coluna foi previamente equilibrada com tampdo fosfato de
potassio 0,025M, pH 6,5 (PB), o qual também foi utilizado para remog¢do do pico ndo retido (PI-DEAE). Para
remocdo do material retido, foi utilizado PB com NaCl 0,1 M (PII-DEAE), 0,5 M (PIII-DEAE) e 1 M (PIV-
DEAE). Fluxo: 1,4 mL/min; Fracdo: 3 mL por tubo. (—) Absorbancia a 280 nm; (—) Absorbancia a 564 nm;
(—) Concentragdo de NaCl.
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5.2.3 Cromatografia de Exclusdao Molecular em matriz de Sephacryl S-300

O PII-DEAE, aplicado em uma matriz de Sephacryl S-300 para realizacdo da
cromatografia de exclusao molecular, apresentou trés picos proteicos com massas moleculares
distintas, mostrados na Figura 15. No entanto, as fracdes cromatograficas referentes ao pico II
(PII-Sephacryl) foram as que apresentaram maiores absorbancias a 564 nm e os maiores
indices de pureza do pigmento. As fragdes cromatograficas eluidas que apresentaram a R-FE
com indices de pureza superiores ou igual a 4,0 foram reunidas e a solu¢do resultante foi

denominada R-FE pura.

Figura 15. Perfil Cromatografico do PIII-DEAE submetido a Cromatografia de Exclusdo

Molecular em matriz de Sephacryl S-300.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Cerca de 3 mg de proteina do PIII-DEAE foi aplicado na cromatografia
de exclusdo molecular em matriz de Sephacryl S-300. A coluna foi previamente equilibrada com tampao fosfato
de potassio 0,025M, pH 6,5 (PB), o qual também foi utilizado para elui¢do dos picos. Fluxo: 1 mL/min; Fra¢ao:

2 mL por tubo. (—) Absorbancia a 280 nm; (—) Absorbancia a 564 nm.
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5.3 Rendimentos, Indices de Pureza e Espectros de Absorcio das Etapas de Extraciio e

Purificacao

A Figura 16 mostra os espectros de absor¢do do EBP-Sf e de todas as etapas de
purificagdo da R-FE. O EBP-Sf apresentou picos de absor¢dao em 495 nm e entre 540 a 564
nm, caracteristicos de R-FE, porém pouco definidos, evidenciando a presenca de compostos
contaminantes capazes de absorver a luz em outros comprimentos de onda, sendo possivel
perceber a contaminagdo, também, pelo baixo indice de pureza do extrato (0,42). Com o
avango das etapas de purificagdo, precipita¢do por sulfato de amonio (F0/90), cromatografia
de troca i6nica (PIII-DEAE) e cromatografia de exclusdao molecular (PII-Sephacryl), notou-se
um aumento gradativo dos indices de pureza, 0,54, 1,63 e 4,50, respectivamente, bem como,
uma defini¢do dos trés picos maximos de absorcao em 495, 540 e 564 nm, caracteristicos da
R-FE, evidenciando uma reducdo na presenga de compostos contaminantes e corroborando
com o processo de purificacdo do pigmento. Entretanto, com o aumento do indice de pureza
da R-FE, observa-se, também, uma diminui¢do do seu rendimento e da sua recuperacao, 17,40
png de pigmento/g de alga umida e 12,78%, respectivamente. Ao atingir esse patamar de
purificacdo, a R-FE purificada apresenta sua coloracdo caracteristica, rosa/avermelhado e alta
fluorescéncia (Figura 17). Na Tabela 4 € mostrado o rendimento de proteinas totais (ug/g) e o
rendimento (demonstrados em pg/g e mg/g), recuperacao e indice de pureza da R-FE em cada

etapa do processo de purificacao.
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Figura 16. Espectro de Absorcdo das Solucdes Pigmentadas resultantes de cada etapa do

Processo de Purificacdo da R-Ficoeritrina de Solieria filiformis
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 4. Tabela de Purificagdo da R-Ficoeritrina da Macroalga Marinha Vermelha Solieria
filiformis

Rendimento®
Etapa de Purificacio (ug/e) Rendimento® Recuperacio® Indice de
(mg/g) (%) Pureza
Proteina R-FE

EBP-Sf 145,00 136,10 1,36 100,00 0,42
F0-90 88,00 65,70 0,65 48,27 0,54
PIII-DEAE 37,10 29,70 0,29 21,82 1,63
PII-Sephacryl 18,00 17,40 0,17 12,78 4,50

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: * Calculado com base na massa imida da macroalga S. filiformis (100 g);
® Calculado com base na massa seca da macroalga S. filiformis (liofilizada com 10% de umidade); © Recuperagio

foi expressa como a quantidade de R-FE obtida para a quantidade de R-FE presente no EBP-Sf.
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Figura 17. Coloracdo e Fluorescéncia da R-Ficoeritrina de Solieria filiformis.

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A — Coloracido da R-FE sob luz branca; B — Fluorescéncia da R-FE sob

luz azul.

5.4 Eletroforese Unidimensional em Gel de Poliacrilamida

Para confirmar a pureza da R-Ficoeritrina, o PII-Sephacryl foi submetido a duas
analises eletroforéticas em condi¢des desnaturantes na auséncia e na presenca do agente
redutor f-mercaptoetanol, onde foram avaliadas antes e depois de colocar a solu¢do corante
no gel. A R-FE, ao ser submetida ao procedimento de eletroforese na auséncia do agente
redutor (Figura 18), apresentou uma tnica banda, referente a proteina integra, antes e depois

do processo de coloragdo por coomassie, confirmando, assim, sua pureza.

Figura 18. Eletroforese da R-Ficoeritrina pura de Solieria filiformis em gel de poliacrilamida
em condicdes desnaturantes na auséncia do agente redutor.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Eletroforese antes (A) e apds (B) coloragdo por coomassie.
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A R-FE, ao ser submetida a eletroforese na presenca do agente redutor (Figura
19), apresentou, antes da coloracdo por coomassie, perda da sua coloragdo caracteristica,
podendo ser percebido, apenas, uma banda clara na altura de 20 kDa, correspondendo as
subunidades alfa e beta; apds realizar o procedimento de coloragdo por coomassie, ela
apresentou trés bandas proteicas, duas bandas de massas moleculares aproximadas e mais
intensas na faixa de 18 e 20 kDa, correspondendo as subunidades o e 3, respectivamente, e,
uma banda na faixa de 37 kDa, correspondendo a subunidade y, mostrando-se menos intensa.

A partir desses resultados, e do elevado grau de pureza obtido no PII-Sephacryl, sugere-se que

0 pigmento esti puro e que possui trés subunidades na sua composi¢ao.

Figura 19. Eletroforese da R-Ficoeritrina pura de Solieria filiformis em gel de poliacrilamida

em condicOes desnaturantes na presenca do agente redutor.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A — Eletroforese antes da coloragdo por coomassie; B — Marcador de

massa molecular; C — Eletroforese apds coloracdo por coomassie.
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5.5 Caracterizacoes Espectroscopicas da R-Ficoeritrina de Solieria filiformis

5.5.1 Absorbdncia e Fluorescéncia

O espectro de absorbancia da R-FE de S. filiformis apresentou dois picos a 495 e
564 nm e um ombro a 540 nm, ji a emissdo de fluorescéncia, quando excitado a 495 nm,

apresentou um tnico pico a 575 nm (Figura 20).

Figura 20. Caracteristicas espectroscOpicas da R-Ficoeritrina pura de Solieria filiformis.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Para absorbancia (——) foi utilizada uma solu¢do de R-FE de 0,05
mg/mL. J& para a emissdo de fluorescéncia (——) foi utilizada uma solucido de R-FE pura de 0,001 mg/mL. RFU

= Unidade relativa de fluorescéncia.
5.5.2 Dicroismo circular da R-ficoeritrina de Solieria filiformis

O espectro de dicroismo circular (CD) da estrutura secundéaria do pigmento R-FE
de S. filiformis foi realizado com a finalidade de caracterizar sua composi¢do estrutural quanto
a presenc¢a de a-hélice, folhas-f e estruturas ndo ordenadas, sendo utilizado o servidor online

K2D3 para analisar os espectros de CD.
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5.5.2.1 Composicdo Estrutural do Pigmento R-Ficoeritrina em Condigcoes Nativas

O espectro de dicroismo circular (CD) da R-FE purificada, em condi¢des nativas,
realizado na faixa do UV-distante (190-260 nm) apresentou duas intensas bandas negativas a
222 ¢ 208 nm e uma intensa banda positiva a 192 nm (Figura 21). De acordo com esses dados,
a R-FE de S. filiformis apresentou 60,19% de alfa hélice, 2,42% de folhas betas e 37,39% de

estruturas nao ordenadas, quando analisados pelo servidor online K2D3.

Figura 21. Espectro de Dicroismo Circular da R-Ficoeritrina pura de Solieria filiformis
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.5.2.2 Efeito da Temperatura sobre o Espectro de Dicroismo Circular da R-Ficoeritrina

Os espectros de dicroismo circular da R-FE de S. filiformis, quando submetida a
diferentes temperaturas por um periodo de 1 h, mostraram que a estrutura secundaria do
pigmento comegou a sofrer alteracdes a partir de 70 °C, sofrendo uma pequena variacdo do
seu espectro de CD, porém ao atingir 80 °C, ji ocorreu uma mudanga dristica no seu espectro
(Figura 22). Ao analisar os dados de CD no servidor online K2D3 podemos de fato confirmar
essa mudanca na sua conformacao secundaria, onde, a partir de 80 °C, a R-FE perde toda sua

conformagao caracteristica de a-hélice (Tabela 5).

Figura 22. Efeito da Temperatura sobre o Espectro de Dicroismo Circular da R-Ficoeritrina de

Solieria filiformis
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Concentracdo de proteina de R-ficoeritrina de 0,05 mg/mL.
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Tabela 5. Elementos de Estrutura Secundéria, estimados a partir do Espectro de Dicroismo

Circular, da R-Ficoeritrina pura em Diferentes Temperaturas.

Amostra Estrutura Secundaria (%) Estruturas niao

a-hélice folhas-3 ordenadas (%)
R-FE (4 °C) 60,19 2,42 37,39
R-FE (25 °C) 60,97 2,26 36,77
R-FE (40 °C) 62,38 1,87 35,75
R-FE (50 °C) 61,75 2,17 36,08
R-FE (60 °C) 60,21 2,39 37,40
R-FE (70 °C) 55,33 5,30 39,37
R-FE (80 °C) 3,36 32,91 63,73
R-FE (90 °C) 5,22 31,07 63,71
R-FE (100 °C) 10,51 26,71 62,78

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6 Efeito da Temperatura e do Armazenamento sobre a Estabilidade Espectroscopica

da R-Ficoeritrina de Solieria filiformis

5.6.1 Termoestabilidade Espectroscopica

Os espectros de absor¢do da R-FE de S. filiformis submetida a diferentes
temperaturas por 1 h (Figura 23) mostraram que o pigmento mantém sua capacidade maxima
de absorc¢do até 60 °C. A partir de 70 °C pode-se perceber uma leve alteracdo do seu perfil
espectroscopico de absor¢do e uma alteracdo brusca ao atingir a temperatura de 80 °C,
corroborando com os dados obtidos a partir do espectro de CD. Ao analisar estatisticamente a
concentracdo de pigmento presente em cada temperatura, percebeu-se que a R-FE possui uma
mudanca significativa (p < 0,05) na sua concentragdo ao atingir 70 °C ocorrendo uma reducdo
de 15,6%, e € observada uma redu¢do maior de 72,1% e 86,8% ao atingir 80 °C e 90 °C,

respectivamente (figura 24).
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Figura 23. Espectros de Absor¢do da R-Ficoeritrina pura de Solieria filiformis submetida a

Diferentes Temperaturas por um periodo de 1 h.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Concentracdo de proteina de R-ficoeritrina de 0,05 mg/mL
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Figura 24. Efeito da Temperatura sobre a Concentragdo de R-Ficoeritrina pura de Solieria
filiformis
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Fonte: Elaborado pelo autor. Os resultados foram analisados por one-way ANOVA, seguido pelo teste de

Turkey (p < 0,05), onde letras iguais indicam que néo diferem estatisticamente.

Ja os espectros de emissdo de fluorescéncia em diferentes temperaturas,
apresentados na Figura 25, mostraram que a capacidade de emissdo de fluorescéncia da R-FE
de S. filiformis foi mais sensivel que a capacidade de absor¢do. Ao analisarmos a unidade
relativa de fluorescéncia da R-FE, percebemos que ela é estivel até 40 °C, ocorrendo
mudancgas significativas (p < 0,05) a partir de 50 °C, entretanto, a mudanga maior ocorre
quando se chega a temperatura de 70 °C ocorrendo uma redu¢do na emissdo de fluorescéncia
de 53,5% e aumentando para 98,5% e 99,9% ao atingir a temperatura de 80 °C e 90 °C,

respectivamente (figura 26).
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Figura 25. Espectros de Emissdo de Fluorescéncia da R-Ficoeritrina de Solieria filiformis

submetidas a Diferentes Temperaturas por um periodo de 1 h.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Concentragdo de proteina de R-ficoeritrina de 0,001 mg/mL. RFU = Unidade

Relativa de Fluorescéncia.
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Figura 26. Efeito da Temperatura sobre o Pico de Emissdo de Fluorescéncia (575 nm) da R-

Ficoeritrina de Solieria filiformis
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Fonte: Elaborado pelo autor. Concentracio de proteina de R-ficoeritrina de 0,001 mg/mL. Os resultados foram
analisados por one-way ANOVA, seguido pelo teste de Turkey (p < 0,05), onde letras iguais indicam que ndo

diferem estatisticamente. RFU = Unidade Relativa de Fluorescéncia.
5.6.2 Estabilidade Espectroscopica no Armazenamento

A temperatura convencional recomendada de armazenamento de R-FE pura
(Sigma) e outros pigmentos é de 4 e -20°C, logo, o presente trabalhou optou por usar essas
temperaturas recomendadas para as analises, e a temperatura de 25 °C.

Ao analisarmos a capacidade de emissao de fluorescéncia da R-FE durante 30 dias
em 3 condi¢cOes diferentes de temperatura (figura 27), podemos perceber que ao armazenar o
pigmento a -20 °C ocorre uma perda de fluorescéncia de 42,5% nos 5 primeiros dias, porém
essa perda se mantém constante, fato nao observado para a R-FE armazenada a 4 °C que tem
uma perda menor durante os 5 primeiros dias (33,3%) , porém vai perdendo gradualmente
com o passar dos dias, chegando a ndo ter diferenca estatistica entre as intensidades de

fluorescéncia entre as condi¢des de armazenamento de -20 e 4 °C no vigésimo quinto dia.
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Entretanto, ao chegar ao trigésimo dia a perda da intensidade de fluorescéncia da R-FE
armazenada a 4 °C ja é maior que a perda relatada no armazenamento a -20 °C. O pigmento
armazenado a 25 °C tem sua fluorescéncia perdida durante os 5 primeiros dias de

armazenamento.

Figura 27. Capacidade Fluorescente da R-Ficoeritrina pura de Solieria filiformis submetida a

30 dias de Armazenamento em vidro ambar, sob as Temperaturas -20, 4 e 25 °C.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Os resultados foram analisados por two-way ANOVA, seguido pelo
teste de Turkey (p < 0,05), onde letras e cores iguais indicam que ndo diferem estatisticamente. I.F. — Intensidade

de Fluorescéncia. Concentracdo de proteina de R-ficoeritrina de 0,001 mg/mL

Com relag@o aos picos maximos de absorbancia (495, 540 e 564 nm), podemos
perceber que eles permaneceram relativamente constantes com relagdo as condicdes de
armazenamento nas temperaturas de -20 °C (figura 28) e 4 °C (figura 29), fato ndo observado
para as condicdes de armazenamento a 25 °C (figura 30), onde, ao término dos 30 dias, sao
relatadas decréscimo dos picos de absor¢dao 495, 540 e 564 nm em 81,6% 90,6% e 92,7 %,

respectivamente.
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Figura 28. Estabilidade dos Picos de Absor¢cdo da R-Ficoeritrina pura de Solieria filiformis

Armazenada em vidro ambar, a Temperatura de -20 °C por 30 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Os resultados foram analisados por one-way ANOVA, seguido pelo

teste de Turkey (p < 0,05), onde os comprimentos de onda sdo analisados separadamente, letras iguais indicam

que ndo diferem estatisticamente, e * significa que difere estatisticamente da absorbancia inicial (0 dias).

Concentracdo de proteina de R-ficoeritrina de 0,05 mg/mL.
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Figura 29. Estabilidade dos Picos de Absor¢cdo da R-Ficoeritrina pura de Solieria filiformis

Armazenada em vidro ambar, a Temperatura de 4 °C por 30 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Os resultados foram analisados por one-way ANOVA, seguido pelo
teste de Turkey (p < 0,05), onde os comprimentos de onda sdo analisados separadamente, letras iguais indicam
que ndo diferem estatisticamente, e * significa que difere estatisticamente da absorbancia inicial (0 dias).

Concentracdo de proteina de R-ficoeritrina de 0,05 mg/mL.
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Figura 30. Estabilidade dos Picos de Absorcdo da R-Ficoeritrina pura de Solieria filiformis

Armazenada em vidro ambar, a Temperatura de 25 °C por 30 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Os resultados foram analisados por one-way ANOVA, seguido pelo
teste de Turkey (p < 0,05), onde os comprimentos de onda sdo analisados separadamente, letras iguais indicam
que ndo diferem estatisticamente, e * significa que difere estatisticamente da absorbancia inicial (0 dias)

Concentracdo de proteina de R-ficoeritrina de 0,05 mg/mL.
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6 DISCUSSAO

A extracdo de R-FE de macroalgas vermelhas vem sendo realizada através do
contato da alga triturada com solugdes aquosas compostas por dgua destilada, 4gua do mar e
tampdes visando estabelecer métodos que proporcionem altos rendimentos de extragao.

Ao avaliar diferentes solventes para a extra¢do das ficobiliproteinas a partir de
Gracilaria crassa, Sudhakar et al. (2015) relataram que o tampdo fosfato e dgua destilada
foram as solugdes aquosas mais eficientes alcancando rendimentos, ao extrair com tampao
fosfato, de 0,25, 0,27 e 0,37 mg/grama de alga imida para FC, AFC e FE, respectivamente, e,
ao extrair com agua destilada, 0,28, 0,34, 0,50 mg/grama de alga imida para FC, AFC e FE,
respectivamente. Resultados semelhantes foram obtidos por Denis et al. (2009) quando
avaliaram a extracdo de R-FE a partir da macroalga imida Grateloupia turuturu e alcancaram
um rendimento de 1,07 mg/g de alga seca para extracdes com tampao fosfato e 1,00 mg/g de
alga seca para extragdes com agua destilada. Ao avaliar esses rendimentos de extragcdo das R-
FE com os valores obtidos a partir de S. filiformis, percebe-se que a eficiéncia de extragdo em
tampao fosfato da G. crassa € maior do que a obtida por esse trabalho (0,136 mg/g de alga
umida), porém, ao compararmos com a eficiéncia de extracdo da G. turuturu, observamos que
a extracdo de R-FE de S. filiformis é maior, chegando a um rendimento de 1,36 mg de R-FE
por grama de alga seca. Entretanto, a produtividade dos processos de extracdo de R-FE da G.
turuturu ¢ G. crassa nao pdde ser comparada pelo fato dos referidos autores ndo terem
relatados a produtividade do processo. Sugere-se que essa diferenca dos rendimentos entre
esses trés tipos de macroalgas se deve ao fato delas possuirem composi¢des diferentes.

Pelo fato da escassez de dados sobre o método de extracdo escolhido pelos
autores, como tempo de contato e tamanho da macroalga utilizada para extragdo, o presente
trabalho detalha a metodologia de extracdo, bem como expde os resultados de rendimento e
produtividade obtidos da extracdo de R-FE em diferentes tempos de contato, variando de 1 até
6 horas, para definicdo do melhor protocolo de extracdo de R-FE a partir de S. filiformis,
possibilitando, dessa forma, uma comparacao mais eficiente com relacao ao tempo de contato
e produtividade obtidos na extracdo de R-FE com outros tipos de macroalgas, onde foi
demonstrado que ao deixar o tampao fosfato em contato por 6 horas, a produtividade tornou-
se duas vezes maior do que no tempo de contato de 1 hora. Em virtude da ocorréncia de uma
possivel degradacdo da R-FE por acdo de proteases, a extracdo proteica realizada, nesse

estudo, foi avaliada durante um periodo de no maximo 6 horas de contato.
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A R-FE € um pigmento fotossintetizante hidrofilico, com uma parte proteica na
sua estrutura. Diante do exposto, foi utilizada uma técnica rdpida e econdmica para separar a
R-FE de outras proteinas e polissacarideos presentes no extrato total, cujo principio se baseia
no aumento da forca idnica da solu¢do por adicdo sulfato de amodnio, onde as proteinas
presentes na solucdo sofrem um processo chamado salting-out e precipitam de acordo com o
nivel de saturacao do sal, permitindo, assim, a separagdo de misturas complexas de proteinas,
visto que cada proteina tem sua carga, tamanho e solubilidade diferenciadas, necessitando de
concentracdes de sal diferentes para ocorrer a precipitacdo. Essa técnica de precipitacdo por
sulfato de amdnio vem sendo relatada para purificacao de ficobiliproteinas (NIU et al., 2013;
SENTHILKUMAR et al., 2013; WANG et al., 2015; WU et al., 2015).

O EBP-Sf foi submetido a sete faixas diferentes de concentracdo de sulfato de
amoOnio com a finalidade de determinar a melhor faixa de precipitacdo de proteinas para
conseguir a maior quantidade de R-FE em solucdo a partir da macroalga S. filiformis, onde foi
possivel observar que a R-FE se distribuiu em todas as faixas de precipitacdo testadas. O fato
da R-FE de S. filiformis estar presente em todas as faixas de precipitacdo por sulfato de
amonio sugere que exista diferenca nas composicdes proteicas do pigmento.

Na literatura sdo relatadas diferentes faixas de saturacdo de sulfato de amonio
utilizadas no processo de fracionamento da R-Ficoeritrina de macroalgas. O extrato proteico
da espécie Bangia fusco-purpurea, apds ser submetido ao fracionamento proteico nas faixas
F0/20, F20/25, F25/30, F30/35, F35/40, F40/45, F45/50, F50/55, F55/60, F60/70 e F70/100,
teve seu conteido de pigmento concentrado na fracao F35/50 (WU et al., 2015), demandando
uma menor quantidade de sulfato de amdnio para precipitar as proteinas presente no extrato
total. Resultado diferente foi observado no fracionamento proteico do EBP-Sf, bem como no
extrato de Amphiroa anceps, nos quais os pigmentos se distribuiram em todas as fragdes. A
escolha de uma das fragdes para dar prosseguimento ao processo de purificagdo da R-FE de S.
filiformis, prejudicaria significativamente o rendimento final da R-FE pura. Portanto, a
precipitacdo proteica com niveis de saturacdo mais elevados de sulfato de amonio (80% para
A. anceps e 90% para S. filiformis), foi necessaria como etapa de concentra¢do do pigmento e
descarte de outras biomoléculas presentes no sobrenadante (KAWSAR et al., 2011). Assim
sendo, o indice de pureza da R-FE de S. filiformis obtido apds precipitagdo proteica foi de
0,54, resultado com indice de pureza semelhante foi observado com a macroalga
Heterosiphonia japonica que, ap6s precipitacdo proteica com sulfato de amdnio a 85%, foi

obtido um indice de pureza de 0,78 (SUN et al., 2009). Esses indices de purezas obtidos sao
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considerados baixos para aplicacdes comerciais, uma vez que as industrias de alimentos e da
area de saude e pesquisa (diagnostico) sugerem indices de 2,5 e 4,5, respectivamente, sendo
necessario dar prosseguimento ao processo de purificacio.

Com o objetivo de explorar as diferencas no sinal da carga elétrica das proteinas
presente na solugdo proteica bruta (FO-90), e, de acordo com a literatura, onde a R-ficoeritrina
€ uma proteina com ponto isoelétrico em torno de 5, foi utilizado o tampao fosfato de potassio
com pH 6,5 para ressuspender a FO/90 e assim aplicar em cromatografia de troca i6nica, onde
a matriz utilizada foi de troca anibnica, retendo, assim, o pigmento de interesse, e,
posteriormente, separando as proteinas retidas, com concentra¢des definidas de NaCl, em
fracdes cromatogréficas, almejando alcancar indices de pureza mais elevados da R-FE. Nessa
etapa do processo de purificagdo, o indice de pureza da R-FE mudou de 0,54 na FO/90 para
1,63 na fracao eluida por cromatografia de troca ionica.

Para purificacdo da R-FE de Portieria hornemannii e B. fusco-purpurea, foram
utilizadas uma sequéncia de etapas similares ao do processo de purificacio da R-FE de S.
filiformis (precipitacio com sulfato de amoénio e cromatografia de troca ibnica) onde
alcancaram elevados indices de pureza de 5,21 e 5,10, respectivamente, conseguindo purificar
a R-FE com uma unica etapa cromatogriafica e com indice de pureza cerca de 3,5 pontos
maior do que o obtido para S. filifomis (SENTHILKUMAR et al., 2013; WU et al., 2015).
Entretanto, existem autores que preferem usar a cromatografia de troca idnica apds a
utilizacdo de outros procedimentos cromatograficos, como € o caso das R-FE purificadas das
macroalgas Polysiphonia urceolata por Wang et al. (2015), que, ap6s cromatografia de
exclusdo molecular, conseguiu um indice de pureza de 0,9, e, quando realizou a troca i0nica,
o indice de pureza aumentou para 5,26. De maneira semelhante a R-FE da Gracilaria
lemaneiformis foi purificada por Niu ef al. (2013), que utilizaram o procedimento de
cromatografia de interacdo hidrofébica antes da cromatografia de troca idnica que apresentou
um aumento do indice de pureza de 1,2 para 4,2. Ressalta-se ainda, que para a obtencdo da R-
FE de H. japonica por Sun et al. (2009), foi utilizado precipitagdo com sulfato de amonio,
seguida de dois procedimentos de exclusdo molecular com matrizes diferentes e um
procedimento final de troca i6nica, alcancando um indice de pureza de 4,89. Diferentemente,
para a obten¢do da R-FE da macroalga G. turuturu foi utilizado somente a cromatografia de
troca idnica, que apresentou um indice de pureza de 2,89, no entanto, esse indice de pureza
pode ser considerado bom, dependendo da aplica¢do almejada.

Como ja descrito na literatura, a R-FE € uma molécula de peso molecular em
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torno de 240 kDa. Diante de tal informacdo e com a finalidade de separar possiveis
contaminagdes por FC e AFC, nesse trabalho foi utilizado cromatografia de exclusdo
molecular, onde as moléculas de massas moleculares menores que a R-FE foram eluidas ap6s
a eluicdo da R-FE. Apds essa etapa, a R-FE alcangou um elevado indice de pureza de 4,5,
aumentando em aproximadamente 3 pontos, sendo, portanto, a R-FE considerada pura, visto
que seu indice de pureza foi superior a 3,2 (GALLAND-IRMOULI et al., 2000). Vale
ressaltar que, com essa etapa, a R-FE de S. filiformis alcancou um indice de pureza que
permite aplica-la, por exemplo, em pesquisas de diagndstico contra o cancer, atuando como
sondas fluorescentes (THANGAM et al., 2015; WANG et al., 2015).

Além das metodologias descritas anteriormente, foi relatada a purificacdo da R-FE
de Corallina elongata onde foram utilizados procedimentos de precipitacio com sulfato de
amonio e cromatografia de exclusdo molecular, onde foi alcancado um indice e pureza de
6,67 (ROSSANO et al., 2003). Por outro lado, para a purificacdo da R-FE de Porphyra
yezoensis foram utilizados os procedimentos cromatograficos de exclusdo molecular e
interacdo hidrofébica, onde foi obtido um indice de pureza de 3,20 (CAl et al., 2014).

Indices de pureza de R-FE inferiores ao obtido nesse estudo sdo relatados na
literatura, como, por exemplo, para as macroalgas Palmaria palmata (GALLAND-IRMOULI
et al., 2000), P. urceolata (NIU; WANG; TSENG, 2006) e Porphyra yezoensis (CAl et al.,
2012), que alcancaram indices de pureza de 3,20, 3,90 e 3,20, respectivamente. Portanto, pode
ser sugerido que essas diferencas entre indices de pureza possam estar relacionadas com os
interesses das industrias para a aplicacdo da R-FE. No caso da sua utilizacdo como corante
alimenticio, pode ser utilizado R-FE com indices de pureza mais baixos do que em relacdo a
utilizada para ensaios bioldgicos, demonstrando, assim, sua vasta utilizacdo nas industrias.
Além da aplicacdo em alimentos (DUFOSSE et al., 2005; SUDHAKAR et al., 2015) a R-FE
ja foi utilizada em pesquisas contra o cancer (THANGAM et al., 2015), sendo utilizado como
sondas fluorescentes. Vale ressaltar que a ampla aplicagdo desse pigmento natural se deve as
suas caracteristicas espectroscopicas.

Com relacdo ao rendimento da R-FE de S. filiformis obtido nesse trabalho foi
possivel observar que se mostrou similar ao relatado por Wang (2002) na purificagdo da R-FE
da macroalga Gracilaria verrucosa (0,14 mg/g). Além disso, o indice de purificacdo obtido
nesse trabalho foi maior do que o demonstrado para a R-FE de G. verrucosa (4,40). Outros
processos de purificagdo também foram relatados, apresentando rendimentos maiores do que

o obtido nesse trabalho, como no caso da R-FE purificada de G. furuturu, alcancando um
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rendimento de 1,41 mg/g (MUNIER et al., 2015), e a R-FE de P. urceolata com rendimento
de 1,53 mg/g (LIU et al., 2005), ambas purificadas com somente uma etapa de cromatografia.
No entanto, existe uma dificuldade na comparacdo desses rendimentos, visto que o0s
procedimentos de purificagdo sao bem diversificados.

Ao analisarmos o perfil eletroforético obtido da R-FE pura de S. filiformis,
constatamos a presenca de trés bandas proteicas presentes no gel em condicdes desnaturantes,
mesmo fato ocorrido com R-FE de outras macroalgas vermelhas, como o caso da macroalga
P. urceolata (ZHAO et al., 2013), onde foram encontradas proteinas com peso molecular de
17,5, 20 e 36,6 kDa, referentes as subunidades a, B e y, respectivamente, apresentando,
portanto, massas aproximadamente semelhantes as encontradas nesse trabalho. A R-FE da
macroalga vermelha P. hornemannii também apresentou massas moleculares aproximadas,
16, 21 e 39 kDa, para as subunidades a, e vy, respectivamente (SENTHILKUMAR et al.,
2013). Entretanto, alguns autores obtiveram uma massa molecular diferente para a subunidade
Y ou encontraram mais de uma subunidade y na estrutura da R-FE, como o caso da R-FE da
macroalga H. japonica, onde foram encontradas massas moleculares de 17,1, 19,7, 30,2 e 31,3
kDa, referentes as subunidades a, 3, y2 e y;, respectivamente (SUN et al., 2009). Com relagdo
a R-FE de P. palmata, foram encontradas bandas de 20, 21 e 30 kDa, referentes as
subunidades a, B e vy, respectivamente (GALLAND-IRMOULI et al., 2000). A existéncia de
duas subunidades y; e y, pode estar relacionado ao tipo de ficobilinas encontradas nas
estrutura da subunidade y, onde a subunidade y; possui uma massa molecular maior que a
subunidade v, Na subunidade y; sdo encontradas trés ficobilinas do tipo PUB e uma do tipo
PEB, enquanto que na subunidade v, sdo encontradas duas subunidades do tipo PUB e duas
do tipo PEB, onde, além da massa molecular, a subunidade y; emite mais fluorescéncia verde,
comprovando a existéncia de uma maior quantidade de ficobilinas do tipo PUB (ZHAO et al.,
2013, 2015; WANG et al., 2015). Em todas as anélises eletroforéticas das espécies de
macroalgas acima descritas, inclusive a da S. filiformis, a subunidade de maior peso molecular
mostrou-se com uma coloracdo menos intensa. Este fato foi comprovado por meio da anélise
da estrutura da R-FE que é composta por (af)sy, onde as subunidades o e B estdo em maior
nimero que a subunidade vy, explicando assim a diferenca de intensidade das bandas. Essa
subunidade y, embora apareca em menor quantidade, ¢ importante para a R-FE, pois atua
como um peptideo de ligagdo entre os trimeros de subunidade (afj), conferindo maior
estabilidade a R-FE, fazendo com que ela seja uma ficobiliproteina mais resistente que a

ficocianina e a aloficocianina.
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O espectro de absorcao da R-FE pura de S. filiformis apresentou absor¢ao maxima
em 495, 540 e 564 nm, corroborando com os espectros de absor¢do de R-FE de P. urceolata
(498, 538 e 566 nm), relatado por Wang et al. (2015); de G. turuturu (498, 540 e 565 nm),
descrito por Munier et al. (2015), e de P. hornemannii (499, 545 e 565 nm), obtidos por
Senthilkumar et al. (2013). O perfil de absorcdo apresentado pela R-FE de S. filiformis é
tipico das ficoeritrinas que possuem as ficobilinas: ficourobilina (PUB) e ficoeritrobilina
(PEB) presentes na estrutura, onde o pico de 495 nm se refere a PUB e os picos de 540 e 564
nm se referem a PEB (GAIGALAS et al., 2006; MUNIER et al., 2014).

O pigmento R-FE pura de S. filiformis apresentou um tnico pico de emissao em
575 nm, ao ser excitado em 495 nm. Esse resultado corrobora com os ja publicados que
mostram o espectro de emiss@o de fluorescéncia, quando excitado a 495 ou 498 nm, de R-FE
purificadas das espécies de macroalgas vermelhas A. anceps (KAWSAR et al., 2011), G.
lemaneiformis (NIU et al., 2013), G. turuturu (MUNIER et al., 2014) e P. urceolata (WANG
et al., 2015) com emissdo méaxima em 580 nm, 579 nm, 575 nm e 577 nm, respectivamente,
onde, a transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia (FRET) da PUB para PEB
resulta nesse pico de emissdo miximo de fluorescéncia (JIANG; ZHANG; LIANG, 1999),
exibindo uma intensidade 20 vezes maior do que o relatado para outros pigmentos, como a
fluoresceina (FLEURENCE, 2004). Outra vantagem da R-FE sobre outros pigmentos
fluorescentes seria a capacidade de ser excitado em qualquer um dos seus picos de absorc¢ao
(495, 540 ou 564 nm), conferindo, assim, uma maior faixa espectral de excitacdo.

A estrutura o-hélice dominante apresentada pelo espectro de CD da R-FE de S.
filiformis, corroborou com as caracteristicas espectrais de dicroismo circular de R-FE de
outras espécies de macroalgas. A R-FE isolada a partir de B. fusco-purpurea apresentou as
mesmas caracteristicas espectrais com picos em 192, 208 e 222 nm (WU et al., 2015),
semelhante ao observado para a R-FE de P. urceolata .

Alteragdes significativas (p<0,05) foram observadas na estrutura secundaria em o.-
hélice predominante, bem como nas capacidades de absorver e emitir luz da R-FE de S.
filiformis, apenas a 80 °C, sugerindo um pigmento natural altamente estdvel, quando
comparada as R-FE extraidas de outras espécies de macroalgas. E possivel notar, a partir dos
dados de CD, que em condig¢des extremas de temperatura (80 °C) a estrutura de a-helice da R-
FE de S. filiformis é totalmente perdida e transformada em folhas-f, resultando numa perda
irreversivel da estrutura, onde, esse fato foi observado, também, para R-FE de P. urceolata

(LIU et al., 2009), no qual o teor de a-hélice mudou de 90% em condi¢des nativas para quase
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zero, e as folhas-f aumentaram, chegando a mais de 40%. As mudangas observadas no perfil
de absor¢do e emissdo de luz da R-FE de S. filiformis foram provavelmente ocasionados pela
mudanca da sua conformacdo estrutural da proteina, cuja mudanga foi provocada pelo
aumento da temperatura, afetando a capacidade de absorcdo de luz e transferéncia de energia
da R-FE em estudo, onde foi possivel notar que a capacidade de transferéncia de energia é
mais afetada do que a capacidade de absorc¢do de luz.

Outras R-FE, purificadas de diferentes espécies de macroalgas vermelhas, também
se mostraram termo labeis, como a de G. turuturu, estavel até 40 °C (Munier et al., 2014), B.
fusco-purpurea, mantendo estabilidade até 55 °C, onde comeg¢a a mostrar uma alteracdo na
sua estrutura secundaria (Wu et al., 2015) e P. palmata, estavel até 60 °C (GALLAND-
IRMOULI et al., 2000).

O presente trabalho avaliou, ainda, os perfis espectroscopicos da R-FE de S.
filiformis frente a diferentes condi¢des de armazenamento e foi observado que a absorbancia e
fluorescéncia se mantiveram relativamente estaveis a temperatura de 4 e -20°C durante 30
dias. Vale ressaltar, que o pico de absor¢do a 495 nm sofreu uma menor alteracdo comparado
aos picos a 540 e a 564 nm, sugerindo que isso decorre do fato da ficobilina PUB, a qual € a
responsavel por esse pico de absorc¢do, se ligar covalentemente por dois residuos de cisteina
na por¢do proteica do pigmento, enquanto que a PEB se liga somente a um residuo de cisteina
(LIU et al., 2009; ZHAO et al., 2013, 2015).

E demonstrado na literatura que R-FE purificada a partir de G. turuturu
(MUNIER et al., 2014) foi avaliada quanto a estabilidade no armazenamento em temperaturas
de -20 °C e 4 °C durante um periodo de duas semanas. Os picos de absorcdo (498, 540 e 565
nm) da R-FE de G. turuturu a 4 °C foi estavel somente durante 48 horas, enquanto que, a -20
°C, foi observado estabilidade do perfil de absor¢cdo durante todo o experimento, se repetindo
o mesmo perfil de estabilidade para a analise de emissdo de fluorescéncia. Contudo, a R-FE
purificada de C. elongata (ROSSANO et al., 2003), ao ser avaliada quanto a estabilidade no
armazenamento em temperaturas de -20 °C e 4 °C, durante 35 dias, demonstrou resultado
diferente ao obtido da R-FE de G. turuturu, onde a estabilidade no armazenamento testada a 4
°C foi mais eficiente que a -20 °C. Nao foi possivel comparar as porcentagens de perdas de
absorbancia e fluorescéncia por falta de dados dos autores. Entretanto, € possivel perceber que
o pigmento obtido da S. filiformis demonstrou mais estabilidade no perfil de absor¢do em

relacdo as duas macroalgas citadas, contudo, resultados semelhantes ao da R-FE de G.
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turuturu foram encontrados para o grafico de emissdo de fluorescéncia da R-FE de S.

filiformis, onde o armazenamento a -20 °C foi melhor do que a 4 °C.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, foi possivel concluir que a macroalga marinha vermelha
Solieria filiformis se mostrou uma fonte do pigmento R-Ficoeritrina. Além disso, foi definida
a melhor condi¢cdo de extragdo desse pigmento, e proposto um esquema de purificacdo, onde
contempla as etapas de precipitagdo com sulfato de amonio seguido por cromatografia de
troca i6nica (DEAE-Sephacel) e cromatografia de exclusdo molecular (Sephacryl S-300), que
foi eficaz na purificacdo da R-Ficoeritrina, equiparando-se aos indices de pureza comercial.

O pigmento vermelho R-Ficoeritrina apresentou uma tinica banda proteica quando
submetida a eletroforese em condicdes desnaturantes na auséncia do agente redutor,
confirmando sua purificacdo, e trés bandas proteicas quando submetido a eletroforese em
condi¢des desnaturantes na presenca do agente redutor, com massa molecular aparente de 18,
20 e 37 kDa, correspondendo as suas subunidades a, € y, respectivamente.

Ao ser analisada suas caracteristicas espectroscopicas, foram encontrados trés
picos de absorcdo em 495, 540 e 564 nm, um pico de emissdo de fluorescéncia a 575 nm
quando excitada a 495 nm e uma porcentagem em torno de 60 % de alfa-hélice na sua
estrutura secundéria nativa. Tais caracteristicas espectroscOpicas foram resistentes até 70 °C,
quando incubadas por uma hora, demonstrando uma alta resisténcia térmica, e estabilidade no
armazenamento a -20 °C e 4 °C, durante 30 dias, em relacdo aos seus picos de absorc¢do,
porém reduzindo sua intensidade de fluorescéncia em torno de 50%. O pigmento perdeu sua

capacidade de absorver e emitir fluorescéncia quando armazenado a 25 °C.
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8 CONCLUSAO

No presente trabalho, foi possivel concluir que a macroalga marinha vermelha
Solieria filiformis, abundante no litoral cearense e com alto potencial de cultivo no mar, se
mostrou uma fonte de R-Ficoeritrina, um pigmento vermelho fluorescente, comercialmente
importante, purificado através de métodos cromatogrificos sequenciais, apresentando um
elevado indice de pureza, sugerido para aplicacdes biotecnoldgicas. Exibiu uma estrutura
proteica constituida de subunidades monoméricas de massas moleculares distintas (a, B e ),
apresentando predomindncia de estrutura secundaria em a-hélice termoestavel, propriedades
espectroscOpicas (absorbancia e fluorescéncia) de elevada estabilidade, e, sobretudo em

condi¢des adequadas de armazenamento.
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