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RESUMO

As microalgas sdo consideradas uma potencial matéria-prima sustentavel para a producao de
compostos bioguimicamente ativos como as ficobiliproteinas. As ficobiliproteinas sdo um
grupo de cromoproteinas presente em cianobactérias como nas algas azul-esverdeadas e
vermelhas. Comercialmente, as ficobiliproteinas sdo produtos naturais de alto valor com
aplicacdes biotecnoldgicas, por exemplo, nutracéuticas e farmacéuticas, nas inddstrias de
alimentos e cosméticos, bem como em pesquisas biomédicas e diagnosticos clinicos. O uso de
ficobiliproteinas como corantes naturais ndo-toxicos e ndo-cancerigenos esta ganhando
importancia em todo o mundo em vista do potencial de toxicidade e carcinogenicidade dos
corantes alimentares sintéticos. Para obtencdo das ficobiliproteinas deve-se escolher um método
de extracdo eficiente que possa obter altos valores de rendimento de extracdo como também de
pureza. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar 0 método de extracdo
pressurizada, aplicando diferentes condicGes para obter ficobiliproteinas da microalga Spirulina
(Arthrospira platensis), utilizando como solvente de extracdo o tampdo fosfato de sddio. As
ficobiliproteinas foram caracterizadas e avaliou-se seu potencial antioxidante e de
citotoxicidade. O aumento de pressdo favoreceu o aumento de rendimento de extracdo e ndo
influenciou a biofuncionalidade das moléculas extraidas. Os resultados mostraram que 0
método de extracdo & muito promissor, principalmente para a extracdo de ficocianina e
aloficocianina, obtendo concentragdes de 4,44 g.L e 1,63 g.L ™ apds 360 min respectivamente,
no processo conduzido a 100 bar. O extrato obtido nesta pressao apresentou altos valores de
pureza com de 3,59 para ficocianina e 1,72 para aloficocianina, e com rendimento de extracao
de 44,44 mg.gl e 16,33 mg.gl, respectivamente. Apos o processo de purificacido por
cromatografia de troca idnica em DEAE sepharose, com apenas uma etapa, obteve-se um
extrato rico em ficocianina com pureza de 4,76 e 2,19 para aloficocianina. Além disso, o extrato
de ficobiliproteinas purificado apresentou elevada atividade antioxidante com 98 % na reducao
dos radicais de DPPH e de 100 % na quelagdo dos ions ferrosos como também apresentou
atividade anticancerigena em testes in vitro para células leucémicas HL60. Com isso, 0 método
de extracdo pressurizada mostra-se eficiente para obtencdo de ficobiliproteinas sem causar

danos a sua biofuncionalidade.

Palavras-chave: Ficocianina. Aloficocianina. Extragdo. Atividade Antioxidante. Atividade
Anticancer.



ABSTRACT

Microalgae are considered a potential sustainable raw material for the production of
biochemically active compounds such as phycobiliproteins. Phycobiliproteins are a group of
chromoproteins present in cyanobacteria such as blue-green and red algae. Commercially,
phycobiliproteins are natural products of high value with biotechnological applications, for
example, nutraceuticals, and pharmaceuticals, in the food and cosmetics industries, as well as
in biomedical research and clinical diagnostics. The use of phycobiliproteins as natural non-
toxic and non-cancerous dyes is gaining importance worldwide due to the potential for toxicity
and carcinogenicity of synthetic food dyes. To obtain phycobiliproteins, an efficient extraction
method must be selected than allows obtain high values of extraction yield and purity index. In
this context, the objective of the present study was to evaluate the pressurized extraction
method, applying different conditions, to obtain phycobiliproteins from microalgae Spirulina
(Arthrospira platensis), using sodium phosphate buffer as the extraction solvent.
Phycobiliproteins extracts were characterized and their antioxidant and cytotoxicity potential
was determined. The increase in pressure favored the increase of the extraction yield and did
not influence the biofunctionality of the extracted molecules. The results showed that the
extraction method is very promising, mainly for the extraction of phycocyanin and
allophycocyanin, obtaining concentrations of 4.44 g.L! and 1.63 g.L! after 360 min,
respectively, in the process conducted at 100 bar. The extract obtained at this pressure showed
a high purity index, 3.59 for phycocyanin and 1.72 for allophycocyanin, and with an extraction
yield of 44.44 mg.g* and 16.33 mg.g?, respectively. After the purification process by ion
exchange chromatography in DEAE sepharose, with only one step, was obtained an extract rich
in phycocyanin with a purity of 4.76 and 2.19 for allophychocyanin. Besides, the purified
phycobiliprotein extract showed high antioxidant activity, with 98% in the reduction of DPPH
radicals and 100% in the chelation of ferrous ions, as well as showing an anti-cancer activity in
in vitro tests for HL60 leukemic cells. Thus, the pressurized extraction method is efficient for
obtaining phycobiliproteins without damaging their biofunctionality using non-toxic solvent,

being an environmentally friendly process.

Keywords: Phycocyanin, Allophycocyanin, Extraction, Antioxidant activity, Anti-cancer

activity.
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1 INTRODUCAO

As microalgas, incluindo as cianobactérias, estdo entre 0s organismos
fotossintéticos mais antigos da terra, juntamente com os protistas, sdo os principais produtores
nos ecossistemas aquaticos (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). A capacidade das microalgas
de converter carbono inorgénico atmosférico em biomassa orgénica com a ajuda da luz solar é
sua caracteristica marcante. A natureza unicelular das microalgas simplifica o cultivo em larga
escala e a biomassa de microalgas com seus componentes constituintes tém aplicacdes em
diversos setores, desde produtos farmacéuticos, nutracéuticos e de produtos de saude
(MARTINS; CAETANO; MATA, 2010).

Dentre diversas espécies estudadas na literatura, a Arthrospira platensis, também
conhecida como Spirulina platensis, tem se destacado principalmente por possuir em sua
composicao macro e micronutrientes. Sua composi¢cdo quimica em peso seco pode variar de 60
a 70% de proteinas sendo os demais componentes, carboidratos, lipidios, vitaminas (como
provitamina A, vitamina C e vitamina E) e minerais (como, por exemplo, ferro, célcio, cromo,
cobre, magnésio, manganés, fosforo, potassio, s6dio e zinco). Acidos graxos essenciais como o
acido y-linolénico (GLA), pigmentos como clorofila a, ficobiliproteinas e carotenos também
estdo presentes (SONI; SUDHAKAR; RANA, 2017).

De acordo com Hsie-Lo et al. (2019), as microalgas sdo uma fonte importante de
corantes naturais que estdo ganhando mais interesse sobre os corantes sintéticos devido as suas
caracteristicas ndo-toxicas e ndo-carcinogénicas, ficobiliproteinas (ficocianina, aloficocianina
e ficoeritrina) sdo um exemplo desses corantes.

As ficobiliproteinas sdo sollUveis em agua, possuem cores brilhantes e sdo
altamente fluorescentes. Alem disso, exibem caracteristicas qualitativas e quantitativas
diferentes e Unicas, incluindo um amplo espectro de absor¢édo de luz visivel e alto coeficiente
de absorcdo (CHATTOPADHYAY et al., 2012, GLAZER; STRYER, 1984). Estes pigmentos
sdo comumente utilizados nas industrias cosméticas (PANDEY V.; PANDEY A.; SHARMA,
2013), farmacéuticas (LIU; XU; CHENG, 2000; CHERNG et al., 2007; KUMAR et al., 2007)
e de alimentos (BATISTA et al., 2006; JESPERSEN et al., 2005; MISHRA K.; SHRIVASTAV
A.; MISHRA S, 2008), pois apresentam propriedades fisioldgicas importantes como atividade
antioxidante (BHAT; MADYASTHA, 2000; ROMAY et al., 1998; DASGUPTA et al., 2001,
UPASANI; BALARAMAN, 2003; BERMEJO; PINERO; VILLAR, 2008; SONI; TRIVEDI;
MADANWAR, 2008), anti-inflamatoria (ZHU et al., 2016; WU et al., 2016) e anticancer
(ROJAS; JUAREZ; CHAVERRI, 2014; PAGELS et al., 2019). Também s&o utilizados como


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cyanobacteria
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protist
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/biomass
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0734975017301209#bb0525
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/water-soluble
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/light-absorption
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S175646461400317X#bib0090
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S175646461400317X#bib0195
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sondas fluorescentes em histoquimica, citometria de fluxo, microscopia e imunoensaios de
fluorescéncia (SEKAR; CHANDRAMOHAN, 2008).

A pureza das ficobiliproteinas é quem determina a possivel aplicagéo, considera-se
grua alimentar quando com pureza maior ou igual a 0,7; grau de reagente quando esta entre 0,7
e 3,9 e grau analitico quando maior ou igual a 4,0. O preco no mercado pode depender da pureza
e da aplicacgéo final pretendida como, por exemplo, a ficocianina de grau alimentar tem preco
de aproximadamente US$ 0,13 por miligrama, enquanto o grau de reagente analitico pode ser
de até US$ 16,90 por miligrama (HSIE-LO et al., 2019; SIGMA ALDRICH, 2020).

Um dos pigmentos mais estudados da classe das ficobiliproteinas é a ficocianina,
que possui varias propriedades terapéuticas, incluindo atividades antioxidante (20 vezes mais
ativa do que o &cido ascorbico), anti-inflamatoria e anticancerigena (MORAES et al., 2007).
Como também a aloficocianina que é amplamente utilizada como etiquete fluorescente devido
as suas propriedades fotofisicas e a capacidade de rotular biomoléculas (CHEN; JIANG, 2018).

O maior aproveitamento biotecnolégico de ficobiliproteinas passa pelo
desenvolvimento de métodos de extracdo que sejam tanto eficientes quanto seguros
ambientalmente. Existem diversos protocolos para extracdo, quantificacdo e purificacdo de
ficobiliproteinas diferindo consideravelmente entre si. Alguns desses métodos utilizam
solventes caros e ainda possuem alto consumo energético. Alguns exemplos sdo
congelamento/descongelamento com tampdo fosfato ou acetado em &gua destilada ou
nitrogénio liquido ou em carbonato de calcio, técnicas de rompimento celular como
homogeneizador mecanico de tecidos, sonicacdo e também a técnica de extracdo assistida por
micro-ondas. No entanto, esses métodos nem sempre fornecem extratos com alta pureza nem
proporcionam altos rendimentos de extragéo.

Visto isso faz-se necessario estudos que possam enriquecer ainda mais 0s extratos
obtidos, aumentando pureza das biomoléculas extraidas para baratear processamento das
biomoléculas assim como processos que possam ter ampliacdo de escala para producéo
industrial. O uso de alta pressdo é uma ferramenta poderosa para obter proteinas significativas,
pois esse processo retém as propriedades naturais dos produtos finais (DENIZ; OZEN; YESIL-
CELIKTAS, 2016) e sendo uma realidade ja inserida em industrias de alimentos juntamente

com as tecnologias quimicas convencionais (SERRAT et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Definir um processo de extragdo de ficobiliproteinas da microalga Arthrospira
platensis utilizando pressdo e caracterizar e determinar a sua atividade antioxidante e

citotoxicidade.

2.2 Especificos

e Auvaliar as melhores condi¢cdes de extracdo das ficobiliproteinas sem causar
desnaturamento proteico em temperatura ambiente.

o Avaliar o método de extracdo em diferentes condicGes de pressdo em termos de
rendimento e pureza.

e Determinar atividade antioxidante in vitro do extrato de ficobiliproteinas.

e Analisar a atividade anticancerigena in vitro das biomoléculas extraidas nas

celulas de cancer de colorretal, prostata, leucémica e glioblastoma.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Algas

As algas séo organismos aquaticos fotossintéticos. O termo " algas " refere-se a um
conjunto polifilético artificial de organismos (APT; BEHRENS, 1999). Eles podem ser
unicelulares (microalgas) ou multicelulares (macroalgas). As algas sdo muito diversas em
termos evolutivos. Com mais de 40.000 espécies ja identificadas e com muitas outras ainda a
serem identificadas, as algas sdo classificadas em varios grandes grupos, como segue:
Cyanobacteria (Cyanophyceae), algas verdes (Chlorophytas), algas vermelhas (Rhodophytas),
algas pardas (Ochophyta). Algas verdes-azuladas (Cyanobacteria), Dinoflagelados (Miozoa) e
diatoméceas (Bacillariophyta) (ALGAEBASE, 2020)

As algas tém um grande potencial para produzir uma ampla gama de bioquimicos
importantes para alimentos, pesquisas medicas e outros usos, e muitos biogquimicos
interessantes e importantes ainda devem ser descobertos em microalgas. As algas tém trés
atributos fundamentais que podem ser convertidos em vantagens técnicas e comerciais, segundo
SUGANYA et al. (2016) e BECKER (1994):

I. S&o geneticamente um grupo muito diversificado de organismos com
uma ampla gama de caracteristicas fisioldgicas e bioguimicas; assim elas produzem
naturalmente muitas gorduras, aglcares, compostos bioativos diferentes e incomuns.

I1. Podem incorporar de maneira econdmica os isdtopos estaveis 3C, °N
e ?H em sua biomassa e, portanto, nos varios compostos que produzem.

I1l. Compreendem um grupo grande e inexplorado de organismos e,
portanto, fornecem uma fonte praticamente inexplorada de produtos.

Muitas s@o as aplicacbes das microalgas. Elas podem ser aplicadas em diversas
areas como, no meio ambiente quando usadas para tratamento de aguas residuais, comercial
quando utilizadas como marcadores de fluorescéncia e também na bioenergia na producdo de

biodiesel (SUDHAKAR et al., 2019). Outras aplicacGes podem ser observadas na Figura 1.
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Figura 1 — Possiveis aplicagdes de biomassa de algas.

Algas (Macro e Micro)
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Meio Ambiente Comercial Bioenergia
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residuais. medicamentos. » Biogas.
* Captura de CO,. * Marcadores de * Biohidrgénio.
* Absorcdo de metais fluorescéncia. « Bio-6leo
pesados e corantes » Corantes + Células de
sintéticos. alimentares. combustivel
» Biofertilizantes/ microbiana.

Bioestimulantes
e Cosméticos e
Nutracéuticos

Fonte: SUDHKAR et al. (2019), adaptada.

3.1.1 Microalgas

Ao contréario das plantas superiores, as microalgas ndo tém raizes, caules e folhas.
As microalgas sdo capazes de realizar a fotossintese, por isso sdo importantes para a vida na
terra, pois produzem aproximadamente metade do oxigénio atmosférico e usam
simultaneamente o dioxido de carbono um dos gases de efeito estufa para crescer (SUGANYA
et al.,, 2016). O termo “microalgas” inclui cianobactérias procaridticas e microrganismos
fotossintéticos eucaridticos (JOHNSON et al.,2018). Microfitas ou microalgas sdo algas
microscopicas, normalmente encontradas em sistemas marinhos e de agua doce (SCOTT et al.,
2010; RIZWAN et al., 2018). Sdo espécies unicelulares, que existem individualmente ou
formando colbnias. Dependendo da espécie, seus tamanhos podem variar de alguns
micrémetros (um) a algumas centenas de micrometros.

As microalgas possuem fotossistemas e ficobilissomas contendo clorofila para
absorcéo da energia luminosa. Alem disso, dependendo das condigdes de luz e disponibilidade
de carbono, podem usar um ou mais de seus trés modos metabdlicos (fotoautotrofia, heterotrofia
ou mixotrofia). Essas caracteristicas permitem que elas crescam em uma gama de ambientes,

incluindo temperaturas extremas, pH e salinidade (GEADA et al., 2018). As primeiras
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linhagens a serem estudadas incluiram Chlamydomonas, Chlorella e Spirulina, sendo as duas
ultimas as mais cultivadas atualmente (GARRIDO-CARDENAS et al., 2018).

Microalgas tém sido reconhecidas como fonte de ingredientes com efeitos positivos
a saude, pois produzem &cidos graxos poli-insaturados, polissacarideos, pigmentos naturais,
minerais essenciais, vitaminas, enzimas e peptideos bioativos (CUELLAR-BERMUDEZ et al.,
2014; RODRIGUES, 2017). As tendéncias de mercado e o crescente interesse dos
consumidores por produtos naturais e saudaveis tém incentivado pesquisas no setor académico
e industrial para o desenvolvimento de produtos com ingredientes funcionais, e as microalgas

tém se destacado.

3.2 Spirulina (Arthrospira platensis)

A Spirulina estd na terra ha aproximadamente 3,6 bilhdes de anos e € uma das
primeiras formas de vida fotossintética que criou a atmosfera de oxigénio para que toda a vida
pudesse evoluir. (SONI; SUDHAKAR; RANA, 2017).

Spirulina foi descoberta pela primeira vez pelo cientista espanhol Hernando Cortez
e Conquistadores em 1519. Cortez observou que a Spirulina era comida nas mesas dos astecas
durante sua visita no Lago Texcoco, no Vale do México. Pierre Dangeard descobriu 0s
beneficios desse consumo para a satde, observaram que os flamingos sobreviviam consumindo
algas verde azuladas. O botanico Jean Leonard apoiou as descobertas de Dangeard e as pessoas
logo comecaram a comercializar a Spirulina para colher seus beneficios (UGWU; AOYAGI;
UCHIYAMA, 2008).

Essas microalgas contém clorofila a, como plantas superiores, portanto s&o
classificadas como microalgas de acordo com botéanicos pertencentes a classe Cyanophyceae e
bactéria devido a sua estrutura procaridtica de acordo com bacteriologistas (KORU, 2009;
SUDHAKAR; PREMALATHA, 2015).

As duas especies mais importantes de Spirulina sdo Arthrospira maxima e
Arthrospira platensis. Essa ultima possui um alto conteudo consideravel de micro e
macronutrientes. Sua composicao quimica de peso seco inclui 60 a 70% de proteinas, sendo 0s
demais componentes carboidratos, vitaminas (por exemplo, provitamina A, vitaminaC e E, e
minerais (como ferro, calcio, cromo, cobre, magnésio, manganés, fosforo, potassio, sédio e
zinco). Acidos graxos essenciais, como &cido y-linolénico (GLA), pigmentos como clorofila a,
ficobiliproteinas e carotenos também estdo presentes (SONI; SUDHAKAR; RANA, 2017).
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Tomaselli (1997) afirmou que a Spirulina (Arthrospira platensis) é uma
cianobactéria multicelular, filamentosa, composta por células cilindricas dispostas na forma de

tricomas helicoidais ndo ramificados, como pode ser observado na Figura 2.

Figura 2 — Spirulina (Arthrospira
platensis) (UTEX 1926).

Fonte: LEON (2010).

A Spirulina ¢ o alimento mais nutritivo e concentrado conhecido pela humanidade
que contém antioxidantes, fitonutrientes, nutracéuticos podendo ser utilizados com probi6ticos
(PAGELS et al., 2019). A Spirulina esta emergindo rapidamente como uma resposta completa
as diversas demandas devido a sua imponente composicdo de nutrientes que pode ser usada
para usos terapéuticos. O mundo das Nagdes Unidas na conferéncia de alimentos declarou que
a Spirulina é a melhor comida para o futuro e estd ganhando popularidade (PULZ; GROSS,
2004). Segundo Soni, Sudhakar e Rana (2017), a Organizacdao Mundial de Saude descreveu a
Spirulina como o melhor produto de saldde da humanidade além da Instituicdo
intergovernamental (IIMSAM) permitiu a utilizacdo de microalga A. platensis contra
desnutricéo.

3.2.1 Composicéo nutricional da Spirulina (Arthrospira platensis)

Como ja mencionado a Spirulina contém praticamente todos os componentes
encontrados para interesse industrial. Uma proporcao consideravel de proteinas, vitaminas, sais

minerais, carboidratos, pigmentos, oligoelementos e acidos graxos essenciais estao presentes.
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3.2.1.1 Vitaminas

As vitaminas naturalmente encontradas na Spirulina sdo Bi, Bz, B2, E € um
precursor de vitamina A que é o B-caroteno. Seu contetido de -caroteno € incomumente alto,
cerca de 30 vezes maior do que o encontrado em uma cenoura. Também é excepcionalmente
rica em vitamina B12, que € a mais dificil de obter de uma dieta vegetariana porque nenhuma
fruta, vegetal, grdo ou leguminosa a contém. Tem quatro vezes mais vitamina B1> do que figado
cru, que foi considerada a melhor fonte deste nutriente. E reconhecida como uma excelente

fonte de vitamina E comparavel a encontrada na grama de trigo (YIN et al., 2017).
3.2.1.2 Minerais

A Spirulina contém minerais como ferro, magnésio, célcio e fosforo. O ferro é um
mineral que esta presente principalmente em alimentos de origem animal, como carne e peixe
(BALASUBRAMANI et al., 2016; PARRA-SALDIVAR, 2015). Uma analise média

nutricional por 100 g de Spirulina € mostrada na Tabela 1.

Tabela 1 — Andlise nutricional média de Spirulina (Arthrospira platenis) por 100g.

Componentes Valor nutricional Componentes Valor nutricional
(mg) (mg)
Proteina Vegetal 63000 Calcio 1000
Carboidratos 22000 Faésforo 800
Gordura 2200 Magnésio 400
Minerais 8000 Ferro 58
Fibra dietética 7000 Zinco 3
Vitamina A 212 Cobre 1,2
Clorofila 600 Manganés 0,5
Vitamina E 10 Crémio 0,03
Vitamina B1 3,5 Potassio 1,4
Vitamina B2 0,4 Acido gama linoleico 1
Vitamina B3 1,3 Vitamina Bs 0,005
Vitamina Bs 0,2 Vitamina Bo 0,05
Vitamina Bs 6 Vitamina B1» 0,35

Fonte: PARRA-SALDIVAR (2015); SONI, SUDHAKAR E RANA (2017).

3.2.1.3 Proteinas

A Spirulina é abundante em proteinas vegetais, que representam de 60% a 70% do

seu peso. Farinha de soja contém cerca de 35% de proteina. Qualitativamente, a Spirulina
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fornece proteinas completas, pois contém toda a gama de aminoécidos que representam 47%
do peso total da proteina (BALASUBRAMANI et al., 2016). Dentre essas proteinas estdo as

ficobiliproteinas, que sdo um grupo de proteinas solGveis em agua com um cromoforo

associado, responsavel pela coleta de luz nas cianobacteérias.

3.3 Ficobiliproteinas

Praticamente todas as plantas e algas contém clorofila a que absorve luz na faixa de
(A~ 430 e 680 nm) como por exemplo as algas verdes que possuem clorofila a e b, as pardas e
as diatoméceas a e ¢ e as algas vermelhas possuem a e d. [Esses organismos sdo
fotossinteticamente ativos em uma faixa de comprimento de onda de 400 a 700 nm. As
cianobactérias e as algas vermelhas ndo possuem clorofila b, absorvendo luz principalmente
nas regides azul e vermelha do espectro visivel devido a clorofila a. Para compensar a grande
lacuna de absorgéo e otimizar a coleta de energia luminosa, os complexos supramoleculares
conhecidos como ficobilissomas sdo montados na membrana tilacoide, que possui uma faixa
de absorc¢éo de 500-660 nm (SCHULZE et al., 2014; Hsie-Lo et al., 2019). Cada ficobilissoma
é composto de proteinas coloridas chamadas ficobiliproteinas, como a ficocianina, a ficoeritrina
e aloficocianina. Essas moléculas sdo dispostas em forma de antena (Figura 3), de modo que a
energia absorvida seja canalizada para o centro da reacdo do fotossistema Il com eficiéncia
superior a 95 %. A ordem de absorcao da-se inicialmente pela ficoeritrina que encontra-se mais
externa do ficobilossoma até a aloficocianina mais internamente (PAGELS et al., 2019). Como
resultado, cianobactérias e algas vermelhas podem utilizar luz vermelha, amarela, verde e, em
menor medida, azul (MANIRAFASHA et al., 2016; HSIEH-LO et al., 2019).

Figura 3 — Organizag&o estrutural do ficobilissoma.

2 < 680 nm

Z FBF Estroma de cloroplastos
Ficoeritrina

Fotosistema II |

2H:0: O, +4H"

Fonte: HSIE-LO, 2019; ZILINSKAS e GREENWALD, 1986, adaptada.
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Os ficobilissomas permitem que 0s pigmentos sejam arranjados geometricamente
de uma maneira que ajude a otimizar a captura de luz e a transferéncia de energia. Todas as
ficobiliproteinas absorvem a luz incidente diretamente, mas, além disso, participam de uma
cadeia de transferéncia de energia no interior do ficobilissoma. A transferéncia de energia
ocorre na sequéncia de ficoeritrina — ficocianina — aloficocianina — clorofila a
(MANIRAFASHA et al., 2016).

Baseadas em suas cores, as ficobiliproteinas sdo classificadas em dois grandes
grupos: ficoeritrina (vermelho) e ficocianina (azul); sendo as ficocianinas subdivididas em C-
ficocianina, R-ficocianina e aloficocianina (MANIRAFASHA et al., 2016). Além disso, as
ficobiliproteinas sdo sollveis em agua, muito estaveis em pH fisioldgicos, sdo proteinas
altamente fluorescentes nas quais podem constituir até 60% do teor de proteina soltvel
(VISKARI; COLYER, 2003).

InformagOes sobre a organizagdo supramolecular de ficobilissomas advém da
microscopia eletrénica que mostrou que cianobactérias contém varios tipos estruturais de
ficobilissomas, podendo ser classificados em trés tipos morfologicos: hemi-elipsoidal,
hemidiscoidal e em forma de feixe (GANTT; LIPSCHULTZ, 1972; LI et al., 2019). Mas, o
ficobilissoma hemidiscoidal com um ndcleo tricilindrico e seis hastes é encontrado
extensivamente na maior parte delas (SIDLER, 1994).

A ficocianina é tida como pigmento principal das cianobactérias, pois pode chegar
a 20% em massa seca da proteina celular da mesma (PATEL et al., 2005). Caetano (2018)
afirma que dentre diversas espécies de cianobactérias o maior nivel de ficocianina é encontrado
na A. platensis, quando apresenta cerca de 17,5% e 3,8% para aloficocianina com apenas 1,2%
de ficoeritrina.

A ficocianina (Amax= 610-620 nm) é a maior constituinte dos ficobilissomas,
enquanto a aloficocianina detém os pigmentos ponte entre os ficobilissomas e as lamelas
fotossintéticas. Ambas, ficocianina e aloficocianina, sdo compostas de duas cadeias
polipeptidicas, o e B, de cerca de 17.000 e 18.000 Da. Os polipetideos o e f contém um ou dois
cromoforos, respectivamente. Em meio aquoso de baixa forgca idnica, os ficobilissomas
dissociam-se em varios componentes, e biliproteinas individuais, com ou sem ligantes, sdo
obtidas. A relativa estabilidade do complexo biliproteina — ligante varia entre as biliproteinas
de diferentes fontes (GLAZER; STRYER, 1984; WESTERMANN et al., 1993; RODRIGUES,
2017).

A aloficocianina (Amax= 650-660 nm) € organizada na forma de trimero, em pH

neutro, apresenta trés o e trés 3 polipeptidios, cada um deles com cromdforo (bilina). Trimeros
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(a3P3), sdo conjuntos de trés monémeros de (o) com simetria tripla. Ficocianina é encontrada
em solucdo, como uma mistura complexa entre (osP3) e (asPe) € outros oligbmeros. Os
hexameros (asPs) tem forma de disco e sdo formados pela associacéo face-a-face de trimeros.
As hastes sdo formadas pela associagdo desses discos (ZOLLA; BIANCHETTI;
RINALDUCCI, 2002; RODRIGUES, 2017).

Ficoeritrinas, especialmente de algas vermelhas, tem outro cromdéforo
transportador, 0 y. A subunidade y é considerada um conector de trimeros (a.3)s (com cerca de
12-30 KDa) na formag&o de hexémeros mais estaveis [(af3)-y-(a8)s] (240-260 KDa). Portanto,
usualmente as ficoeritrinas existem na forma de hexadmeros em solugdo, bem como nos
ficobilissomas, contudo, ficocianina e aloficocianina apresentam-se na forma de trimeros
somente em solucdo (SUN et al., 2009; RODRIGUES, 2017). As formulas estruturais de cada

ficobiliproteina podem ser observadas na Figura 4.

Figura 4 — Formulas estruturais dos grupos cromdforos (bilinas) das
ficobiliproteinas.

COOH COOH

Ficoeritrina

Fonte: GOLDSMITH e MOERNER, 2010.

As ficobiliproteinas cianobacterianas ganharam importancia no setor comercial,
pois possuem diversas aplicagcdes. O potencial primario dessas moléculas é como corantes
naturais, mas varias investigacbes demonstraram suas propriedades promotoras de salde e uma
gama de aplicacGes farmacéuticas (ZHU et al., 2016; WU et al., 2016; ROJAS et al., 2014).
Uma das aplicacdes da ficocianina é como pigmento alimentar, substituindo os pigmentos

sintéticos atuais. Sendo usada como corante em chicletes, picolés, doces, refrigerantes,
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laticinios e cosméticos, como batons e delineadores (GOURAIJI; ZAD; GHIACI, 2019; SAINI;
PABBI; SHUKLA, 2018). Além disso, as ficobiliproteinas sdo amplamente utilizadas em
laboratdrios de pesquisa clinica e imunoldgica (SPOLAORE; CASSAN; DURAN, 2006;
SEKAR; CHANDRAMOHAN, 2008; LI et al., 2019). Sdo uteis como marcadores para
anticorpos, receptores e outras moléculas bioldgicas em um classificador de células ativado por
fluorescéncia, e sdo usadas em experimentos de identificacdo imunoldgica, microscopia de
fluorescéncia e diagndéstico (CHEN; JIANG, 2018).

3.4 Aplicacdes das ficobiliporteinas

3.4.1 Corante

H& uma demanda crescente por cores naturais que sao utilizadas em alimentos,
produtos farmacéuticos, cosméticos, téxteis e como corantes de impressdo. No entanto, sua
utilidade € limitada a poucos deles, uma vez que 0s corantes naturais tém baixos valores
tintoriais e persisténcia (SEKAR; CHADRAMOHAN, 2008).

Devido ao efeito toxico de varios corantes sintéticos, ha uma preferéncia crescente
pelo uso de cores naturais para varios usos finais. As ficobiliproteinas sdo usadas como corante
natural na industria de alimentos (C-ficocianina) e na industria de cosméticos (C-ficocianina e
R-ficoeritrina). A ficocianina derivada de Calothrix sp. é usada como pigmento natural em
alimentos como goma de mascar, laticinios e geleias (SANTOS et al., 2004). Apesar de sua
menor estabilidade ao calor e a luz, a ficocianina é considerada mais versatil que a gardénia e
o0 indigo, mostrando uma cor azul brilhante na goma de gelatina e balas moles revestidas (LONE
et al., 2005).

Elas também sdo usadas na coloracdo de muitos outros produtos alimenticios como
produtos lacteos fermentados, sorvetes, refrigerantes, sobremesas, decoragdo de bolos e doces
e cosméticos. Tonalidade de azul produzido a partir da microalga vermelha Phorphyridium
aerugineum ndo muda com o pH. A cor é estavel sob a luz, mas sensivel ao calor. Dentro de
uma faixa de pH de 4 a 5, a cor azul produzida é estavel a 60 °C por 40 min. Essa propriedade
é importante para usos alimentares, pois muitos itens alimentares sdo acidos, principalmente
bebidas e confeitos (SEKAR; CHADRAMOHAN, 2008).

Visto isso, experimentos mostram que a cor azul adicionada as bebidas sem
aplicacdo de calor (Pepsi® e Bacardi Brezzer®) nao perderam a cor por pelo menos 1 més em

temperatura ambiente. A cor ficou estavel em preparacbes secas. Flores de agucar para
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decoracdo de bolos mantiveram suas cores por anos de armazenamento. Os alimentos
preparados com as ficobiliproteinas incluem gelatina e sorvete (SEKAR; CHANDRAMOHAN,
2008; SUDHAKAR; PREMALATHA, 2015).

Além de suas propriedades corantes, a ficoeritrina possui uma fluorescéncia
amarela. Uma variedade de alimentos que fluorescem sob luz natural e luz UV foi preparada e
testada. Isso inclui pirulitos transparentes feitos de solugcdo acucarada, balas de gotas de agucar
secas para decoracdo de bolos (que fluorescem sob luz UV) e refrigerantes e bebidas alcodlicas
que fluorescem em pH 5-6. A cor fluorescente também foi adicionada as bebidas alcodlicas que
contém até 30% (v/v) de alcool, mas o prazo de validade desses produtos é curto (DUFOSSE
et al., 2005).

3.4.2 Agente fluorescente

As ficobiliproteinas desempenham um papel importante em sistemas de deteccéo
baseados em fluorescéncia, particularmente para citometria de fluxo, técnica usada para contar,
examinar e classificar particulas microscopicas em meio liquido em fluxo. As propriedades
espectrais como (1) excitacdo e emissdo na extremidade vermelha do espectro, onde a
interferéncia de matrizes biolégicas tende a ser menor; (2) grande mudanca de Stokes, de modo
que a interferéncia da dispersdo de Rayleigh e Raman e outros componentes fluorescentes €
menos significativo ou inexistente; (3) imunidade a témpera por substancias bioldgicas que
ocorrem naturalmente; (4) alta solubilidade em ambiente aquoso, para que efeitos de ligacdo
ndo especificos sejam minimos e (5) rendimento quantico de fluorescéncia independente do pH
das ficobiliproteinas, particularmente R -ficoereritrina e aloficocianina, tornaram-nos reagentes
dominantes nessa classe de flurocromos (KRONICK; GROSSMAN, 1983). Estudos como o de
Chen e Jiang (2018) mostram a aloficocianina sendo utilizada como marcador de fluorescéncia
em ensaios de imunofluorescéncia para detectar a-fetoproteina, proteina sintetizada pelo figado
sendo a principal do soro fetal

Sintese de conjugados de ficobiliproteinas com moléculas com especificidade
biolégica, como imunoglobulinas, proteina A, biotina e avidina, foram relatados e mostraram
gue os conjugados de ficobiliproteinas sdo excelentes reagentes para a analise de fluorescéncia
em duas cores de células Unicas usando classificador de células ativadas por fluorescéncia
(FACS) (Ol; GLAZER; STRYER, 1982).

Os reagentes de rotulagem fluorescente s&o um componente essencial de uma

enorme industria construida com base na deteccdo sensivel de fluorescéncia. Este poderoso
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reagente de marcacdo de proteinas multicroméforos mudou a industria da citometria de fluxo e
permitiu a analise sensivel de subconjuntos de linfocitos de duas cores com um Unico laser de
ion argonio (TELFORD et al., 2001; SEKAR; CHANDRAMOHAN, 2008). A ficoeritrina
excita muito fortemente a 488 nm, mas a emissdao é deslocada para 580 nm por eventos de
transferéncia de energia entre os cromoforos na proteina. Ficoeritrina como segunda cor
funciona bem com anticorpos marcados com fluoresceina. Eles também podem ser excitados a
488 nm, mas sdo detectados separadamente a 525 nm para fornecer a segunda cor de deteccéo.
O monitoramento do HIV e o diagnostico de cancer foram uma forte forca motriz para o
crescimento desse reagente. A ficoeritrina é também um reagente muito importante em
protedmica e gendmica e forma a base do sistema de deteccdo em chips Affymetrix
(microarranjos de DNA). A estreptavidina marcada com ficoeritrina é adicionada apos a ligacao
completa e produz um forte sinal a partir de elementos da matriz contendo as sondas de DNA
ou proteina marcadas com biotina (DE ROSA; BRENCHLEY; ROEDERER, 2003; SEKAR,;
CHANDRAMOHAN, 2008; LI et al., 2019).

3.4.3 Agente farmacéutico

A triagem de microalgas, especialmente as cianobactérias, para antibioticos e
compostos ativos tem recebido um interesse cada vez maior. A propriedade farmacoldgica
atribuida pela ficocianina, por exemplo, inclui atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
neuroprotetora e hepatoprotetora entre outras (SEKAR; CHANDRAMOHAN, 2008;
NAGARAIJ et al., 2012; ROJAS; JUAREZ; CHAVERRI, 2014; GAMMOUDI et al., 2019).

Pesquisas sobre a atividade fisioldgica das ficobiliproteinas sdo realizadas ha mais
de 10 anos como é o caso de trabalhos como o de Huang et al. (2007) e de Remirez et al. (2003).
Muitos dos estudos mostram que as ficobiliproteinas possuem um forte efeito antioxidante,
eliminando o excesso de espécies reativas de oxigénio e aumentando a quantidade de enzimas
antioxidantes (WU et al., 2016; L1 et al., 2019).

Os radicais livres e outros oxidantes séo causadores de doencas cardiovasculares,
cancer, catarata, declinio do sistema imune, disfuncdes cerebrais, entre outras (CHERNG et al.,
2007). Quando em excesso, podem gerar 0 estresse oxidativo. Essa producdo ocorre
naturalmente pelo organismo durante acfes cataliticas de enzimas no metabolismo celular.
Quando ocorre um desequilibrio em sistemas prooxidantes e antioxidantes o organismo

encontra-se em estresse oxidativo, sendo as substancias pro-oxidantes predominantes
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(NASCIMENTO et al., 2011). O excesso desses radicais pode ser combatido por antioxidantes
produzidos naturalmente ou por reposi¢cao com substancias que possuam essa caracteristica.

Portanto, 0 uso terapéutico de antioxidantes naturais ou sintéticos parece ser
promissor (ROMAY et al., 2003). Um exemplo desse efeito é visto no estudo de Memije-
Lazaro et al. (2018), no qual os autores avaliaram a progressdo das doencgas renais e
cardiovasculares utilizando a Spirulina (Arthrospira maxima) e a C-ficocianina.

A estrutura quimica dos cromdforos da ficocianina (Figura 5A) é muito semelhante
a bilirrubina (Figura 5B). A bilirrubina é considerada um antioxidante fisiologicamente
importante contra espécies reativas, inibe a modificacdo oxidativa de proteinas plasmaticas e
residuos de aminoacidos aromaticos (ROMAY et al., 2003). A eliminacdo de radicais de
oxigénio pela bilirrubina mostrou proteger a albumina sérica, bem como outros alvos

bioldgicos.

Figura 5 — Comparacdo estrutural entre a ficocianina e a bilirrubina. a) Estrutura quimica do
cromoforo ficobilina da ficocianina (tetrapirrol de cadeia aberta); b) Bilirrunina.

CO.H CO.H

a b
Fonte: ROMAY et al., (2003), adaptada.

Pesquisadores cubanos descreveram pela primeira vez em 1998 a atividade
antioxidante da ficocianina (ROMAY et al., 1998), esses autores determinaram que a
ficocianina foi capaz de eliminar o anion hidroxila (OH"), radical alcoxila (RO") e anion
superoxido (O2™), também foi capaz de inibir a peroxidacio lipidica, sendo descrito também
pela primeira vez as propriedades anti-inflamatérias. ROJAS; JUAREZ e CHAVERRI (2014)
afirmam que existem diversos estudos no qual comprovam que a ficocianina também é capaz
de eliminar outros tipos de radicais, tais como o peroxil (ROQ®), peroxinitrito (ONOO"), 6xido
nitrico (NO®), também sendo capaz de eliminar radicais ndo naturais, como o sal diaménio do
2,2-azinobis (acido 3-ehtilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS™) e o radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH).
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Uma vez que as propriedades antioxidantes foram demonstradas, esta proteina foi
submetida a varias condi¢cOes oxidantes para avaliar sua eficicia biol6gica contra algum
distdrbio patoldgico em modelos in vitro e in vivo. Rojas; Juarez e Chaverri (2014) discutiram
diversas aplicacbes em ambos os modelos. Nos estudos in vitro avaliaram o efeito da
ficocianina em células cancerigenas e em células ndo cancerigenas como, macréfagos,
sanguineas, neuronais, hepéticas entre outras. No modelo in vivo a maioria das pesquisas foi
conduzida em ratos e camundongos, e foi relatado diversas aplicacfes, sendo algumas expostas

na Tabela 2.

Tabela 2 —Efeitos da ficocianina em diferentes 6rgaos.
Orgéo Efeito da Ficocianina

Figado Preveniu necrose hepatica induzida pela
galactosamina,

Coracao Atenua os danos induzidos por reperfusdo de
isquemia cardiaca diminuindo a formacdo de
espécies reativas do oxigénio.

Pulmao A les&o pulmonar aguda induzida pela inalagéo
de lipopolissacarideos foi evitada pelo
tratamento com ficocianina.

Rim Preveniu o dano renal induzido pela cisplatina.
Pancreas O exame histoldgico revelou que a ficocianina
reajusta o numero de células  das glandulas

secretoras de insulina promovendo

a regeneracdo de células beta danificadas pelo
aloxano pancreatico.

Fonte: ROJAS; JUAREZ; CHAVERRI, 2014.

Outras aplicagdes podem ser observadas para a ficocianina como no tratamento com
terapia fotodindmica utilizando um complexo de ficocianina-albumina sérica bovina para tratar
células MDA-MB-231, cancer de mama (BHARATHIRAJA et al., 2018), o efeito citotoxico
em células de cancer de pulméo (DENIZ; OZEN; YESIL-CELIKTAS, 2016), o efeito inibitdrio
na proliferacdo de células de cancer de ovario SKOV-3 (YING et al., 2016), em lesdes
osteoartriticas (YOUNG et al., 2016), possui potencial anti-hiperglicémico (SETYANINGSIH;
BINTANG; MADINA, 2015), melhora a encefalomielite autoimune e induz células T-
reguladoras (PENTON-ROL et al., 2011), impede a carcinogénese do célon (SAINI; SANYAL
2014), atividade anti-inflamatoria (CHERNG et al., 2007), etc. A atividade de C-ficocianina na

inducdo da apoptose das células cancerigenas e a baixa toxicidade relativa em células néo
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cancerosas a tornam um candidato muito bom como agente de quimioprevengdo do cancer
(WANG et al., 2007).

O uso de ficocianina tem sido proposto como um agente em terapias fotodinamicas
que podem fornecer uma possivel terapia tumoral (LI et al., 2010; WANG et al., 2012). No
entanto a ficocianina ja vem sendo sugerida como agente complementar a medicamentos
tradicionais utilizados como anticancer, projetados para limitar o crescimento das células
cancerigenas e reduzir efeitos colaterais toxicos desses medicamentos. Com o conhecimento
das propriedades fotodindmicas e principalmente sua capacidade de ligacdo a células
cancerigenas foi sugerido o uso para co-localizacdo de tumores in vivo (MORCOS; BERNS;
HENRY, 1998; THANGAM et al., 2013; ROJAS; JUAREZ; CHAVERRI, 2014).

3.5 Meétodos de extracgdo e purificacdo de ficobiliproteinas

O primeiro passo para obter ficobiliproteinas € escolher a técnica para extrai-las das
células, mantendo suas estruturas e fungdes ndo afetadas significativamente. Em geral, quanto
maior a proporcao de células de algas rompidas, maior sera o rendimento de ficobiliproteinas.
No entanto, perturbacgdes violentas podem ter um efeito negativo nas estruturas e nas fungdes
(Lletal., 2019).

Na literatura existem relatos de diferentes procedimentos de extracao de ficocianina
de cianoficeas, nos quais sdo combinados diferentes métodos de rompimento da parede celular
da alga, com a posterior extracdo das ficobiliproteinas. Geralmente as técnicas de extracao
envolvem a ressuspensdo da biomassa algal imida ou seca em meios aquosos, cOmo agua
destilada ou tampdes de carater acido, neutro ou basico (ABALDE et al., 1998; SABOYA,;
RODRIGUES; FARIAS, 2017).

Varios aspectos devem ser considerados durante o processo de extragdo. Além das
proprias especificidades de cada abordagem, existem outros fatores intrinsecos que devem ser
levados em consideragédo. A temperatura da extracdo exerce fundamental importancia sobre os
rendimentos, tendo em vista que temperaturas mais elevadas decrescem o percentual de
pigmento obtido. Além disso, fatores como o tipo de método de rompimento celular aplicado,
o tipo de solvente utilizado, o tempo de extracdo e a relagdo biomassa solvente (SILVA, 2008).

Na literatura € possivel observar diferentes técnicas de extragéo de ficobiliproteinas,
em alguns casos a extracdo pode até ser bem-sucedida com altos valores de rendimento, mas
com algumas desvantagens como baixo teor de pureza, consumo energético elevado entre

outros fatores. Existem varios métodos fisicos e quimicos de ruptura celular e extracdo de
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proteinas como, por exemplo: sonicagdo (ILTER et al., 2018), ciclos de congelamento e
descongelamento (TAVANANDI; CHANDRALEKHA; RAGHAVARAOQO, 2018), assistida
por micro-ondas (RATHNASAMY et al., 2019), convencional (aquecimento com agitacdo)
(RODRIGUES et al., 2019) e fluidos supercriticos (DENIZ; OZEN; YESIL-CELIKTAS,
2016).

O tratamento de congelamento-descongelamento estd entre os métodos mais
amplamente usados para extrair ficobiliproteinas, o que € muito eficaz para a maioria das
cianobactérias e algumas algas vermelhas. Apds o tratamento com congelamento e
descongelamento, a barreira de permeacdo das células é danificada e materiais internos sdo
liberados (CALCOTT; MACLEOD, 1975; Ll et al., 2019). Geralmente, cianobactérias ou algas
vermelhas sdo congeladas a cerca de -20 °C por varias horas e depois descongeladas a 4 °C ou
a temperatura ambiente. Para uma melhor eficiéncia de extracdo, geralmente sdo utilizadas
varias rodadas de congelamento e descongelamento.

Na extracdo assistida por ultrassom, também conhecido como sonicacdo, a
cavitacdo é o principal fenémeno e é caracterizado pelo colapso violento de bolhas em um
campo de pressdo alternado, que provoca aumento de temperatura, gerando perturbacfes na
parede celular dos tecidos biolégicos, facilitando a liberacdo de compostos extraiveis. A
frequéncia de operacéo, pH e razéo solvente:biomassa sdo variaveis importantes nesse tipo de
extracdo (GREENLY; TESTER, 2015; RODRIGUES et al., 2018). No entanto, esse método
ndo é considerado adequado para a extracdo em larga escala de ficobiliproteinas, porque é dificil
transmitir energia suficiente para grandes volumes de suspensdo de células
(BALASUNDARAM. HARRISON; BRACEWELL, 2009; LI et al., 2019).

A extracdo assistida por micro-ondas (EAM) ocorre durante a exposicao as micro-
ondas e 0s principais processos ocorridos sdo o aquecimento dos materiais, com base em suas
constantes dielétricas, seguido por conducao i6nica e rotacdo das moléculas dipolo. A conducéo
ibnica é a migracdo eletroforética de ions na presenca de um campo magnetico. O atrito
produzido como resultado da resisténcia da solugdo para esta migracdo de ions gera o
aquecimento da mesma (RODRIGUES, 2017). Uma desvantagem desse metodo seria 0 custo
elevado e dificil ampliacdo de escala, mas por outro lado o método utiliza baixos volumes de
solventes e mostrou-se eficiente na extragéo de ficocianina (RATHNASAMY et al., 2018).

O método convencional alia agquecimento e agitagdo mecénica e proporciona um
maior controle das condicdes de extracdo. As principais variaveis a serem consideradas neste
método sdo temperatura, pH e razao solvente:biomassa (SILVEIRA et al., 2007). A utilizacao

de diferentes solventes foi avaliada por Rodrigues et al. (2019) utilizando a extragéo
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convencional. Em seu estudo, os liquidos idnicos proticos foram eficientes na extracdo de
ficobiliproteinas apresentando melhor desempenho que o tampdo fosfato de sodio. As
principais desvantagens desse método sdo 0 maior consumo energético e o (largo) tempo de
extracdo empregado, fatores que dificultam a ampliacéo de escala.

A extracdo com fluidos supercriticos (EFS) utiliza principalmente o didxido de
carbono como solvente extrator. O dioxido de carbono (condigdes criticas 30,9 °C e 73,8 bar)
é de baixo custo, ecoldgico e geralmente reconhecido como seguro. Uma desvantagem desse
método é que predominantemente é usado um fluido de extracdo nédo polar, como o CO, uma
das alternativas para diminuir essa apolaridade é aumentar seu poder de solvatacdo em relacdo
ao analito de interesse empregando modificadores polares (co-solventes) (DENIZ; OZEN;
YESIL-CELIKTAS, 2016).

A extracdo liquida pressurizada (ELP) ocorre quando a pressdo € aplicada para
permitir que os solventes liquidos de extracdo possam aumentar o seu ponto de ebulicdo normal
com a variagdo da temperatura. Os processos ELP podem ser utilizados no modo dinamico e
estatico. O uso combinado de altas pressdes e temperaturas fornece processos de extragdo mais
rapidos gque requerem pequenas quantidades de solventes. Além disso, o ELP é amplamente
reconhecido como uma técnica de extracdo verde devido ao baixo consumo de solvente
organico (MENDIOLA et al., 2007). Essa metodologia € muito usada na extracdo de compostos
como carotenoides, lipidios, 6leos essenciais, compostos fendlicos entre outros, mas pouco tem
sido aprofundada com relacdo a extracdo de ficobiliproteinas.

Dando sequéncia a extracao, ap0s o0 rompimento € necessaria a separacdo do extrato
com uma nova centrifugacdo. O precipitado é descartado, pois contém células rompidas (debris)
e compostos que ndo sdo de interesse. Por sua vez, o sobrenadante contém os pigmentos de
interesse (ficocianina, aloficocianina e a ficoeritrina) e outras proteinas. Esse sobrenadante é
reservado para o proximo passo, a purificacdo (SILVA, 2008).

Diversos métodos sdo utilizados na literatura para a purificagdo das
ficobiliproteinas como centrifugacdo, precipitacio com sulfato de amonio ((NH4)2SO4)
(BURGUES, 2009), sistema aquoso bifasico (NASCIMENTO et al., 2019), cromatografia de
troca ibnica, cromatografia em gel e de filtracdo, cromatografia em hidroxiapatia e
cromatografia de adsorcdo em leito expandido (LIU et al., 2005; SU et al., 2010; YAN et al.,
2011; SORENSEN; HANTKE; ERIKSEN, 2013; KUMAR et al., 2014). Grande parte dos
custos de producdo estdo nos passos de purificagdo, por isso a necessidade de técnicas de
bioseparacéo eficientes, efetivas e econdmicas para aplicagdo em maior escala. Deste modo,

para determinar o0 método especifico de extracdo e de purificacdo deve-se verificar qual a
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microalga de trabalho, qual o extrato de interesse além da pureza desejada para 0 mesmo
(PATIL; RAGHAVARAOQ, 2007; SILVA, 2008).
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Cultivo da microalga Arthrospira platensis

A biomassa da cianoficea Arthrospira platensis foi obtida a partir de um cultivo
unialgal realizado em ambiente externo no laboratério de Planctologia do Departamento de
Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara, em tanques de ferrocimento, utilizando
meio Venkataraman (VENKATARAMAN; BECKER, 1985), modificado, constituido por
reagentes agricolas, tendo como fonte de nitrogénio a ureia (0,1 g L™) e superfosfato triplo
[Ca(H2PO4)2H,0] (0,01 g L), como fonte de fosforo. A alcalinidade do meio (pH 10) foi
garantida com a inclusdo de bicarbonato de sédio (3 g L) e a salinidade mantida em 10. O
crescimento da cultura foi monitorado, diariamente, por densidade éptica com o auxilio de um
espectrofotometro (HACH, DR2700, Alemanha) a 680 nm e a biomassa de filtrada, em manta
sintética de fibra de vidro com 60 um, quando a absorbancia atingia valores superiores a 0,800.
Em seguida, a biomassa Umida foi desidratada em estufa com recirculacdo de ar a 40 °C e
triturada até a obtencdo de um po fino que foi armazenado a vacuo (25 °C) até a realizacdo dos

estudos.

4.2 Extracdo pressurizada de ficobiliproteinas da microalga Spirulina (Arthrospira

platensis)

A extracdo das ficobiliproteinas ocorreu em um sistema de pressurizacdo composto
por uma bomba seringa (Teledyne ISCO 260 D) e uma blind cell apparatus (cilindro de
pressurizacdo) de acordo com a Figura 6. Os experimentos foram avaliados utilizando uma
razdo de 10% (m/v) de biomassa de A. platensis, em 50 mL do tampao fosfato de sddio 0,1 M
a pH 7 e foi estudado o comportamento da extragcdo nas seguintes pressdes 15, 25, 50 e 100 bar.
Aliquotas foram coletadas em intervalos de tempo definidos até 360 minutos de pressurizacao.
As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm a 4 °C durante 15 minutos, em condigéo de presséo

atmosférica.
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Figura 6 — Sistema de extracdo pressurizado de ficobiliproteinas da microalga
Spirulina (Artrhospira platensis)
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Fonte: A autora 2020.

4.2.1 Quantificacdo das ficobiliproteinas extraidas da microalga Spirulina (Arthrospira
platensis)

Para quantificacdo das ficobiliproteinas extraidas, a densidade Optica dos
sobrenadantes foi determinada por espectrofotometria (BIOCHROM, LIBRA S11, REINO
UNIDO) nos comprimentos de onda maximo de absorcao desses pigmentos 562, 615 e 652 nm
e as concentracfes de ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina foram estimadas de acordo
Bennet e Bogorad (1973) usando as Equac0es 1, 2 e 3, respectivamente.

o = DOs1s = 0474 X DOgs, (1)
- 5,34
D0652 - 0,208 X D0615 (2)
AF =
¢ 5,09
DOsg, — 2,42 X CF — 0,849 X CAF
CFE = —22 5¢3 )

Em que: CF é a concentracédo de ficocianina, CAF é a concentracdo de aloficocianina e CFE é
a concentragdo de ficoeritrina (g L™); DOss2, DOs1s € DOgs2 sd0 as densidades Oticas das
amostras a 562, 615 e 652 nm, respectivamente.

Também determinou-se a pureza dos extratos obtidos de ficobiliproteinas
realizando uma leitura de absorbancia no comprimento de onda de 280 nm (demais
componentes que foram extraidos) e calculado o fator de pureza usando as Equacfes 4, 5 e 6

para ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina, respectivamente (ABALDE et al., 1998).
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7 EE @
A280

AF = Agsz (5)
ﬁZSO

FE = 562 (6)
Azso

Em que: F é o fator de pureza da ficocianina; Asis € a densidade Optica da amostra determinada
a 615 nm; Axgo € a densidade Optica da amostra medida em 280 nm; AF € o fator de pureza da
aloficocianina; Ass2 é a densidade dptica da amostra medida em 652 nm, FE é o fator de pureza
da ficoeritrina, Ase2 € a densidade Optica da amostra medida em 562 nm.

O rendimento e a produtividade de extracdo das ficobiliproteinas foram avaliados

de acordo com as seguintes Equacdes 7 e 8, respectivamente.

R = Cpigmento X Vsolvente (7)
mmicroalga

p= Cpigmento (8)
t

Em que: R é o rendimento (mg g™); Cpigmento € a concentragdo do pigmento extraido (g L™); V é
o volume do solvente em litros; m é a massa em gramas de microalga; P é a produtividade (g
L1 h?)etéotempoem horas.

Ainda foram feitas analises microscopicas em zoom o6ptico de 100x (OLYMPUS,
CX21, JAPAO) da biomassa de A. platensis antes e ap6s pressuriza¢io a 100 bar.

4.3 Purificacdo do extrato de ficobiliproteinas da microalga Spirulina (Arthrospira

platensis)

A purificacéo das ficobiliproteinas foi realizada segundo 0 método de Silveira et al.
(2008) por cromatografia de troca-ibnica em uma coluna, utilizando a resina DEAE sephorase.
A coluna foi previamente equilibrada com tampéo tris-HCI pH 7,5 durante 20 min, em seguinte
foi injetada a amostra de extrato com vazdo de 4 mL min? a fim de eliminar possiveis
contaminantes. Apds a injecao do extrato foi feita a etapa de lavagem com tampao tris-HCI pH
7,5 até sairem todas as impurezas e as biomoléculas que ndo foram adsorvidas a matriz, logo
em seguida foi feita a eluicdo usando uma solugéo de NaCl em uma concentragdo gradiente de

0,2 M a 0,5 M. Entdo, a amostra purificada foi caracterizada.
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4.4 Caracterizacdo dos extratos obtidos de ficobiliproteinas da microalga Spirulina

(Arthrospira platensis)

Para identificacdo e caracterizacao das ficobiliproteinas extraidas foram realizadas
analises de atividade antioxidante, eletroforese e uma espectroscopia no infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR).

4.4.1 Eletroforese (SDS-PAGE) das ficobiliproteinas extraidas da microalga Spirulina

(Arthrospira platensis)

O extrato bruto e purificado de ficobiliproteinas foram caracterizados em termo de
massa molecular segundo a metodologia de Schagger e Jagow (1987). As amostras de extrato
bruto e purificado contendo dodecil sulfato de sdédio (SDS) e B-mercaptoetanol foram
submetidos a 100 °C em banho maria durante 10 minutos. Aliguotas contendo 15 pL de solugédo
foram distribuidas nos pocos do gel de empilhamento composto por solugdes de acrilamida +
bis-acrilamida, solucdo de tampdo do gel com trisma base e SDS e agua bidestilada. Foi
aplicada uma corrente de 10 mA inicialmente, seguida de um aumento para 20 mA, quando as
amostras atingiram o gel espacador composto pelas mesmas solu¢des do gel de empilhamento
acrescidas de persulfato de amoénio e Temed (Tetrametiletilenodiamina). Por fim as aliquotas
atingiram o gel separador contendo solugéo de acrilamida + bisacrilamida, solucéo do gel com
trisma base e SDS, glicerol, 4gua bidestilada, persulfato de amonio e Temed.

Em seguida, os géis foram expostos a solucéo fixadora (metanol 50%, acido acético
10% e agua Milli-Q 40%) por 60 minutos. Entdo, foram lavados com agua Milli-Q e
transferidos para a solugéo corante Coomassie Brilhante Blue G- 250 (50 mg de coommasie
brillant blue G-250 dissolvidos em 200 mL de &cido acético 10%), agitados por 30 minutos,
seguido de filtragdo por aproximadamente 16 h. Logo apos, o gel foi transferido para solugéo
descorante composta por acido acético 1% (v/v), realizando lavagens a cada 30 minutos ou até
se observar a formacdo das bandas de proteinas. Os marcadores de peso molecular (GE
Healthcare Life Sciences) utilizados compreendiam entre 11 — 245 kDa (SCHAGGER;
JAGOW, 1987).
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4.4.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Todos os espectros de infravermelho com transformada de Fourier foram obtidos
usando o equipamento FTIR Cary 630 (AGILENT TECHNOLOGIES, AUSTRALIA) e os
espectros foram adquiridos na regido 4000-400 cm™, com um total de 32 varreduras e uma
resolucéo de 4 cm™. As andlises foram realizadas para o extrato purificado de ficobiliproteinas
e usou-se a ficocianina como padrdo obtida da Sigma Aldrich.

4.4.3 Atividade Antioxidante

Foram avaliados dois métodos de determinacéo de atividade antioxidante, in vintro,
sendo eles o sequestro do radical de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e a quelag&o do ion

ferroso.

4.4.3.1 Sequestro do radical de DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil)

A atividade antioxidante dos extratos de ficobiliprotéinas obtidos foi medida pelo
branqueamento da solucdo de DPPH em metanol. Os ensaios foram realizados adicionando 3
mL da amostra do extrato em diferentes concentrag@es variando de 5 ug mL™* a 200 pug mL?
com 1 mL da solucdo da solugdo de DPPH a 0,01 mM em seguida, foram medidas as
absorbancias a 517 nm, ap6s 30 min de reacdo na auséncia de luz. A reducdo pode ser observada
por mudanca na coloracdo de purpura para amarelo e a capacidade de reducdo desse radical
pode ser avaliada pela diminuicdo na absorbancia medida. O percentual da atividade

antioxidante e calculado utilizando a Equagéo 9, segundo Renugadevi et al. (2018).

Ar — A
Atividade Antio.= [(0,4—1)] x 100 ®)
0

Em que, Ao € a absorbancia de DPPH sem amostra dos pigmentos, A € a absorbancia contendo
a amostra de pigmento com DPPH. O acido ascorbico foi utilizado como padréo.

4.4.3.2 Ensaio de quelacéo do ion ferroso

O ensaio de quelagdo do ion ferroso foi analisado de acordo com método descrito
por Souza (2015) e Chew et al. (2008). Misturou-se 1,0 mL de sulfato ferroso (FeSO4) 0,1 mM,

1,0 mL da amostra contendo as ficobiliproteinas em diferentes concentragdes variando de 5 g
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mL?t a 200 ug mL* com 1,0 mL de ferrozina (4cido 3-(2-piridil) 5,6-difenil-1,2,4 triazina-p-
p’- disulfénico) 0,25 mM. Os tubos foram agitados por 1 min e ap6s 10 min de tempo reacional
foram realizadas as leituras a 562 nm. O branco foi realizado substituindo-se a amostra pelo
solvente utilizado para todas as amostras. O &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) foi
utilizado como material de referéncia. Os resultados foram expressos como habilidade de
quelacéo do ion ferroso (%) e calculado de acordo com a Equacéo 10.

Ag— A
Habilidade de quelagao do ion ferroso (%) = (OA—)] x 100
0

(10)

Em que, Ag é a absorbancia de FeSOs com a Ferrosina sem amostra dos pigmentos, A é a
absorbancia contendo a amostra de pigmento com FeSO, e ferrozina.

4.5 Andlise Estatistica

Foi realizado a analise estatistica para os perfis de concentracdo de extracao das
ficobiliproteinas extraidas em cada tempo estudado e nas diferentes pressfes e também para
pureza das ficobiliproteinas apds 360 min nas diferentes condi¢Ges de pressdo. Os experimentos

foram comparados pelo teste de Tukey utilizando o nivel de confianca de 95%.

4.6 Cultura de células, ensaio de citotoxicidade in vitro e determinacéo do 1Cso

As linhagens tumorais utilizadas foram: HCT-116 (c6lon - humano), SF295
(glioblastoma - humano), PC3 (cancer de prostata) e HL-60 (Leucémica). Todas foram cedidas
pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA) tendo estas sido cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em estufaa 37 °C
e atmosfera contendo 5% de CO». As amostras foram testadas por meio de dilui¢do seriada que
iniciou com a maior concentragio de 150 e a minima de 1,17 pug mL™.

Anadlise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa
de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000
amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método rapido, sensivel e barato. Foi descrita
primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado
metabdlico da célula. E uma analise colorimétrica baseada na converséo do sal 3-(4,5-dimetil-
2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de

enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo
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citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o
mecanismo de a¢do (BERRIDGE et al., 1996).

As células foram plaqueadas na concentracio de 0,1 x 10°% cél mL™ para as
linhagens PC3 e SF295, 0,7 x 10° cel mL* para a linhagem HCT-116 e 0,3 x 10° cel mL™* para
a linhagem HL60. As células aderidas foram tratadas com o composto teste no dia seguinte
ap6s o plaqueamento (HL60 células suspensa foi plaqueada e tratada no mesmo dia) e
posteriormente as placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 37 °C e 5% de CO2. Ao
término deste, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram
adicionados 100 mL da solucdo de MTT, e as placas foram incubadas por 3 h em estufa. A
absorbancia foi lida ap6s dissolucdo do precipitado com 100 mL de dimetilsulféxido (DMSO)
puro em espectrofotdmetro de placa a 595 nm.

Os experimentos foram analisados segundo a média = desvio padrdo da média
(DPM) da porcentagem de inibig&o do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism
6.1.

Para melhor compreensdo dos estudos realizados e da sequéncia experimental,
construiu-se um fluxograma do processo de obtencéo das ficobiliproteinas, o qual esté ilustrado

na Figura 7, desde a extracdo até as anélises de citotoxicidade.

Figura 7 - Fluxograma do processo de obtencéo de ficobiliproteinas da microalga Arthrospira
platensis.
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Fonte: A autora 2020.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Extracdo das ficobiliproteinas de Arthrospira platensis

A Figura 8 mostra o comportamento da concentracdo das ficobiliproteinas extraidas
durante 360 minutos de pressurizacdo. Foi possivel extrair dois tipos de ficobiliproteinas, a
ficocianina, representado na Figura 8a e a aloficocianina, representado na Figura 8b, nesse
estudo ndo foi possivel extrair ficoeritrina. Em alguns métodos de extragdo é possivel obter
ficoeritrina em baixas quantidades (ou até mesmo ndo extrair devido ao baixo indice na
composicao dessa ficobiliproteina com apenas 1,2%). Outro fator importante é que A. platensis
é uma espeécie de microalga verde azulada e de acordo com Sun et al. (2009), a ficoeritrina é

uma ficobiliproteina bem caracteristica de espécies de algas vermelhas.

Figura 8 — Perfil de concentracdo de ficobiliproteinas obtidas por extracdo pressurizada da
microalga Arthrospira platensis sob diferentes pressdes. a) Concentracdo de ficocianina e b)
Concentracéo de aloficocianina. (m) 15 bar; () 25 bar; (A) 50 bar; (V) 100 bar.
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Fonte: A autora 2020.

Pelos perfis apresentados na Figura 8 pode-se perceber que a pressdo favoreceu a
extracdo de ficobiliproteinas podendo estar relacionado ao rompimento celular.A ficocianina
foi extraida em maior quantidade do que a aloficocianina, obtendo concentrages de 4,4 gL e
1,6 g L't para a ficocianina e a aloficocianina, respectivamente, na pressio de 100 bar com 360
min de extragdo, sendo o extrato mais concentrado em ficocianina em todas as pressoes
aplicadas. A diferenca na extracdo das duas ficobiliproteinas estd relacionada a maior
disponibilidade de ficocianina nessa espécie de microalga. Percebe-se com as analises
estatisticas, que ndo ha uma diferenca significativa na concentracdo obtida de aloficocianina

nas pressdes estudadas. Além disso, é importante ressaltar que a ficocianina é o pigmento de
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mais fécil acesso de acordo com a morfologia dos ficobilissomas (Figura 3), enquanto a
aloficocianina esta localizada mais internamente, sendo necessarias condi¢cbes mais severas
para a extracdo desta.

Analisando o perfil de extracdo da ficocianina, nota-se que durante os primeiros 30
min de extracdo ndo ha diferenca estatistica nas concentragdes deste pigmento entre as pressoes,
com excecdo de 25 bar. Essa diferenga pode ser observada entre as pressdes de 100 bar e 15 bar
em todos os tempos avaliados, 100 bar e 50 bar em 240 min e também entre 50 bar e 25 bar, ja
em 360 min obteve-se diferenca significativa na concentracdo extraida a 100 bar em relagéo as
demais pressdes. Os dados estatisticos podem ser observados nas tabelas reportadas no anexo.

O rompimento da parede celular pode ser observado pela mudanca da estrutura da
A. platensis (Figura 9). E perceptivel a diferenca entre as imagens quando se observa a estrutura
celular da microalga na Figura 9a e ap6s 10 min de pressurizacdo (Figura 9b). Na Figura 9c,
apos 360 minutos, ndo se observa estruturas semelhantes a estrutura celular da A. platensis.
Porém elevadas pressdes podem causar efeitos adversos em algumas proteinas, por isso, neste
estudo também foi avaliado a biofuncionalidade destes extraidos e os resultados séo
apresentados no decorrer deste trabalho. De acordo com os estudos de Brands et al. (1970) foi
possivel perceber a degradacdo de proteinas demonstrada para ribonuclease A,
uimotripsinogénio (HAWLEY,1971) e metimoglobina (ZIPP; KAUZMANN, 1973).

Figura 9 — Microscopia da biomassa de Arthrospira platensis antes e apds extracdo pressurizada
a 100 bar apresentadas com um zoom optico de 100x. (a) estrutura celular da A. platensis, (b)
apos 10 minutos de pressurizacédo e (c) apos 360 minutos pressurizacao.

(b) (©

Fonte: A autora 2020.

Utilizando a pressurizagdo para extracdo das ficobiliproteinas foram obtidos
extratos com altos valores de indice de pureza (Figura 10), obtendo um indice de pureza de 3,59
+ 0,5 em 100 bar ap6s 360 min para a ficocianina, o que indica um valor de grau reagente,
segundo Hsie-lo et al. (2019), sendo uma aplicacdo considerada nobre, e 1,72 + 0,3 para
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aloficocianina. Na extracdo conduzida a 100 bar, apds 360 min obteve-se 0s maiores
rendimentos, 44,44 + 4,2 mg g e 16,33 + 2,7 mg g de ficocianina e aloficianina (Figura 11),

respectivamente.

Figura 10— indice de pureza de ficobiliproteinas extraidas de Arthrospira platensis por extragio
pressurizada apds 360 min. Letras iguais representam que nao ha diferenca significativa com
base na analise de Tukey, com nivel de significancia de 95 % (p < 0,05). Letras mindsculas sdo
da analise para ficocianina e letras maiusculas para a aloficocianina. (m) Ficocianina; (m)
Aloficocianina.
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Fonte: A autora 2020.

Figura 11 — Rendimento de extracdo de ficobiliproteinas extraidas de Arthrospira platensis por
extracdo pressurizada ap6s 360 min. Letras iguais representam que ndo ha diferenca
significativa e diferentes que ha diferenca significativa com base na analise de Tukey, com nivel
de significancia de 95 % (p < 0,05). Letras minUsculas sdo da analise para ficocianina e letras
maiusculas para a aloficocianina. (m) Ficocianina; (m) Aloficocianina.
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Fonte: A autora 2020.
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Os dados estatisticos mostram que ndo houve diferenca significativa para o grau de
pureza da ficocianina nas pressdes avaliadas, obtendo um grau de pureza elevado, ao contrério
do rendimento, que apresentou uma diferenca significativa entre as pressdes de 25 bar e 50 bar
com os valores dos rendimentos obtidos quando a presséo aplicada € de 100 bar. No entanto,
para aloficocianina ndo ha diferenca estatistica entre as purezas e o rendimento de extragdo, na
faixa de presséo estudadas.

Estudos anteriores avaliaram a extracdo dessas biomoléculas utilizando métodos
diferentes, como é o caso de Pan-utai e lamtham (2019), que estudaram a extracdo de
ficobiliproteinas com método ultrassénico utilizando o mesmo solvente estudado nesse
trabalho. Estes autores reportaram os rendimentos de 84,34 mg g para ficocianina e 17,75 mg
g’ para aloficocianina. Embora os rendimentos reportados por Pan-utai & lamtham (2019)
tenham sido superiores ao presente estudo que foram de 44,44 mg g'e 16,33 mg g7,
respectivamente, as ficobiliproteinas apresentaram baixo indice de pureza obtendo 0,51 e 0,19
para ficocianina e aloficocianina, respectivamente. Enquanto que com a extracao pressurizada,
os valores de pureza alcancados foram 3,59 pra ficocianina e de 1,72 para aloficocianina.

O que pode estar causando baixos valores no indice pureza do estudo de Pan-utai e
lamtham (2019), esta relacionado ao método ultrassonico pois é caracterizado pelo colapso
violento de bolhas, que provoca aumento de temperatura, gerando perturbacdes na parede
celular dos tecidos bioldgicos. Esse método pode ocasionar cavitacdo das bolhas nas solucdes
que produzem temperaturas mais severas de curta duracdo, podendo ocasionar o efeito de
desnaturacdo das ficobiliproteinas, além disso podem ser extraidas outras moléculas que nédo
séo de interesse.

Ja a extracdo pressurizada é um método com menor abrasividade, sem afetar com
tanta intensidade, por exemplo, a temperatura durante o processo de extragcdo das
ficobiliproteinas, diferindo dos métodos que utilizam ultrassom e micro-ondas. Dessa forma,
diminui a extracdo de componentes indesejados e o efeito de desnaturagcdo. O método também
se mostrou altamente seletivo na faixa de pressdo estudada, quando a finalidade é obter um
extrato rico em ficocianina, o que permitiu obter altos indices de pureza desta biomolécula,
visto que a quantidade de aloficocianina extraida ndo é afetada com o aumento de pressao. Vale
salientar que o método também mostrou valores de pureza de aloficocianina maiores do que 0s
reportados por Tavanandi et al. (2018) e Shi-Gan et al. (2011).

Os maiores custos na producdo industrial de ficocianina, por exemplo, estéo
associados aos processos de purificagdo (SILVA, 2008; CAETANO, 2018), tendo em vista que

muitos dos métodos de extracdo comumente utilizados ndo possuem extratos com alto teor de
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pureza, fazendo-se necessério, portanto, varias etapas de purificacdo, o que pode ser evitado no
caso do extrato de ficobiliproteinas obtido pelo método de extragéo pressurizada.

Assim, pode-se dizer que o efeito da pressdo é favoravel a extracdo das
ficobiliproteinas e que as condicBes aplicadas neste estudo favoreceram a extracdo de
ficocianina. A melhor condicao foi 100 bar por 360 min, na qual se obteve 0 maior rendimento.
Mesmo a aloficocianina ndo sendo favorecida com as pressdes estudadas, obteve valores de
pureza e rendimento considerados bons, podendo-se perceber a diferenca nos resultados obtidos

pelo método de pressurizacdo quando comparado aos ja mencionados na literatura (Tabela 3).
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Tabela 3 — Comparacgdo da extracdo de ficobiliproteinas de Arthrospira platensis de trabalhos mais recentes, por diferentes métodos e diferentes

solventes, com o apresentado neste estudo.

FICOBILIPROTEINA

EXTRAIDA

METODO DE EXTRACAO

SOLVENTE

RESULTADOS
OBTIDOS

REFERENCIA

Ficocianina e
aloficocianina

Extracdo pressurizada

Tampéo fosfato de sddio

Cr=4,449gL*'Car=1,63

gL
Pr=3,59 Par=1,72;

vF = 44,44 mg g'1 YAF =

Presente estudo

16,33 mg g*
.. Extracdo assistida por micro- (s _ 1.6 _ Rathnasamy et
Ficocianina ondas Solvente eutético Cr=0,208gL™";Pe=1 al. (2019)
icociani Ce=1,15gL* i
Ficocianina e Agitacdo aquecimento Tampdo fosfato de sodio ] g 1 Rodrigues et al.
Car=0,860gL (2019)

aloficocianina

Liquido ibnico (2-HEAA + 2-

Cr=1659gL!Car=

1,70g L%
Pr=0,53 PaAr=0,41;

Rodrigues et al.

Ficocianina e Extracgdo assistida por ultrassom
aloficocianina ¢ P HEAF) (2019)
vr=10,87 mg g‘l YAF =
11,20 mg g
Extracio assisti < - _ 1 flter et al.
xtrag&do assistida por ultrassom Tampéo fosfato de sodio v¢r=3,00mgg (2018)

Ficocianina

Aloficocianina

Congelamento e descongelamento

Tampéo fosfato

vaF = 34,55 mg g‘l Par =

0,35

Tavanandi et al.
(2018)

Nota: Cr — concentracdo de ficocianina; Car — concentragdo de aloficocianina; Pr— pureza de ficocianina; Par — pureza de aloficocianina; yr — rendimento de extracéo ficocianina

vae — rendimento de extracdo aloficocianina; HEAA — acetato de N-metil-2-hidroxietilamdnio; 2-HEAF — formiato de N-metil-2-hidroxietilaménio.
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FICOBILIPROTEINA . x RESULTADOS o
EXTRAIDA METODO DE EXTRACAO SOLVENTE OBTIDOS REFERENCIA
o I " Biomassa tratada com pulso yr=151,94 mg g* Martinéz et al.
Ficocianina Agitacéo + Pulso Elétrico elétrico + agua destilada Pr = 051 (2017)
Ficocianina Agitacdo + aquecimento Tampdo fosfato de sodio Ck=22glL? Su et al. (2014)
Ce=774pugmL?
Ficocianina Congelamento e descongelamento Tampao acetato ] Hg Kumar et al.
Pe= 0,75 (2014)
icociani Pr=0,97 i-
F'C‘.’C'af"”?‘ ¢ Congelamento e descongelamento Tampdo fosfato de sodio ] Shi-Gan etal.
aloficocianina Par= 0,37 (2011)
Pré-tratamento com agua para
Alta pressdo (200 kgf cm2 a 400 rompimento celular com Cr=0,92 mg ml*
Ficocianina kgf cm) + Sistema aquoso homogeneizacao e pressao + Po=118 Patil et al.
bifasico (PEG/ tampé&o fosfato de  sistema aquoso bifasico composto o (2006)
pOtassio) por (PEG/ tampéo fosfato de V= 66%

sodio)

Fonte: A autora 2020.

Nota: Ce — concentracdo de ficocianina; Car — concentragdo de aloficocianina; Pr— pureza de ficocianina; Par — pureza de aloficocianina; yr — rendimento de extracdo ficocianina;

var — rendimento de extracdo aloficocianina; HEAA — acetato de N-metil-2-hidroxietilamdnio; 2-HEAF — formiato de N-metil-2-hidroxietilaménio.
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Embora muitos dos métodos aqui mencionados tragam altos valores de rendimento
de extracdo, a maioria deles mostra que o extrato bruto de ficobiliproteinas é obtido com baixo
indice de pureza. Por isso, muitos utilizam etapas de pré-purificacdo com sulfato de amonio e
em seguida etapas de purificacdo para elevar a pureza das biomoléculas.

A produtividade de extracdo de ficocianina foi calculada para o extrato, pois foi a
ficobiliproteina mais extraida (Figura 12).

Figura 12 — Produtividade de extracdo da ficocianina de Arthrospira platensis por extracdo
pressurizada sob diferentes condigdes de pressédo. (m) 15 bar; () 25 bar; (A) 50 bar; e (¥) 100
bar.
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Fonte: A autora 2020.

O pico de produtividade de ficocianina pode ser observado no tempo de 30 min de
extracdo para todas as condi¢bes de pressdao, com excecdo de 25 bar, na qual a maior
produtividade foi observada em 120 min. A produtividade foi diminuindo ao longo do tempo
de extracdo, visto que, a concentracdo de extracdo da mesma ndo aumentou proporcionalmente.

Também foi feito um teste para avaliar o efeito da agitacdo na extracdo dessas
biomoléculas na melhor pressdo (100 bar), e os resultados estdo apresentados na Figura 13.

Analisando a Figura 13, ficou evidente que o efeito de agitacdo ndo favoreceu o
processo de extracdo das biomoléculas de interesse, sendo um resultado néo esperado pois a
agitacdo pode permitir um maior contato entre o solvente e a biomassa de A. platensis
promovendo uma maior transferéncia de massa. O efeito contrario ao esperado pode estar
relacionado ao sistema de agitagdo utilizado que se deu através de “anel perfurado”, como pode
ser observado na Figura 6. Devido a presenca de biomassa, o curso do anel pode ser

comprometido e reduzir a eficiéncia da mistura.
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Figura 13 — Comparacdo entre os perfis de concentracdes das ficobiliproteinas, ficocianina (a)
e aloficocianina (b), obtidas por pressuriza¢ao a 100 bar de modo estatico (n = 3) e com agitacao
(n = 2), numeros de ensaios. (m) estatico; (o) com agitacao.
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Fonte: A autora 2020.
Para verificar que o efeito de pressdo ndo desnaturou as ficobiliproteinas, néo

modificando a funcionalidade, foram realizados testes de atividade antioxidante usando os
extratos obtidos a diferentes presses de extracdo. Andlise da atividade antioxidante para o

extrato de ficobiliproteinas foi realizada através da reducéo dos radicais de DPPH (Figura 14).
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Figura 14 — Atividade antioxidante do extrato bruto de ficobiliproteinas obtido apos 240 min
de pressurizagdo a diferentes pressGes pelo método de DPPH, usando amostras com
concentragio de 200 png mL™,
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Fonte: A autora 2020.
Os resultados das atividades antioxidantes reportados na Figura 14 demostram que

a pressao ndo ocasionou uma perda de atividade, mantendo o percentual de sequestro dos
radicais de DPPH praticamente constante, ou seja, ndo afetou a estrutura conformacional das
ficobiliproteinas e assim sua biofuncionalidade, também a atividade antioxidante reportada
apresentou percentual semelhante ao padréo de acido ascérbico (98%), mostrando que o método

de extracdo pressurizada é promissor para as ficobiliproteinas.

5.2 Purificacdo do extrato de ficobiliproteinas de Spirulina (Arthrospira platensis)

Apés a etapa de extracdo foi feita a purificacdo das ficobiliproteinas pelo método
de cromatografia de troca ibnica usando resina DEAE, a fim de eliminar possiveis
contaminantes que podem ser extraidos juntamente com os pigmentos. O processo de
purificacdo teve rendimento de 38 % para aloficocianina e de 35 % para ficocianina (Tabela 4).
Obteve-se um indice de pureza de 51% a mais em apenas com uma etapa de purificagdo para a
ficocianina, biomolécula extraida em maior quantidade e 56% para aloficocianina. Kumar et al.
(2014) estudaram a purificacdo da ficocianina obtida de Spirulina (A. platensis), realizando
precipitacdo com sulfato de amonio ((NH4)2SO4) como uma etapa de pré-purificacdo das
ficobiliproteinas; em seguida, realizaram dialise e por fim foi feita a cromatografia de troca
ibnica em coluna DEAE. O extrato purificado obtido no final deste processo tinha uma pureza
de 4,58, com rendimento de purificacdo de 14 %. Percebe-se que para obter uma pureza
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semelhante, Kumar et al. (2014) necessitaram de vérias etapas. Com a extracdo pressurizada,
essas etapas ndo foram necessérias. Vale ressaltar que cada uma delas afeta o processo de
recuperacdo global, assim como a economia, aumentando os custos de producao, o tempo e em

geral, dificultam o escalonamento.

Tabela 4 — Pureza e rendimento de recuperacdo do processo de purificacdo do extrato de
ficobiliproteinas de Arthrospira platensis obtido por extracdo pressurizada a 100 bar por 360
min.

Etapa Volume  Ficobiliproteina C Pureza Rendimento
(mL) (0.LD)  (Amax'A2e0) (%)
Extrato bruto 15 F 2,93 3,14 100
AF 0,93 1,40
Amostra 3 F 5,18 4,76 35
Purificada AF 1,77 2,19 38

Fonte: A autora 2020.
Nota: FC — ficocianina; AF — Aloficocianina; C — Concentracao.

Em seguida, foi realizado uma eletroforese SDS-PAGE dos extratos brutos e
purificados para determinar a massa molecular, verificar os processos de purificacdo e

confirmar se o pigmento mais extraido foi de fato a ficocianina (Figura 15).

Figura 15 — Perfil eletroforético das ficobiliproteinas extraidas de Arthrospira platensis a 100
bar por 360 min. 1. Marcador de peso molecular; 2. Padrdo de ficocianina (Sigma Aldrich); 3.
Extrato bruto de ficobiliproteinas; 4. Extrato purificado de Ficobiliproteinas.
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Fonte: A autora 2020.

Na Figura 15 é observado uma banda bem intensa proximo a 20 KDa nas colunas
3 e 4, revelando a presenca de ficocianina tanto no extrato bruto como na amostra purificada,
segundo o padrdo de ficocianina comercial, coluna 2. Sonani et al. (2014) relataram pesos

moleculares, para as subunidades o e 3, proximos de 17,5 e 19 KDa para a ficocianina e de
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15,5 a 17 KDa para aloficocianina. As bandas referentes a aloficocianina podem estar
sobrepostas as observadas pois ambas podem ter unidade em 17 KDa.

Para efeitos de caracterizacdo foi realizada a espectroscopia de infravermelho. Os
espectros apresentaram bandas semelhantes para a ficocianina padrdo e para o extrato
purificado de ficobiliproteinas (Figura 16). Estas bandas correspondem & amida | (1640 cm™)
e bandas proteicas caracteristicas da amida A (aproximadamente 3400 cm™). A amida A é a
banda afetada pelas vibragdes —NH em uma molécula de proteina, enquanto a amida | é
contribuida pelas vibracdes de =CO (RODRIGUES et al., 2019; COATS, 2000; BHAYANI et
al., 2016). A amida I, banda em 1640 cm, indica a a-hélice como o elemento principal de sua
estrutura secundaria. As bandas 1400 a 1000 cm™* esto associados aos alongamentos simétricos
e assimétricos de vibragdes, C—O—C e C—O—H (CHENTIR et al., 2018). A semelhanca entre
0s espectros mostra que a ficocianina esta presente no extrato purificado das ficobiliproteinas,
mas ndo descarta a presenca de aloficocianina ja que ambas possuem contribuicdo de

grupamentos semelhantes.

Figura 16 — Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) do extrato
purificado por cromatografia de troca idnica das ficobiliproteinas extraidas de Arthrospira
platensis a 100 bar por 360 min de pressurizacao e grupos moleculares observados. (-) Extrato
purificado de ficobiliproteinas; (--) Padrao de ficocianina (Sigma Aldrich).
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Fonte: A autora 2020.
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Foram realizados testes de atividade antioxidante no extrato purificado de
ficobiliproteinas utilizando os métodos de sequestro dos radicais de DPPH: acido ascorbico
como padrdo antioxidante; quelacdo do ion ferroso, sendo utilizado o EDTA como padréo

quelante, em diferentes concentragdes do extrato, 5 pg mL™ a 200 ug mL™, vide Figura 17.

Figura 17 — Atividade antioxidante do extrato purificado de ficobiliproteinas extraida da
microalga Arthrospira platensis, por diferentes técnicas de medicdo e em diferentes
concentracdes. (a) Sequestro dos radicais de DPPH; (b) Quelacdo do ion ferroso. (m) Extrato
purificado, (m) Acido Ascorbico e () EDTA.
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Fonte: A autora 2020.

O método de sequestro dos radicais de DPPH baseia-se na transferéncia de elétrons
na qual, por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar, o DPPH que possui cor pdrpura
é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente

desaparecimento da absor¢do, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da
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absorbancia (NASCIMENTO et al., 2011). Para o extrato purificado de ficobiliproteinas, a
eliminacdo dos radicais de DPPH se mostrou promissora quando comparado ao padréo de
atividade antioxidante, acido ascorbico, nas concentrac@es estudadas, atingindo valores de até
96% de atividade. Outros estudos reportaram atividade de 80%, como €é o caso do estudo de
Wu et al. (2016) com ficocianina extraida da mesma espécie de microalga estudada nesse
trabalho e Renugadevi et al. (2018) com ficocianina extraida da cianobactéria Geitlerinema sp.
TRVs7.

A quelacdo do ion ferroso é baseada na utilizacdo do reagente ferrozina que, na
presenca do fon Fe?*, forma um complexo de cor rosa, cuja absorbancia pode ser medida no
comprimento de onda de 562 nm. O potencial antioxidante € monitorado pela diminui¢do da
absorbancia, visivel pela descoloracdo da reacdo. O método determina a quantidade
remanescente de ions ferro ndo quelados na mistura de reacdo (MIN et al., 2011). Assim, quanto
menor a absorbancia, ou menor intensidade da coloracdo rosa, maior serd o potencial
antioxidante e, portanto, maior a capacidade de quelar os ions ferro. O extrato de
ficobiliproteinas purificado atingiu 100 % de atividade antioxidante mostrando-se um excelente
quelante dos ions ferro mesmo em concentragdes baixas (5 e 25 ug mL™), quando comparado
ao padrédo quelante utilizado. No estudo de Chentir et al. (2018), um poder quelante de 78%
para ficocianina do extrato bruto com teor de pureza 1,62, extraida da mesma espécie, foi
reportado, mas com menor condi¢cdo de pureza utilizada nesse trabalho. Logo, pode-se dizer
gue o método de extracdo € eficiente na extracdo de ficobiliproteinas ndo alterando sua

caracteristica antioxidante.

5.3 Efeitos citotoxicos do extrato de ficobiliproteinas obtidas por extracéo pressurizada
O extrato de ficobiliproteinas purificado foi avaliado quanto a inibicdo de

crescimento celular das linhagens de cancer de glioblastoma (SF295), cancer de colorretal

(HCT116), prostata (PC3) e leucémico (HL60) e os resultados estdo apresentados na Figura 18,

e a concentracdo média inibitoria (IC 50%) das amostras esta apresentada na Tabela 5.


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/geitlerinema

55

Figura 18 - Percentual de inibicdo do crescimento de células cancerigenas utilizando o extrato
de ficobiliproteinas da microalga Arthrospira platensis obtidos por extracdo pressurizada. ()
Glioblastoma-SF295; (m) Clorretal-HCT116; (A) Prostata-PC3 e (V) Leucémico-HLG60.
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Fonte: A autora 2020.

Tabela 5 - Valores da ICso em pg/mL das ficobiliproteinas extraidas de Arhrospira platensis
avaliadas pelo método MTT nas linhagens glioblastoma (SF295), cancer de colorretal
(HCT116), prostata (PC3) e leucémico (HL60) com incubacao de 72 horas. Maior

concentragéo testada: 150 pg/mL.

Linhagem Celular testadas IC50
(Intervalo de confianga)
HCT 116 > 150
SF295 > 150
PC3 > 150
HL60 112,6 (92,29-137,40)

Fonte: A autora 2020.

O extrato de ficobiliproteinas testado apresentou as menores ICso de 112,6 pg/mL

na linhagem leucémica HL60 apds 72 horas de incubacdo. Porém, para as linhagens de

Glioblastoma, cancer de colorretal e prostata a 1Cso foi superior a maior concentragédo testada

de 150 pug/mL (Tabela 5 e Figura 18). Estudos anteriores relataram, principalmente para
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ficocianina, atividade anticancerigena. Deniz et al. (2016) mostrou que a ficocianina apresentou
atividade para células de cancer de pulméo dependente da dosagem dessa biomolécula, assim
como visto nesse trabalho para as células de HL60. Também em outros tipos de cancer,
melanoma A375 (Hao et al., 2018), ovario SKOV3 (Pan et al., 2015), adenocarcinoma A549
(Pattarayan et al., 2017).

Outros estudos relataram atividade também da ficocianina em linhagens leucémicas
como € o caso de Liu et al. (2000), que estudaram ceélulas do tipo K562 mostrando que a
ficocianina apresentou ICso de 80 pg/mL com 96 horas de incubagéo. J& Subhashini et al. (2004)
mostraram para esse mesmo tipo de célula uma dosagem menor de ficocianina com 50 pg/mL
em 48 horas. A diferenca nos resultados esta relacionada a pureza da biomolécula quando os
ultimos autores utilizaram ficocianina com pureza acima de 95%.

Hernandez et al. (2017) estudaram a viabilidade de extratos de A platensis para
tratamento das células Kasumi-1 e K562 também leucémicas. Esses pesquisadores mostraram
que o0s extratos obtidos com diferentes solventes apresentaram 1Cso com doses maiores ao
presente estudo, no qual os autores reportaram que quando as ficobiliproteinas foram extraidas
com &gua apresentaram 1Csp de 15 pg/mL e com etanol 0,31 pg/mL.

Assim pode-se dizer que as ficobiliproteinas apresentam atividade anticancerigena
para a linhagem leucémica e que o método de extracdo pressurizado ndo afetou o potencial
dessas biomoléculas para uma possivel aplicacdo em quimioprevencdo, ainda possibilitando

que o extrato de ficobiliproteinas possa ser mais explorado na atividade anticancer.
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6 CONCLUSAO

O método de extracao pressurizada foi eficiente na extracéo de ficobiliproteinas da
microalga Arthrospira platensis. A ficocianina e a aloficocianina foram extraidas com fator de
pureza de 3,59 e 1,72 e rendimentos de 44,44 e 16,32 mg.g*, respectivamente, nas condicdes
selecionadas de 100 bar e 360 min, e este método ndo alterou a biofuncionalidade das moléculas
extraidas. Apds o processo de purificagdo, o extrato de ficobiliproteinas apresentou uma elevada
atividade antioxidante comparado aos padrbes, obtendo valores de 96 % no sequestro dos
radicais de DPPH e de 100 % no ensaio de quelacdo do ion ferroso, como também apresentou

atividade anticancer para a linhagem leucémica HL60 com IC50 de 112,6 pg/mL.
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ANEXOS

o Analise estatistica perfil de concentracdo para extracdo de ficocianina tempo de 30 min.
=1 ANOVAOneWay (11/27/2019 19:38:43)

+ MNofes
+ lnput Data
- Descrplive Stafisfics
Sample Size Mean Standard Deviation = SE of Mean
15 3 093562 0,06964 0,04021
25 3 040282 0,08539 0,0493
50 3 10344 0,04031 002327
10 3 0,89839 017426 0,10061
= One Way ANOVA
= Overall ANOVA
OF | 3umofSquares Mean Square  FValue Frob=F
Model 3 0,71851 02395 21,70783  336762E-4
Error | & 008826 001103
Total | 11 080678
IMull Hypothesis: The means of all levels ane equal

— Altemative Hypothesis: The means of one or more levels are different
At the 0.05 level, the population means ane significantty different.

- Fif Siafisiics
R-3quare | CoeffVar  RootMSE | Data Mean
L] 0,8906 | 012844 010504 08178
- Means Comparnsons
- Tukey Test
MeanDiff SEM qValue Prob Alpha = Sig LCL ucL
25 bar 15 bar  -0,5328  0,08576 8,78571 0,00116 0,05 1| -0,80745  -0,25816
50 bar 15 bar 009879 008576 1,62898 0,67059 0,05 0| -017586 037343
50 bar 25 bar 063159 008576 1041469 3 61441E-4 005 1| 035694 090623
100 bar 15 bar  -0,03723 | 008576 061391 097087 0,05 0| -0,31187 023742
100 bar 25 bar | 0,49557 | 0,08576 817181 0,00186 0,05 1 022093 077022
100 par 50 bar  -0,13602 | 008576 224289 043678 0,05 0| -041066 013862

ference is significant at the 0,08 level.
erence is not significant at the 0,05 level.




o Analise estatistica perfil de concentracdo para extracdo de ficocianina tempo de 60 min.
5 ANOVAOneWay (11/27/2019 19:43°44)

= Alternative Hypathesiz: The means of one or more levels are different
At the 0.05 level, the population means are significanthy differsnt.

+ Nofes
+ fnput Data
= Descriplive Stalisfics
Sample Size Mean Standard Deviation | SE of Mean
15 3| 1,52596 0,06124 0,03542
25 3 062788 0,1028 0,05935
50 3| 1,27626 0,10081 00582
10 3 147293 0,38638 0,22308
= One Way ANOVA
= Overalf ANOVKA
DF = Sumof Squares | Mean Square  F Value Prob=F
Model 3 1,53366 051122 | 11,76675 | 0,00265
Error g8 034757 0,04345
Total 11 1,88122
Mull Hypothesis: The means of all levels are equsl

- Fit Stafisfics
R-Square  CoeffVar  RootMSE  Data Mean
|| 0,81524 | 017005 0,20844 1,22576
= Means Compansons
- Tukey Test
MeanDiff | SEM qValue Prob | Alpha @ Sig LCL =N
25 bar 15 bar -089807 017019 | 746273 000332 0,05 1| -1,44308 -0,35307
50 bar 15bar | -0,2497 | 017019 207481 049712 0,05 0| -0,7947 0,2953
50 bar 25 bar 064838 017019 | 538782 002153 0,05 1| 010337 1,19338
100 bar 15 bar | -005303 | 017019 | 044063 0898873 0,05 0| -0,59803 049198
100 bar 25 bar | 084505 017019 70221 0,00482 0,05 1| 0,30005 1,39005
100 bar 50 bar | 019667 | 017019 | 163428 0,6685 0,05 0] -0,34833 074167

Sig =gusls 1

indicatzs that the means
Sig eguals O indicates that the means

ifference is significant at the 0,05 level
ference is not significant at the 0,05 level




o Analise estatistica perfil de concentracdo para extracdo de ficocianina tempo de 120 min.
- ANOVAOneWay (11/27/2019 19.51:44)

+ Nofes
+ Input Data

- Descriplive Stafishics

Sample Size = Mean Standard Deviation | SE of Mean
15 3 22793 0,32932 019014
25 3 27303588 062462 0,36062
50 3 1,96785 0,28465 016434
10 31,9172 04253 0,24555
= One Way ANOVA
- Qverall ANC 1A
DF  Sum of Squares  Mean Square | FWalue = Prob=F
Model 3 027006 012335 064878 060547
Errar 2 1,52103 019013
Total 11 1,89108

Mull Hypothesis: The means of sll levels ars equsl
— Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are differsnt
At the 0.05 level, the population means are not significanthy different.

= Fit Stafisiics
R-Square CoeffVar RootMSE Data Mean
L 019568 0,20597 043604 211696
- Means Compansons
= Tukey Test
MeanDiff SEM qValue Frob Alpha @ 3ig LCL UCL
25 bar 15 bar 002428 035602 | 009644 099983 0,05 0] -1,11583  1,16439
50 bar 15 bar -031145 035602 | 1,23716 081775 0,05 0| -1,45156 0,82866
50 bar 25 bar | -0,33573 | 035602 1,3336 078367 0,05 0 -147584 080438
100 bar 15 bar  -0,36218 035602 143869 074459 0,05 0 -15023 077793
100 bar 25 bar  -0,38646 035602 1,53512 070746 0,05 0 -152657  0,75365
100 bar 50 bar  -0,05073 035602 020153 099838 0,05 0 -1,19084 1,08938

Sig =qusls 1

indicates that the means difference is significant st the 0,05 level
Sig =gquals 0 indicates that the means difference is not significant at the 0,05 level
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o Analise estatistica perfil de concentracéo para extracdo de ficocianina tempo de 240 min.

= ANOVAOneWay (11292018 10°44.26)

+ fNofes
+ Inpuf Dala
- Descrplive Sfalisfics
Sample Size Mean Standard Deviation = SE of Mean
15 3 252781 0,30673 0177049
25 3 334825 027824 016064
50 3 242906 015776 0,09108
100 3 341716 045381 026201
- One Way ANOKA
- Overall ANOVA
DF @ Sum of Squares = Mean Square | F Value = Prob=F
Model 3 247485 082495 820168 | 0,00799
Error 8 0,80466 010058
Total 11 3,27952
Mull Hypothesis: The means of all levels are equal
— Altemative Hypothesis: The means of one or more levels are different
At the 0.05 level, the population means are significanthy different.
- Fif Siatistics
R-3quare CoeffVar  Root M3SE & Data Mean
L 075464 010822 031715 293057
- Means Compansons
- Tukey Test
MeanDiff SEM qValue Prob Alpha @ Sig LCL UCL
25 bar 15 bar | 082044 025895 448069 005245 0,05 0 -0,00881 164969
50 bar 15 bar  -0,09875 025895 053833 097982 0,05 0 -0,928 07305
50 bar 25 bar  -0,91919 025895 502002 003078 0,05 1 -1,74844  -0,08994
100 bar 15 bar 088934 025895 485699 003612 0,05 1 006009 1,71859
100 bar 25 bar 00689 025895 03763 099288 0,08 0 -0,76035 0,89815
100 bar 50 bar 09881 025895 539632 002136 0,05 1 015885 1,81735
Sig equals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the means difference is not significant at the 0,08 level.
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o Analise estatistica perfil de concentracéo para extracao de ficocianina tempo de 360 min.

= ANOVACOneWay (11272018 20:12°13)

- Fif Siafisfics

+ Nofes
+ Input Data
- Descrplive Sialisfics
Sample Size Mean Standard Deviation | SE of Mean
15 3| 266285 0,24588 0,14196
25 3 33,4408 0,20323 011734
50 3| 295844 0,31509 0,18182
100 3| 454538 0,42879 0,24756
= One Way ANOVA
- Overall ANOVA
DF | Sum of Squares = Mean Square | FValue Prob=F
Model 3 6,15572 2,05191 | 2132384 3,5857E-4
Error 8 0,76981 0,09623
Total 11 6,92552
Mull Hypothesis: The means of all levels are equal
= Altemative Hypothesis: The means of one or more levels ane different
At the 0.05 level, the population means are significantly different.

R-Square CoeffVar | Root MSE = Data Mean
0,8a884 009119 0,3102 340186

Means Compansons

- Tukey Test

MeanDiff SEM
25bar 15bar| 077795 025328
50 bar 15 bar| 029559 025323
50 bar 25 bar | -0,48236 025328
100 bar 15bar 188253 0,25323
100 bar 25bar . 110458 0,25323
100 bar 50 bar 158694 025323

qValue Prob

4,34375 0,06013

1,65045 0,6621
2,6933 0,29834

1051128 3,38819E-4
6,16753 0,01034
8,86084 0,00109

Alpha
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

Sig

el == =]

LCL
-0,03314
-0,5155
-1,29345
1,07144
0,29349
077585

UCL
1,58904
1,10663
032873
2,69362
1,91567
2,39803

Sig eguals 1 indicates that the means d
Sig eguals O indicates that the means d

ference iz significant at the 0,05 lkevel.
ference iz not significant at the 0,05 kevel.
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¢ Analise estatistica perfil de concentracdo para extracéo de aloficocianina tempo de 30 min.

= ANOVACneWay (11272018 20:.20.43)

+ Nofes
+ fnput Data

-1 Descrplive Stalisfics

Sample Size Mean Standard Deviation SE of Mean
15 3 042581 0,08125 0,04591
25 3 036143 0,16455 0,09501
50 3 040168 016654 0,089615
100 3 032214 0,04643 0,02681
- One Way ANCIA
-l Overall ANC KA
OF | Sum of Squares = Mean Sguare = FValue  Prob=F
[Model 2 001873 000624 | 039276 076171
Errar a 012714 0,01589
Total 11 0,14587

Mull Hypothesizs: The meaans of all levels arz egusl
- Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are differsnt
At the 0.05 level, the populstion means are not significanthy dif fersnt.

- Fit Sfafisfics
R-Square CoeffVar  RootMSE Data Mean
L 012838 033372 012607 037776
- Means Comparnsons
- Tukey Test
MeanDiff SEM qValue Prob Alpha | Sig LCL UCL
25 bar 15 bar | -0,06439 010293 | 088463 0,920949 0,05 0 -0,29402 026524
50 bar 15 bar | -0,02413 010293 | 0,33154 0,99509 0,05 0 -0,35376 0,3055
50 bar 25 bar | 0,04026 010293 | 055309 097832 0,05 0 -0,28937  0,36988
60 bar 15 bar | -010368  0,10293 | 142441 0,75 0,05 0 -04333 022595
60 bar 25 bar | -0,03929 010293 | 053878 097977 0,05 0 -0,36891 029034
60 bar 50 bar | -0,07954 010293 | 1,09287 0,86458 0,05 0 -040917 025008

Sig equsls 1

indicates that the means differsnce is significant at the 0,05 level.
Sig equsls O indicates that the means difference is not significant at the 0,05 level.
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o Analise estatistica perfil de concentracdo para extracéo de aloficocianina tempo de 60 min.
= ANOVAOneWay (11/27/2019 20.24.23)

+ Nolfes
+ fnput Data
- Descrpfive Sialistics
Sample Size Mean Standard Deviation = SE of Mean
15 3 054304 0,05985 0,03456
25 3 030277 006213 003587
50 3 047799 0,02873 001658
100 3| 055579 0,082 004734
= One Way ANOVA
- Qverall ANOVA
DF | Sum of Sguares | Mean Square F Value Prob=F
Model 3 012217 004072 1086547 000341
Error g 0,02998 0,00375
Total 11 015216
MNull Hypothesiz: The means of 3l levels are sgqusl
L Alternative Hypothesis: The means of ons or more levels are different
At the 0.05 level, the populstion means are significanthy dif ferent.
= it Statisfics
R-Square CoeffVar | Root MSE = Data Mean
|| 020294 013029 0,06122 046989
- Means Compansons
o Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha @ Sig LCL JCL
25 bar 15 bar  -0,24027 | 004999  G6,79759 | 0,00587 0,05 1| -0,40034  -0,08019
50 bar 15 bar | -0,06505 | 0,04999 184039 058698 0,05 0 -022513 | 009502
50 bar 25 bar | 017522 | 0,04999 49572 | 003273 0,05 1 00715814 | 033529
100 bar 15 bar 001275 | 004999 036077 099371 0,05 0 -014732 | 017283
100 bar 25 bar 025302 004999 715837 | 000429 0,05 1 009294 0413209
100 bar 50 bar 00778 004999 220117 045138 0,05 0| -008227 023788

Sig =qusls 1 indicstes that the means 4

Sig =gquals D indicates that the means 4if

ferencs is significant at the 0,05 level
ference iz not significant at the 0,08 level
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o Analise estatistica perfil de concentracao para extracdo de aloficocianina tempo de 120 min.

= ANOVACneWay (11272018 20.29:12)

- Fit Stafistics

+ Nofes
+ Inpuf Darfa
- Descriplive Stafisfics
Sample Size Mean Standard Deviation = SE of Mean
15 3 094293 0,14672 0,08471
25 3 084442 0,17551 010132
50 3 070983 021282 012287
100 3 074386 009084 0,05245
- One Way ANOVA
- Overalf ANC 1A
DF | Sum of Squares = Mean Square  F\Value Prob=F
Model 3 0,099383 003328 | 1257¥25 035218
Error g8 0,21175 0,02647
Total 11 031158
Mull Hypothesis: The means of all levels are egual

| Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are differsnt
At the 0.05 level, the populstion means are not significanthy dif fersnt.

R-Square | CoeffVar RootMSE = Data Mean
032041 020079 016269 081027

- Means Compansons

- Tukey Test

MeanDiff

25 bar 15 bar | -0,09857
50 bar 15 bar | -023316
50 bar 25 bar | -0,13459
100 bar 15 bar | -0,19912
100 bar 25 bar  -0,10055
100 bar 50 bar | 0,03404

SEM q Value Prab
013284 104937 087755
013284 248224 035865
013284 | 143287 0, 7468
013284 211988 048058
013284 107051 087132
013284 036236 099363

Alpha
0,05
0,058
0,05
0,05
0,058
0,05

Sig

[ R R o R e R e R

LCL
-0,52396
-0,65855
-0,55998
-0,62451
-0,52594
-0,39135

UCL
0,32682
0,19223

0,2908
022627
0,32484
0,45943

Sig equals 1 indicates that the means di
Sig eguals O indicates that the means di

fference is significant at the 0,05 level.
ffarence is not significant at the 0,05 level.




o Analise estatistica perfil de concentracao para extracao de aloficocianina tempo de 240 min.
- ANOVAOneWay (11/27/2019 20.36.52)

+ Nofes
+ npwt Data

= Descrpfive Siafisfics

Sample Size Mean Standard Deviation | SE of Mean
15 3| 106172 01077 006218
25 3| 102672 0,54201 0,31293
50 3| 087429 0,25463 0,14701
100 3| 1,25146 0,1605 0,09267
= One Way ANOVA
~_Overall ANOVA
DF Sum of Sguares Mean Square  FValue Prob=F
Model 3 0,25391 008464 085496 050229
Error 8 0,79195 0,0958949
Total 11 1,04586
Mull Hypothesis: The means of sll levels are egusl
- Altzrnative Hypothesiz: The maans of one or mare levels are diffarent
At the 0.05 level, the populstion means are not significanthy differsnt.
- Fif Sfafisiics
R-Square  CoeffVar RootMSE @ Data Mean
|| 024277 0,29653 0,31463 1,06105
= Means Comparnsons
- Tukey Test
MeanDiff SEM qValue Prob Alpha | Sig LCL UCL
25 bar 15 bar -0,035 | 0,2569 019266  0,99902 0,05 0| -085767 078768
50 bar 15 bar  -018742 02569 103175 0,88263 0,05 0| -1,01009 063525
50 bar 25 bar 015242 02569 08391 0,9313 0,05 0| -09751 067025
100 bar 15 bar 021974 | 02569 120967 | 082709 0,05 0| -060293 104241
100 bar 25 bar . 025474 02589 140233 0,7583 0,05 0| -056793 107741
100 bar 50 bar 040716 | 02569 224142 | 043729 0,05 0| -041551 1,22983
Sig eguals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level
Sig equals D indicstes that the maans difference is not significant at the 0,05 level
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o Analise estatistica perfil de concentracao para extracdo de aloficocianina tempo de 360 min.
- ANOVAOneWay (11/27/2019 20:40.17)

+ Nofes
+ Inpuf Data

- Descrplive Stalisiics

Sample Size Mean Standard Deviation = SE of Mean
15 3| 12813 0,22623 0,13061
25 3| 13188 0,18318 0,10576
50 3| 113481 022424 0,12947
100 3| 174836 02775 0,16021
- One Way ANOVA
= Qverall ANOVA
DF  Sum of Squares | Mean Sguare | FValue Prob=F
Model 3 062687 020896 3942191 005362
Error| & 042405 005301
Total | 11 1,05092

Mull Hypothesis: The means of all levels are egusl
L Alternative Hypothesis: The mesns of ons or more levels are different
At the 0.05 level, the populstion means are not significanthy different.

= Fif Siafisiics
R-Square CoeffVWar | Root MSE | Data Mean
|| 0,5965 | 0,16795 023023 1,37082
- Means Comparisons
- Tukey Test
MeanDiff SEM qValue Prob Alpha | Sig LCL UCL
25 bar 15 bar 00375 018798 028208 | 0,99595 0,05 0 -056449 063948
50 bar 15 bar  -01465 | 0,18798 110212 086175 0,05 0 -0,74849 0455489
50 bar 25 bar  -0,18399 | 018798 138421 076507 0,05 0 -078598 041799
100 bar 15 bar | 046705 018798 351369 | 013734 0,05 0 -013493  1,06904
100 bar 25 bar | 042956 018798 323161 | 018073 0,05 0 -017243 103155
100 bar 50 bar | 061355 018798 461581 | 0,04586 0,05 1 001156 1,21554

Sig equals 1

indicates thst the means difference is significant at the 0,05 level.
Sig equals O indicates that the mesns dif ference is not significant at the 0,05 level.




¢ Analise estatistica de Pureza de ficocianina, em 360 min de pressurizacgéo.

= ANOVACneWay (11202019 14.24:08)

+ Nofes
+ fnpuf Data
- Descriplive Stalistics

Sample Size Mean Standard Deviation = SE of Mean
15 3| 337435 0,39477 0,22792
25 3| 352471 0,20809 012014
50 3| 3305855 045775 0,26428
100 3| 342567 070022 0,40427
= One Way ANOKA
- Qverall ANOVA
DF  Sum of Squares  Mean Square  FValue | Prob=F
odel 3 007668 002556 | 011373 094959
Error 8 1,79797 0,22475
Total | 11 1,87466
Null Hypaothesis: The means of 3l levels are equsl
L Alternative Hypothesis: The means of ons or more levels are diffarent
At the 0.08 level, the population means are not significanthy diffarsnt.
= Fif Stafistics
R-2quare CoeffVar Root MSE | Data Mean
|| 0,04091 0,13912 047407 3,40757
- Means CDH?,DEW:S'GHS
O Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha @ Sig LCL UCL
25 bar 15 bar 015036 038708 054933 097873 005 0 -1,08921  1,35992
50 bar 15 bar  -006881 038708 025139 099784 | 0,05 0 -1,30837 | 117076
50 bar 25 bar | -021916 | 0,38708 | 080072 0935839 0,05 0 -1,45873 1,0204
100 bar 15 bar | 005131 0,38708 018748 | 0,999 0,05 0 -1,18825 1,29088
100 bar 25 bar | -0,09904 038708 036186 | 099365 0,05 0 -1,33861  1,14052
100 bar 50 bar . 012012 038708 043887 093886 0,05 0 111945 | 135969
Sig equals 1 indicates that the means difference is significant st the 0,05 level
Sig equsls O indicates that the means difference is not significant at the 0,08 level.
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Analise estatistica de Pureza de aloficocianina, em 360 min de pressurizacao.
ANOVACneWay (11/29/20719 14:47:26)

+ fNofes
¥ Input Data

- Descriplive Siafistics

Sample Size Mean Standard Deviation = SE of Mean
15 3| 1,71087 021694 012525
25 3] 175159 0,14689 0,084a81
50 3| 1,58902 029112 016808
100 3| 1,794585 031089 0,17955
= One Way ANOVA
| 5 Qveralf ANO A
i DF | Sum of Squares = Mean Square  FValue = Prob=F
L Model 3 0,07052 0,02351 | 037595 077295
Errar a 0,5002 006252
Total 11 057072

Null Hypothesis: The means of all levels are equsl
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different
At the 0.05 level, the populstion means are not significanthy differsnt.

-1 Fif Siafisfics
R-Square CoeffVar  RootMSE  Data Mean
|| 0,12356 0,1461 | 0,25005 1,71151
- Means Compansons
- Tukey Test
MeanDiff | SEM q Value Prob | Alpha @ Sig LCL UCL
25bar 15bar 004072 | 0,20416 0,28209  0,99695 0,05 0| -0,61308  0,69453
50 bar 15 bar | -0,12185 | 0,20416 0,844 093023 0,05 0| -0,77565  0,53196
50 bar 25 bar | -016257  0,20416 112609 | 0,85431 0,05 0| -051638 049124
100 bar 15 bar 008368 020416 | 057966 0,97523 0,05 0| -057012 073749
100 bar 25 bar | 004296  0,20416 029757 | 0,99643 0,05 0| -0,61085 069677
100 bar 50 bar | 020553 | 0,20416 1,42366 | 0,75028 0,05 0| -0,44823  0,85934

Sig equals 1

indicates that the means difference is significant at the 0,05 level.
Sig =guals O indicates that the mesns differsnce is not significant at the 0,05 leval
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¢ Analise estatistica de Rendimento de ficocianina, em 360 min de pressurizacao.

- ANOVAOneWay (117292019 14:23:46)

Sig equals O indicates that the means dif ference is not significant at the 0,05 level.

+ MNoles
+ fﬂpﬂfﬂc‘i‘fc‘i‘
- Descrplive Stalistics
Sample Size Mean Standard Deviation | SE of Mean
15 3| 26,73929 280381 144558
25 3| 3440797 203231 1,17335
50 3 2058437 315087 1,81916
100 3| 4545376 428795 247565
- One Way ANOVA
- Qverall ANO VA
DF = Sum of Squares | Mean Sguare = F Value Prob=F
Maodel 3 61068641 20356214 | 210325 | 376303E-4
Errar 8 77 42765 9 67844
Total 11 688,11407
Mull Hypothesis: The means of all levels are egusl
— Alternative Hypothesis: The maans of one or more levels are differsnt
At the 0.05 level, the population means are significanthy different.
= Fif Stalisfics
R-Square CoeffVar RootMSE | Data Mean
L] 083743 009138 311102 34 04635
-l Means CDIH,O:‘E‘H:S‘DHS
5 Tukey Test
MeanDiff SEM qValue Frob Alpha = Sig LCL UCL
25 bar 15 bar 766868 254014 8 426951 0,06475 0,05 0| -046574 1580309
50 bar 15 bar  2,84508 254014 158399 0,68833 0,05 0| -528934 109795
50 bar 25 bar -4 8236 254014 268552 0,30042 0,05 0 1295301 331082
100 bar 15 bar | 1871447 254014 | 1041922 360345E-4 005 1| 1058005 26,84889
100 bar 25 bar | 11,04579 254014 6,14971 0,01051 0,05 1 291138 | 1918021
100 bar 50 bar | 1586939 254014 883523 0,00111 0,05 1 773497 | 24 00381
Sig equals 1 indicates that the means difference iz significant at the 0,08 level.
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¢ Analise estatistica de Rendimento de ficocianina, em 360 min de pressurizacao.
= ANOVAOneWay (11/29/2019 14.45.30)

+ Nofes
+ Inpuf Data
- Descrplive Stalisfics
Sample Size Mean Standard Deviation | SE of Mean
15 3| 1575686 475356 274447
25 31330117 167128 0,96491
50 3 11,23489 221988 1,28165
100 3 1453978 233916 1,35051
- One Way ANOVA
- Overall ANOVA
DF | Sum of Squares Mean Square | FValue Prob=F
Modal 2 33,51433 1117144 124889 035481
Error g8 7157816 8,94727
Total | 11 105,092449
Mull Hypothesis: The means of 3l levels are squsl
— Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are differsnt
At the 0.05 level, the populstion mesns are not significanthy dif fersnt.
= Fif Stafisfics
R-Square | CoeffVar | Root MSE = Data Mean
L 03189 | 021821 29912 1370817
= Means Comparisons
5 Tukey Test
MeanDiff | SEM qValue Prob Alpha | Sig LCL UcL
25 bar 15 bar | -2,45569 | 24423 142197 075092 0,05 0 -10,27681 536542
50 bar 15 bar | 452196 | 24423 261844 031879 0,05 0 1234308 @ 2329915
50 bar 25 bar | -2,06627 | 24423 | 119647 | 083151 0,05 0 -9,887309 575484
100 bar 15 bar | -1,21708 24423 070475 095721 0,05 0 -9,03819  G,60404
100 bar 25 bar 1,23861 24423 071722 095509 0,05 ] -6,5825 | 9,05973
100 bar 50 bar | 330489 24423 | 191369 055837 0,05 0 -4 51623 11,126
Sig =quals 1 indicates that the means dif ference is significant at the 0,05 level
Sig =quals O indicates that the means dif ference is not significant st the 0,05 level
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