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RESUMO

A R-Ficoeritrina ¢ um pigmento fotossintético proteico natural (ficobiliproteina) presente em
macroalgas vermelhas, como a Solieria filiformis, encontrada no litoral cearense. Tal
pigmento possui aplicagdes como sonda fluorescente em técnicas de citometria e ensaios
histoquimicos além de varias aplicagdes na industria farmacéutica por apresentar atividade
antioxidante, atividade antitumoral e atividade anti-inflamatoria ja relatadas na literatura.
Além disso, existe a possibilidade de sua aplicacdo como corante natural na industria de
alimentos. Todavia, essa molécula apresenta instabilidade espectroscopica, quimica e
bioldgica em situacdes de temperatura ¢ pHs extremos e intensidades de luz por longos
periodos e a encapsulagao tem sido realizada para aumentar a estabilidade da molécula e suas
propriedades. Diferentes técnicas de encapsulamento e materiais de parede t€m sido avaliadas.
Sendo assim, o presente trabalho objetivou o encapsulamento da R-Ficoeritrina pura extraida
de Solieria filiformis, utilizando iota-carragenana como agente encapsulante por meio da
atomizacdo e liofilizacdo. A influéncia da concentracdo de iota-carragenana como agente
encapsulante e a manutencao das propriedades espectroscopicas da R-FE foram avaliadas.
Para tanto, foi realizada uma extracdo seguindo o protocolo estabelecido por Bastos-Filho
(2016), na qual foi obtido rendimento de 1,6 mg R-FE/g alga seca e IP de 0,53, seguida de
purificacao de acordo com Lopes (2018), etapa que apresentou rendimento final de 0,6 mg R-
FE/g alga seca e IP de 2,50. O pigmento foi encaminhado para secagem em spray dryer e
liofilizador em solu¢des homogeinezadas com gradiente de concentragdo (0,5%, 1,0%, 1,5% e
2,0%) de agente encapsulante iota-carragenana. A eficiéncia dos métodos foi analisada por
micrografia confocal e MEV, sendo constatado o sucesso das técnicas de encapsulacdo. O
processo de secagem por spray dryer apresentou a formagdo de microcapsulas com tamanho
de particula e morfologia satisfatorias, ja as propriedades espectroscopicas do pigmento foram

mantidas com mais eficiéncia no material obtido pelo processo de liofilizagao.

Palavras-chave: Pigmento natural vermelho. lota-carragenana. Macroalga marinha. Spray

dryer. Liofilizagao.



ABSTRACT

R-phycoeritrin is a photosynthetic natural proteic pigment (phycobiliprotein) found in red
macroalgae, such as Solieria filiformis, found in the cearense coast. Such pigment possess
applications such as fluorescent probe in cytometry techniques and histochemists essays
besides numerous applications in the pharmaceutical industry for its antioxidant, anti-tumor
and anti-inflamatory activities already described in the literature. Besides that, there is the
possibility of application in the food industry, as natural dye. However, this molecule
presentes spectroscopic, chemical and biological instability in situations of extreme
temperature and pH and high light intensities for long periods and encapsulation has been
used to increase the molecule stability and its properties. Many different encapsulation
techniques and coating materials have been evaluated. Therefore, the present work aimed the
encapsulation of pure R-phycoeritrin extracted from S. filiformis, using iota-carragenan as
coating material, in order to increase the molecule stability through spray drying and freeze
drying. The influence of the concentration of iota-carragenan as coating material and R-PE
spectroscopy properties were evaluated. For that, a extraction was conducted following the
protocol established by Bastos-Filho (2016), which yielded 1,6 mg R-PE/g dry algae and PI of
0,53, followed by purification according to Lopes (2018), stage that presented final yield of
0,6 mg R-PE/g dry alge and PI of 2,50. The pigment was forwarded to drying in spray dryer
and freeze-dryer in homogeneous solutions with concentration gradient (0,5%, 1,0%, 1,5%,
2,0%) of coating material iota-carragenan. The efficiency of the methods was analyzed by
confocal and electron scanning, being verified the success of the encapsulation techniques.
The spray drying process showed microcapsule formation with satisfactory particle size and
morphology, as for the spectroscopics properties of the pigment were kept with more

efficiency in the freeze-dried material.

Keywords: Red natural pigment. lota-carragenan. Red Seaweed. Spray dryer. Freeze drying.
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1 INTRODUCAO

1.1 Classifica¢ao, Caracteristicas Gerais e Importancia Ecologica das Algas

De modo geral, as algas formam um grupo heterogéneo de complexa classificacao,
visto que o termo “alga” ¢ designado a véarios organismos que diferem em relacdo a sua
origem, morfologia e composi¢cdo quimica e que possuem representantes em dois dos trés
dominios da vida, Eubacteria e Eukarya, totalizando mais de dez mil espécies espalhadas
pelos reinos Plantae, Bacteria, Protozoa e Chromista (LOURENCO, 2006; STENGEL;
CONNAN; POPPER, 2011).

As algas sdo geralmente classificadas em dois grandes grupos: macroalgas (algas
marinhas), que ocupam faixas litoraneas e podem chegar a grandes tamanhos; e microalgas,
algas microscopicas que sdo encontradas em regides bentdnicas, litorais e na coluna de agua
dos oceanos, na forma de fitoplanctons (HASAN et al., 2009; EL GAMAL, 2012). Segundo
Chapman et al (1980) e El Gamal (2012), o grupo das macroalgas inclui as algas marrons ou
pardas (Phaeophyceae), as algas verdes (Chlorophyceae) e as algas vermelhas
(Rhodophyceae). A classificagdo das algas quanto a sua pigmentacdo, estrutura da parede
celular e funcdo bioldgica pode ser vista na Tabela 1.

As algas sdo importantes recursos marinhos que desempenham um papel fundamental
no suporte a rica biodiversidade dos oceanos. Elas sdo, de modo geral, organismos
fotossintetizantes, podendo ser uni ou pluricelulares, que possuem funcdes bioldgicas e
ecologicas semelhantes as das plantas terrestres, porém diferindo dessas por ndo apresentarem
raizes verdadeiras, vasos condutores especializados, folhas ou flores (BAWEJA, P., KUMAR,
S., SAHOO, D., & LEVINE, I., 2016).

Observa-se, nos ambientes marinhos, que as algas atuam provendo alimento, abrigo e
habitat para diversos seres vivos, além da produ¢do de oxigénio para outros organismos,
sendo fundamentais no equilibrio do ecossistema como um todo. Assim sendo, mudangas no
habitat das algas marinhas podem resultar em efeitos cascata para todo o ecossistema
(GRAHAM; GRAHAM; WILCOX, 2009; LOURENCO, 2006; TAYLOR; TAYLOR;
KRINGS, 2009).

O aumento nas concentragdes de gases estufa causado por atividades antropogénicas
vem causando um profundo impacto nos ambientes marinhos, ocasionando aumento na
temperatura e acidificacio dos oceanos, como efeito das mudancas climaticas. Essas

mudangas fisicas e quimicas nos oceanos podem ter efeitos devastadores para as algas e para
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diversos outros organismos aquaticos indiretamente a longo prazo, prejudicando

irreversivelmente o ecossistema marinho (HARLEY et al., 2012).

Tabela 1 - Classificacdo das macroalgas quanto aos pigmentos fotossintéticos, principais

componentes da parede celular e fungdo ecoldgica

Picmentos Principais
Grupo fﬂtﬂiiutétims componentes da Funcio ecologica
parede celular
Produtores
Celulose. carbonato primarios: as algas
" N - - . .
Chlorophyta Clorofila a. b, . calcarias sio fontes
tenoid de caleio em algas . tantes d
er carotenoides LT importantes de
(Algas verdes) calcarias Ports \
calcario nos recifes
de corais
Produtores
Ochrophyta Clorofila a, e. : PHINATIOS: 540 05
antofilas Celulose, alginatos principais
g Cl i
(Algas marrons) componentes das
florestas de kelps
Produtores
Clorofila a. L
- : primarios: as algas
Rhodophvta ficobilinas Agar, carragenana, . A
pi . S = s . coralinas sio fontes
(ficocianina. carbonato de calcio : tantes d
- . . importantes de
(Algas vermelhas) ficoeritrina). em algas coralinas POTEe

caleario nos recifes

carotenoides .
de corais

Fonte: Adaptado de Castro; Huber (2012).

1.1.1 Rhodophyceae

As algas vermelhas sdo o grupo mais diversos de macroalgas, apresentando mais de
7000 espécies. Elas sdo um grupo antigo de plantas aquaticas eucarioticas. As rodofitas
variam consideravelmente em relacdo as suas respostas a fatores ambientais, tendo se
adaptado a viver tanto em condi¢des de agua fresca como em agua salobra, barrenta e
condi¢gdes marinhas (BAWEJA, P., KUMAR, S., SAHOO, D., & LEVINE, 1., 2016).

Membros do grupo Rhodophyta conseguem tolerar uma variagdo de niveis de luz
maior que qualquer outro grupo de organismos fotossintetizantes por apresentarem pigmentos
acessorios adicionais juntamente a clorofila “a” em seus cloroplastos. A presenga desses
pigmentos acessorios (comumente conhecidos como ficobiliproteinas como a ficoeritrina e a

ficocianina) permite que esses organismos vivam nas areas mais inospitas das profundezas do
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oceano, onde pouca ou quase nenhuma luz solar ¢ encontrada (BAWEJA, P., KUMAR, S.,
SAHOO, D., & LEVINE, 1., 2016).

Os cloroplastos de algas vermelhas contém ficobilina, um pigmento hidrossoluvel que
geralmente domina a aparéncia do talo da planta. O aparato fotossintético das Rhodophyceae
apresenta as ficobiliproteinas como principal pigmento absorvedor de luz. Os ficobilissomos
sdo aglomerados polipeptidicos dessas ficobiliproteinas presentes na membrana do tilacdide
das macroalgas vermelhas. Em algumas algas vermelhas a coloragdo varia com a razao

ficoeritrina/ficocianina (VAN DEN HOEK et al., 2009).

1.2 Importancia Econdomica das Macroalgas e das suas Biomoléculas

A diversa utilizagdo de algas marinhas data a partir dos primeiros registros que temos
acesso das civilizagdes humanas. Ao redor do mundo, as algas vém sendo utilizadas em varios
contextos, contudo, o cultivo de algas para o consumo humano é o mais significativo,
principalmente nas comunidades litoraneas. Atualmente, algumas das utilizagdes mais comuns
das macroalgas marinhas sdo: alimentagdo, producdo de biocombustivel, fertilizantes e
produgdo de compostos bioativos (HU, 2019).

O cultivo de macroalgas marinhas tem crescido exponencialmente nas ultimas
décadas, apresentando uma produtividade (em biomassa cultivada) que mais que triplicou nos
ultimos vinte anos, atingindo 32,4 milhdes de toneladas em 2018, o que representa um valor
estimado de 13,3 bilhdes de dolares (US$) (FAO, 2020). A perspectiva de crescimento
exponencial deve atingir US$ 44,7 bilhdes até 2023 (FISH 2.0, 2017). Com uma grande
predominancia de produ¢do por paises do Leste e Sudeste asiaticos, como China, Indonésia e
Coreia, as espécies mais significativas no cultivo e produ¢do de macroalgas estdo listadas na
Tabela 2.

No contexto do Brasil, verifica-se que no periodo de 1997 a 2017 o pais importou o
equivalente a 79,45 milhdes de doélares (20,3 mil toneladas) em biomassa € compostos
bioativos de origem algicea, enquanto exportou aproximadamente duas mil toneladas a um

valor de aproximadamente US$ 2,4 milhdes (DANTAS, 2018).
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Tabela 2 - Principais espécies de algas cultivadas no mundo em milhares de toneladas, entre

2000 e 2018

2000 2005 2010 2015 2016 m7 2018

Milhares de toneladas, peso vivo

Kelp japonés (Lominaria joponica) 53809 546990 65254 103027 1066246 111745 11 448.3
Macroalga eucheuma nieol” (Eucheuma spp.) 2153 869 34795 101898 97759 95780 92375
Macroalga Gracilaria {Gracilaria spp.) 555 933.2 16571 37670 42489 41742 34548
Wakame (Undaria pinnatifida AL 24397 15050 22154 20635 23417 23204
MNori nieol (Porphyra spp.) 424 9 FO3.1 10407 11099 13129 17331 20178
Musgo marinha Elkhorn [Kappaphycus alavarezii) 44% 5 1 2835 18842 17518 15245 15452 15973
Algas pardas (Phasopyceas) 28528 18272 30212 4368 B80S0 6666 8915
Laver [Porphyra tenera) 5292 584.2 5652 488 .5 713.4 gal.2 B55.0
Hijiki [Sargassum fusiforme 121 115.5 97.0 209.3 216.4 2544 268.7
Eucheuma espinhosa [ Eucheuma denticulatum] 043 171.5 258.7 2740 2140 193.8 1749
Spirulina nieal {Spirulina spp.) 48 5 93.5 81.2 73.4 720 496
Macroalgas nieal 32.5 13.4 8.9 15.2 15.8 200 225
Outras algas 47 4 25.2 KEN 22.1 24.2 28.1 278
Total 10 595.6 14 8313 20174.3 31063.8 3146505 32612.9 323852

Fonte: FAO (2020). Legenda: 'nieol — Nao Incluida Em Outro Lugar; (...) — Sem producdo, ou sem dados
disponiveis.

De um ponto de vista bioenergético, diversos estudos mostraram a viabilidade da
produgdo de biodiesel a partir de micro e macroalgas (LIU, X., CLARENS, A. F., & COLOSI,
L. M., 2012; DEMIRBAS, A., & FATIH DEMIRBAS, M., 2011; YEW, G. Y. et al, 2019).

Outra utilizagcdo que vem sendo atribuida as macroalgas marinhas ¢ a de fertilizante
organico do solo, com o intuito de gerar uma maior produtividade de cultivares no campo
(ABDEL-RAOUF N, 2012; CALVO; NELSON; KLOEPPER, 2014). Oliveira (2017) também
evidenciou o potencial de um extrato bruto da macroalga vermelha Gracilaria birdiae como
biofertilizante para culturas de alface (Lactuca sativa). Segundo o portal GlobalFert (2019), o
mercado global de bioestimulantes de algas deve alcangar a marca de 17,1 milhdes de dolares
até 2025.

No setor da industria de alimentos, as macroalgas ja vém sendo utilizadas amplamente
como fonte de polissacarideos com propriedades emulsificantes, estabilizantes, gelificantes e
espessantes. Denominados de ficocoldides (hidrocoloides), o 4gar e a carragenana sao os
principais polissacarideos das macroalgas vermelhas e o alginato das macroalgas pardas. Os
hidrocoloides das macroalgas marinhas sdo utilizados na fabricacdo de geleias, pudins,
gelatinas, sorvetes, iogurtes, entre outros (DE JESUS RAPOSO et al., 2015; SULERIA et al.,
2015; CASTRO; HUBER, 2012).
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Como alimento, podemos observar que as macroalgas vermelhas apresentam um
maior teor de proteinas do que as algas verdes e as pardas (HAMED et al., 2015), o que faz
delas mais atrativas de um ponto de vista nutricional. As rodofitas também sdo uma excelente
fonte de vitaminas, particularmente, membros das familias de vitaminas B e C (MACARTAIN
et al.,, 2007; VALENTE et al., 2015). Omega-3 (®-3) acido graxo poli-insaturado (AGPI)
também ¢ um constituinte importante na composi¢ao das algas vermelhas e ¢ uma classe de
moléculas que exercem um papel fundamental na sattide humana, ao reduzir o risco de
desenvolvimento de doencas cardiacas e os niveis de colesterol lipoproteina de baixa
densidade, conhecido como LDL (MOHAMED et al., 2012).

As macroalgas marinhas apresentam, ainda, numerosos metabolitos secundarios com
propriedades farmacologicas e medicinais (EL GAMAL, 2010). Alguns exemplos sdo
esterdides e metabolitos com atividade anti-inflamatoria isolados da alga verde Ulva laetuea
(AWAD et al., 2000) e Cladophora fascicularis (HIGA, 1989; KUNIYOSHI et al., 1985);
enzimas com atividade anticAncer e imunossupressora da alga Arrainvilla rawsonii (CHEN et
al., 1994). Cycloeudesmol isolado da macroalga marinha Chondria oppositiclada apresentou
forte atividade antibiotica contra Staphylococcus aureus e Candida albicans (FENICAL AND
SIMS, 1974). Atividade antiviral relatada no fosfolipideo isolado de Ulva fasciata,
esfingosina, por Garg et al. (1992). A Figura 1 mostra um grafico relacionando o tamanho do
mercado e o valor agregado potencial para derivados de macroalgas, mostrando que os
quimicos finos e substancias com aplicacdes farmacoldgicas sdo os compostos que possuem

maior valor agregado por massa da substancia.
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Figura 1 — Relagdo entre o tamanho do mercado e o potencial de valor agregado das

biomoléculas e produtos derivados de macroalgas marinhas
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Fonte: Fish 2.0 (2017).

Nesse contexto de biomoléculas de macroalgas, se destacam os pigmentos
fotossintéticos, como as ficoeritrinas e as ficocianinas de rodoéfitas. Esses pigmentos sdo
naturais, com elevado poder corante e fluorescentes (Figura 2). Apresentam importancia em
virtude da caréncia de corantes naturais vermelhos e compostos fluorescentes no mercado
(BASTOS-FILHO, 2016; GLAZER, 1984).

Com enfoque na indastria farmacéutica, vdarias atividades bioldgicas das
ficobiliproteinas ja foram descritas na literatura, como antioxidante, antitumoral, anti-
inflamatéria, dentre outras (PAN et al.,, 2013; CHEN et al.,, 2014; GAO et al., 2015;
PALIWAL et al., 2015; THANGAM et al., 2015; LEE et al., 2017; HU, 2019; LAW et al.,
2019). Devido as suas propriedades espectroscopicas, como alta fluorescéncia e diferentes
picos de absor¢do da luz visivel, as ficobiliproteinas se apresentam como promissores sondas
fluorescentes que podem ser utilizadas em técnicas de citometria de fluxo, imunoensaio de

fluorescéncia, microscopia de fluorescéncia, ensaios imunohistoquimicos e diversas outras
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aplicagdes biomédicas (KRONICK; GROSSMAN, 1983; WHITE, L.STRYER, 1987;
FUCHS et al., 1988; LANSDORP et al., 1991; SOHN; SAUTTER, 1991; DOUCET et al.,
2001; TELFORD et al., 2001; HU, 2019).

Ja sob o aspecto de aplicagdo na industria alimenticia, Brito (2017) aplicou a R-
ficoeritrina (R-FE) extraida da macroalga vermelha Soliera filiformis como corante em

formulagdes de iogurte natural.

Figura 2 — Ficoeritrina em p6 comercializada pela empresa Binmei Biotechnology

Fonte: Binmei Biotechnology (2020).

Apesar da ampla aplicagdo dessas proteinas e do elevado volume de producdo e
cultivo de macroalgas no mundo, as ficobiliproteinas de macroalgas ainda sao
subaproveitadas ¢ o mercado apresenta uma demanda consideravel para esses biocompostos,
que possuem um alto valor comercial atualmente, como evidenciado na Tabela 3, a qual
mostra a comercializacdo desses pigmentos por diversas empresas (precos baseados no grau
de pureza da biomolécula). Um levantamento realizado por Sekar et al. (2008) mostrou a
existéncia de aproximadamente 300 patentes com o tema de ficobiliproteinas depositadas em
bancos ao redor do mundo, a maioria nos Estados Unidos e Japao. Burowitzka (2013) estimou

o mercado global de ficobilinas em mais de US$ 60 milhdes.
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Tabela 3 — Valor comercial de ficobiliproteinas

Valor

Molécula Prefixo Marca (em US$.mg-) Referéncia
B Columbia 20,40 (BIOSCIENCES, 2020a)
Biosciences
Ficoeritrina R Columbia 10,20 (BIOSCIENCES, 2020b)
FE) Biosciences
( R Agilent 26,00 (AGILENT, 2020a)
B Sigma-Aldrich 367,00 (ALDRICH, 2020a)
R Sigma-Aldrich 163,00 (ALDRICH, 2020b)
Ficocianina C Agilent 26,00 (AGILENT, 2020b)
FO) C Sigma-Aldrich 16,90 (ALDRICH,2020c)
Columbia
Aloficocianina i Biosciences 40,80 (BIOSCIENCES, 2020¢)
(AFC) - Agilent 26,00 (AGILENT, 2020c)
- Sigma-Aldrich 423,00? (ALDRICH, 2020d)

Fonte: Adaptado de Lopes, 2018. Legenda: a — AFC vendida em volume de 0,5 mL.

1.3 Pigmentos fotossintéticos de macroalgas marinhas

As ficobiliproteinas sdo uma familia de pigmentos hidrossoluveis, que sdo geralmente
ligados covalentemente a um grupo prostético, chamado de cromoéforo, bilina ou ficobilina.
Elas sdo encontradas no citoplasma ou estroma de cianobactérias e algas do grupo das
rodofitas, glaucofitas e criptomonas (APT et al., 1995; GLAZER et al., 1976, 1988, 1989,
1994; MACCOLL, 1998; ZHANG; CHEN, 1999). Lourenco (2006) evidencia que a
ficobilina € o pigmento fotossintético em si, porém ele ndo apresenta atividade se ndao houver
uma proteina acoplada a sua estrutura. Em algas vermelhas o conteudo relativo dessas
proteinas ¢ geralmente alto, podendo chegar a 50% do total de proteinas hidrossoluveis
(GANTT AND LIPSCHULTZ, 1974; KE, 2001) e pode representar at¢ 20% da alga seca
(BOGORAD, 1975).

As ficobiliproteinas apresentam capacidade de absorcao eletromagnética na regiao do
espectro da luz visivel (Figura 3), fornecendo energia suficiente para disparar uma sequéncia
de reacdes de transferéncia de elétrons até o centro de reagdo do fotossistema II, integrando
uma complexa e eficiente cadeia de transmissdo essencial a fotossintese (GLAZER, 1989;

NELSON; COX, 2014; SFRISO; GALLO; BALDI, 2018).
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Figura 3 — Radiagao eletromagnética visivel
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Fonte: Nelson, Cox (2014).

O espectro de luz visivel corresponde a radiacdo com comprimento de onda na faixa
de 400 a 700 nm e é chamado de radiagdo fotossintética ativa. Por um processo conhecido
como aclimatagdo cromadtica complementar, os organismos fotossintetizantes conseguem
ajustar sua estrutura de captacdo de luz para permitir a absor¢do dos diferentes comprimentos
de luz desse espectro, dependendo da profundidade onde se encontram (KAISER et al., 2005;
GRAHAM; GRAHAM; WILCOX, 2009).

Assim sendo, verifica-se que os organismos que crescem em aguas rasas apresentam
maior teor de ficocianinas, que sdo pigmentos especializados em absorver luz
amarela/vermelha. J4 os organismos de aguas profundas apresentam maior contetdo de
ficobilinas como as ficoeritrinas, especializadas em absorver luz azul/verde, visto que essa
radiacdo ¢ mais abundante em aguas profundas (SAGERT; SCHUBERT, 1995; KEHOE;
GUTU, 2006; KEHOE, 2010). As algas vermelhas, por exemplo, sdo capazes de se
desenvolver e crescer fartamente em altas profundidades pelo alto teor de ficoeritrinas em
seus tilacoides, pois essas ficobiliproteinas t€ém uma eficiente absor¢ao de luz na faixa de 450
a 570 nm (WANG et al., 2015).

As ficobilinas dao as ficobiliproteinas diferentes propriedades espectroscopicas, como
coloracdo e faixa de absorcdo de luz, que pode variar de 450 a 670 nm, regido na qual a
clorofila apresenta baixa taxa de absor¢ao (ADIR; LERNER, 2003; LUNDELL et al., 1981;
MACCOLL, 1998). As ficobiliproteinas podem ser classificadas em trés grandes grupos de
acordo com o nivel de energia da ficobilina ou comprimento de onda méximo (Amax) na
regido do espectro de absor¢do da luz visivel (Figura 4), que podem ser: de alta energia, como

as ficoeritrinas (FE) (Amax = 540-570 nm) e as ficoeritrocianinas (FEC) (Amax = 570 nm); de
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energia intermediaria, como as ficocianinas (FC) (Amax = 610-620 nm); e as de baixa energia,
aloficocianinas (AFC) (Amax = 650-655 nm) (MACCOLL, 1998; HU, 2019). As
ficobiliproteinas podem ainda ser classificadas quanto a sua cor em dois grupos: as de
coloragdao vermelha, ficoeritrinas, ¢ as de coloracdo azul, ficocianinas (O’CARRA;
MURPHY; KILLILEA, 1980). O uso de prefixos na identificagdo de FE e FC sdo em
referéncia a sua origem taxondmica. Por exemplo, R- ¢ o prefixo utilizado para os pigmentos
de origem de Rodofitas, B- para algas da ordem Bangiales e C- para pigmentos de origem de

Cianobactérias (KORNPROBST, 2011; W. L1 et al., 2019).

Figura 4 — Espectros de absorcdo de luz dos pigmentos fotossintetizantes ficoeritrina,

ficocianina e clorofila a presentes em macroalgas vermelhas
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Fonte: Adaptado de Nelson & Cox (2014).

As ficobiliproteinas sdo estruturas supramoleculares organizadas, in vivo, em
estruturas moleculares chamadas de ficobilissomos (GANTT, 1980). A principal fun¢do desse
coletor de fotons ¢ a sobrevivéncia dos organismos em ambientes com baixa intensidade de
luz. De fato, quando as radiacdes vermelhas e amarelas vao desaparecendo com o aumento da
profundidade na &4gua, os ficobilissomos se mostram capazes de absorver luz em zonas

espectrais nas quais a clorofila ¢ ineficiente, e, por conseguinte, transmitir essa energia para o
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centro reativo do fotossistema Il (GLAZER, 1989; KE, 2001).

Os ficobilissomos s3o encontrados na parede externa do tilacoide, no estroma, como
mostra a Figura 5. O ficobilissomo ¢ constituido basicamente por uma associacao de
ficobiliproteinas e peptideos de ligacdo (LUNDELL; WILLIAMS; GLAZER, 1981; APT;
COLLIER; GROSSMAN, 1995).

Figura 5 — Representacao esquematica da membrana do tilacoide e dos ficobilissomos
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- J B Aloficociamina
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* [- Ficocianina, ficocritrina

Fonte: Dumay et al., 2014. Legenda: PS: Fotossistema; CF: Fator de acoplamento.

A estrutura do ficobilissomo (Figura 6) permite que a energia de excitagdo proveniente
da luz solar atinja o centro reaciondrio fotossintético, partindo de qualquer um dos varios
cromoforos presentes em sua composi¢do, com uma eficiéncia de aproximadamente 100%
(GLAZER, 1984, 1989). O arranjo das ficobilinas na conformacao do ficobilissomo faz com
que a transferéncia de energia luminosa ocorra a partir da absor¢do pela ficoeritrina ou
ficoeritrocianina, passando para a ficocianina, posteriormente a aloficocianina para finalmente
chegar a clorofila a do centro de reagdo, por transferéncia de éxcitons (BALD, KRUIP, &
ROGNER, 1996; GLAZER & HIXSON, 1977; SUN, WANG, GONG, & CHEN, 2004; APT;
COLLIER; GROSSMAN, 1995; BERMEJO ROMAN et al., 2002; NELSON; COX, 2014).
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Figura 6 — Estrutura tipica de um ficobilissomo encontrado em macroalgas vermelhas

LUX

480-570 nm

550-650 nm
i Transferéncia de
Energia Luminosa

Estroma

Membrana do Tilacéide

Lamen

i . a4 5 P 0
—= B Ficoeritrina, ficoeritrocianina ou ficocianina

Hastes —= @ Ficoeritrina ou ficocianina Qﬁ} Aloficocianina

. - Ficocianina

Fonte: Dumay et al., 2014.

O ficobilissomo possui duas estruturas distintas: as hastes e o nucleo. O nucleo ¢
essencialmente composto por aloficocianinas. Ja as hastes sdo constituidas pelos pigmentos
fotossintéticos ficocianina e ficoeritrina, onde o pigmento de maior energia fica situado na
ponta das hastes (ficoeritrina) e o de menor energia, fica alojado na base da haste (ficocianina)
(DUMAY et al., 2014; BASTOS-FILHO, 2016).

A conexao entre as hastes, o nicleo e a membrana do tilacoide ocorre pela presenca de
peptideos de ligagao, que, dependendo da espécie, podem chegar a representar 15% da porgao
proteica do ficobilissomo (TANDEAU DE MARSAC & COHEN-BAZIRE, 1977). As
principais fungdes dos peptideos de ligacao sdo fixar o ficobilissomo a membrana do tilacoide
e estabilizar a estrutura do ficobilissomo (DUMAY et al., 2014).

Os peptideos de ligacdo podem ser classificados a partir do seu peso molecular em
quatro grupos: Grupo I ou Lcm (70-120 kDa), com fungdo de fixagdo do nicleo a membrana
do tilacoide, e, também, atua como aceptor final de éxcitons, contribuindo para a transferéncia
de energia luminosa ao fotossistema II; Grupo II ou Lr (25-35 kDa), atuando na estabiliza¢ao
da ficobiliproteina e fixacdo da haste no nucleo; Grupo III (12-22 kDa), grupo constituido de

subunidades de ficobiliproteinas e, finalmente, Grupo IV ou Lc (9-12 kDa), com fungdo de
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montagem e fixacdo do nicleo (DUCRET ET AL., 1998; GLAZER, 1984).

As ficobiliproteinas sdo constituidas de duas subunidades (o e ) e uma terceira
subunidade diferente (y), que ¢ encontrada nas ficoeritrinas (FE) atuando como peptideo de
ligagdo. (GLAZER; HIXSON, 1975; SIDLER, 1994; GALLAND-IRMOULI et al., 2000;
NIU; WANG; TSENG, 2006, DUMAY et al., 2014). As subunidades estdo dispostas na forma

de disco como ilustra a Figura 7.

Figura 7 — Diagrama de Montagem das Subunidades de ficobiliproteinas

Subunidades Monémero (aff) Trimero (af); Hexamero (af)s

Fonte: Dumay et al., 2014.

A ficoeritrocianina pode ser encontrada na forma trimérica [(af})3] ou hexamérica
[(aB)s]; a aloficocianina se apresenta na forma trimérica [(0f)3]; a ficocianina apresenta duas
conformagdes possiveis, com base no pH, podendo ser hexamérica [(af)s] em pH 5-6 ou
trimérica [(af)3] em pH 7,0; A ficoeritrina por sua vez pode ser encontrada na sua forma
hexamérica com a subunidade gama (y) [(af)sy], assim como sem a subunidade gama [(af)s],
variando de acordo com o organismo da qual a FE foi isolada (BOGORAD, 1975; GANTT &
LIPSCHULTZ, 1974; GLAZER, 1994; SUN et al., 2009, DUMAY et al., 2014).

As bilinas sdo grupos prostéticos tetrapirrdlicos de cadeia aberta ligados
covalentemente por ligagdes do tipo tioéster a residuos de cisteina. Em cada subunidade das
ficobiliproteinas podem existir uma ou mais bilinas ligadas, podendo ser de quatro tipos
(Figura 8): ficoeritrobilina (PEB, Amax = 560 nm), de coloracdo vermelha; ficourobilina
(PUB, Amax = 450 nm), com coloracao amarela; ficocianobilina (PCB, Amax = 620-650 nm),
de coloragdo azul; e ficoviolobilina (PXB, Amax = 575 nm), que apresenta coloracdo purpura
(BRITO, 2017; O’CARRA; MURPHY; KILLILEA, 1980; GLAZER, 1994; SUN et al., 2003;
APT, COLLIER, & GROSSMAN, 1995; DUMAY et al., 2014).
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Figura 8 — Estrutura Quimica dos Cromoforos Bilina
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Fonte: Dumay, 2014.

PEB ¢ encontrada nas C-ficoeritrinas, R-ficoeritrinas, B-ficoeritrinas e ficocianinas,
PUB ¢ encontrada nas R-ficoeritrinas e B-ficoeritrinas, PCB ¢é encontrada nas ficocianinas,
aloficocianinas e ficoeritrocianinas, e PXB ¢é encontrada exclusivamente nas
ficoeritrocianinas, fazendo com que os tipos de ficobilinas presentes nos organismos variem
de espécie para espécie, conservando os locais de ligagdo das ficobilinas (APT; COLLIER;

GROSSMAN, 1995; ISAILOVIC; LI; YEUNG, 2004; NIU; WANG; TSENG, 2006).

1.3.1 Ficoeritrinas

Ficoeritrinas sdo o pigmento principal encontrado em rodoéfitas, mas também podem
ser encontrados em cianobactérias (GLAZER, 1994; DUMAY et al.,, 2014). Elas sao
conhecidas também por representarem o grupo de ficobiliproteinas mais dindmico, devido as
suas propriedades espectrais de absor¢do e fluorescéncia (em torno de 575 nm), como mostra
a Figura 9 (BASTOS-FILHO, 2016; SUN et al., 2003).

Assim como outras ficobiliproteinas, diferentes formas de ficoeritrinas ocorrem
dependendo da espécie e essas podem ser classificadas também em relacdo as suas

propriedades espectroscopicas, sendo divididas em cinco grupos: B-Ficoeritrina (B-FE)
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[(Amax = 565 nm, 545 nm, e um ombro a 499 nm)], b-Ficoeritrina (b-FE) [(Amax = 545 nm, e
um ombro a 565 nm)], C-Ficoeritrina (C-FE) [(Amax = 560 nm)], CU-Ficoeritrina (CU-FE)
[(Amax = 498 nm, 540 nm e/ou 565 nm)] e R-Ficoeritrina (R-FE) [(Amax = 565 nm, 498 nm e
um ombro/pico a 545 nm)] (BOGORAD, 1975; GLAZER et al., 1976; BRYANT, 1982;
SIDLER, 1994; DUMAY et al., 2014). B-PE e R-PE sdo mais abundantes em algas
vermelhas. Ja b-FE, C-FE e CU-FE sdo encontradas em cianobactérias (DUMAY et al., 2014;
ZHAO et al., 2013; BERMEJO; TALAVERA; ALVAREZ-PEZ, 2001; WANG et al., 2015).
Por possuir cromoforos e caracteristicas de absorcdo semelhantes a R-Ficoeritrina, a CU-

Ficoeritrina ¢ geralmente classificada como R-FE (STADNICHUK, 1995).

Figura 9 — Coloragdo e fluorescéncia da R-Ficoeritrina de Solieria filiformis. Pico da

cromatografia de troca i0nica

e — S—— o e . S ., e . .
Fonte: Bastos-Filho, 2016. Legenda: A - Coloragdo da R-Ficoeritrina sob luz branca; B — Fluorescéncia da R-
ficoeritrina sob luz azul.

As diferencgas espectrais de absorbancia entre os tipos de ficoeritrina ocorrem devido a
quantidade e disposicao espacial das ficobilinas presentes na sua composi¢do. B-FE e R-FE
sdo compostas por subunidades a, B e vy, sendo descritas como complexos hexaméricos
(ap)6y, enquanto b-FE e C-FE sdao formados por (off) sem a subunidade y (Figura 10)
(GLAZER et al., 1983; ISAILOVIC; LI; YEUNG, 2004; SUN et al., 2009).
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Figura 10 — Representacdo das estruturas de ficoeritrinas com suas ficobilinas
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Fonte: Dumay et al., 2014.

Contreras-Martel et al. (2001) determinaram a estrutura tridimensional cristalografica
da R-Ficoeritrina da macroalga vermelha Gracilaria chilensis, em que evidenciou os
cromoéforos ligados as subunidades o (Figura 11a) e B (Figura 11b), além de determinar as
estruturas trimérica (Figura 11c¢) e hexamérica (Figura 11d) formadas por essas subunidades.
Ha relatos de cristais de R-Ficoeritrina de outras macroalgas (CHANG et al., 1996; Miyabe et
al., 2017).
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Figura 11 - Estrutura tridimensional das subunidades a e B, do trimero e do hexamero da R-

Ficoeritrina da macroalga vermelha Gracilaria chilensis
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Fonte: Adaptado de Contreras-Martel et al. (2001). Legenda: (a) estrutura da subunidade o ligada a duas
ficobilinas; (b) estrutura da subunidade {3 ligada a trés ficobilinas; (c) estrutura trimérica da R-Ficoeritrina (af3)3;

(d) estrutura hexamérica da R-Ficoeritrina (af3)6

As caracteristicas espectroscopicas da R-FE pura, extraida da macroalga vermelha S.
filiformis, foram relatadas por Bastos-Filho (2016). A figura 12 mostra os picos de absor¢ao a
495 e 564 nm, o ombro de absor¢do a 540 nm e o pico de fluorescéncia a 575 nm quando

excitada a 495 nm.
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Figura 12 — Caracteristicas espectroscopicas da R-Ficoeritrina pura extraida de Solieria

filiformis
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Fonte: Bastos-Filho, 2016. Legenda: Linha vermelha — perfil de absorbancia; Linha Azul — perfil de

fluorescéncia. RFU — Unidade Relativa de Fluorescéncia
1.4 Extracao e purificacdo da ficobiliproteina R-Ficoeritrina

Devido a R-Ficoeritrina ser um composto intracelular, sdo necessarios métodos de
rompimento da parece celular para a sua eficiente liberacdo durante o processo de extracdo
(MITTAL et al., 2017). Ha diversos métodos relatados na literatura, tais como: macera¢do em
nitrogénio liquido e/ou moinhos (MUNIER et al., 2014; SUDHAKAR et al., 2015; WU et al.,
2015; PEREIRA et al., 2020), ultrassonicacao (LE GUILLARD et al., 2015; MITTAL et al.,
2017; PEREIRA et al., 2020), homogeneizagdo (HARNEDY; FITZGERALD, 2013), catalise
enzimatica (DUMAY et al.,, 2013; MITTAL; RAGHAVARAO, 2018), e também a
combina¢do de dois ou mais métodos, a fim de se melhorar o rendimento de pigmento (LE
GUILLARD et al., 2015). Contudo a presenca de grandes concentracdes de polissacarideos na
parede celular das rodoéfitas dificulta a eficiéncia dos processos de extracdo e purificagdo,
sendo necessarias varias operacdes unitarias para se alcangar um alto rendimento e eficiéncia,
ressaltando que o acréscimo dessas operagdes ¢ inversamente proporcional ao rendimento

final do produto (KULA; KRONER; HUSTEDT, 1982; MITTAL et al., 2017).
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Por ser uma molécula hidrossoluvel, a R-Ficoeritrina é comumente extraida em
solventes aquosos — sendo o tampao fosfato o mais utilizado (SUDHAKAR et al., 2015) — a
partir de diferentes estados da matéria-prima, podendo ser alga umida (GU et al., 2018;
SENTHILKUMAR et al., 2013a; SUDHAKAR et al., 2015; WANG et al., 2015), alga
congelada (NIU; WANG; TSENG, 2006) e alga liofilizada (GALLAND-IRMOULI et al.,
2000; MUNIER et al., 2014; NGUYEN et al., 2020; PEREIRA et al., 2020).

Na industria, as ficoeritrinas sao requeridas num indice de pureza (IP) adequado a sua
aplicacdo final e a sua purificacdo ¢ um processo arduo devido a presenca de polissacarideos
no extrato bruto, os quais conferem elevada viscosidade ao material quando liberados durante
a homogeneizagdo, acarretando em diferentes niveis de pureza, o que influi diretamente sobre
a variacdo de precos desses pigmentos (MENSI et al., 2014; MITTAL et al., 2017).

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

O fracionamento proteico com (NH4)2SOs ¢ costumeiramente o método utilizado
imediatamente apos a extracdo dos pigmentos das macroalgas vermelhas, como primeira
etapa de purificacdo, segundo a literatura (NAIR et al., 2018; SENTHILKUMAR et al.,
2013a; SUN et al., 2009; WANG et al., 2015; WU et al., 2015), alcancando indices de pureza
de 1,4 (LIU et al., 2005), 1,62 (NAIR et al., 2018) ¢ 2,38 (SENTHILKUMAR et al., 2013) de
R-Ficoeritrina das espécies Polysiphonia urceolata, Centroceras clavulatum e Bangia fusco-
purpurea, respectivamente. Todavia, metodologias que excluem essa etapa de fracionamento
proteico, como a proposta por Lopes (2018) que apresentou IP final de 2,36, sdo opg¢des
viaveis para aplicagdes que ndo exigem uma pureza da R-FE tdo elevada ou para baratear o
processo de purificacdo, por eliminar uma operagdo unitaria.

A etapa seguinte de purifica¢do de proteinas e, portanto, de pigmentos, € representada
pelas cromatografias, que sao aplicadas com o objetivo de aumentar o IP das biomoléculas.
Cromatografias de troca-ionica (carga das moléculas), exclusdo molecular (tamanho das
moléculas), interacdo hidrofébica (hidrofobicidade) e hidroxiapatita (afinidade) foram
utilizadas para a purificagdo de R-FE de diversas macroalgas vermelhas. Nguyen et al. (2020)
e Wu et al. (2015) alcangaram indices de pureza de 3,25 e 5,2 para R-FE das espécies
Gracilaria gracilis e Portieria hornemannii, respectivamente. Nair et al. (2018), por sua vez,
encontraram pureza de 6,34 para a R-FE da macroalga Centroceras clavulatum.

Cromatografias sequenciadas também foram relatadas na literatura. Bastos-Filho (2016)
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alcangou pureza 4,5 para R-FE da macroalga S. filiformis utilizando em sequéncia as
cromatografias de troca-idnica e de exclusdo molecular.

Eletroforese também foi utilizada como método de purificacdo de R-Ficoeritrina da
macroalga Palmaria palmata, alcangcando IP de 3,2, como relatado por Galland-Irmouli et al.

(2000).

1.5 Encapsulamento da R-Ficoeritrina

As ficoeritrinas apresentam uma coloracdo rosa vibrante que ¢é atrativa para a
industria, destacando-se a potencial aplicacdo na industria alimenticia. Além disso, ja foi
relatado o potencial antioxidante das R-FE, evidenciando que seu consumo pode trazer
beneficios para a saude. Ademais, podem ser atribuidas diversas aplicagdes biomédicas as
ficoeritrinas, devido as suas propriedades espectroscopicas. Todavia, de acordo com a
literatura, a R-FE possui instabilidade quando armazenada em temperatura ambiente, e
quando exposta a temperaturas muito elevadas, pHs extremos ¢ intensidades de luz durante
um periodo longo (ZHAO et al., 2013; SENTHILKUMAR et al., 2013a; MUNIER et al.,
2014; WU et al., 2015).

Devido a essa instabilidade espectroscopica da R-FE frente a diferentes pH, luz e
temperatura, a microencapsulacdo pode ser uma estratégia utilizada para aumentar a
estabilidade do pigmento e ampliar suas possibilidades de aplicacdes em produtos
industrializados, por exemplo, como corante alimenticio (BASTOS-FILHO, 2016; BRITO,
2017; GANESAN & SHANMUGAM, 2020).

A encapsulagdo ¢ um processo de empacotamento de particulas (ex: compostos de
sabor, pigmentos, acidulantes, nutrientes, enzimas, conservantes) em capsulas (KAREL,
LANGER, 1988). O material encapsulado ¢ denominado de nucleo, e o material que forma a
capsula, encapsulante, cobertura ou parede (GIBBS, 1999). Segundo Baker (1986), as
capsulas podem ser classificadas de acordo com seu tamanho em 3 categorias: macro- (>5000
pum), micro- (0,2-5000 um) e nanocépsulas (<0,2 pm).

Em termos de construcdo, as cépsulas podem ser divididas em dois grupos: aquelas
nas quais o nucleo ¢ nitidamente concentrado na regido central, circundado por um filme
definido e continuo do material de parede; e aquelas nas quais o nucleo ¢ uniformemente
disperso em uma matriz. O primeiro grupo pode ser classificado como sistema do tipo
reservatorio, e caracteriza as ‘“verdadeiras” microcapsulas; e o segundo, classificado como

sistema matricial, resulta nas chamadas microsferas (KING, 1995; RE, 1998).
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A principal diferenca entre as microcapsulas e as microsferas esta no fato de que, nas
microsferas, uma pequena fracdo do material “encapsulado” permanece exposto na superficie,
o que ¢ evitado pela verdadeira encapsulacdo. No entanto, o termo ‘encapsulacdo’ tem sido
usado em seu sentido mais amplo, englobando tanto a formacao de microcapsulas quanto de
microsferas (DEPYPERE, 2003). As microcépsulas podem ter ainda mais de um nucleo, ou
varias paredes para um mesmo nucleo (CONSTANT; STRINGHETA, 2002). A Figura 13

apresenta alguns dos principais modelos de microcépsulas.

Figura 13 — Representacdo de Modelos de Microcapsulas
QA) OB) O(C)
OD> 0 )

(F)
Fonte: Azeredo, 2005. Legenda: (A) — Matriz (microsfera); (B) — Microcapsula simples; (C) — Simples; Irregular;

(D) — Duas paredes; (E) — Varios ntcleos; (F) — Agrupamento de microcapsulas.

A microencapsulacdo ¢ uma técnica de encapsulamento de bioativos, utilizando um ou
mais agentes encapsulantes, que geralmente ¢ adotada para obten¢do de pelo menos um dos
seguintes objetivos: reduzir as interagcdes do nucleo com os fatores ambientais a que ele sera
exposto; retardar reagdes que resultem em perda de caracteristicas organolépticas ou
nutricionais; reduzir a taxa de migracdo do material do nucleo para o ambiente externo;
promover maior solubilidade do material contido no nucleo; facilitar manuseio e transporte
(DEPYPERE, 2003; PSZCZOLA, 1998; REINECCIUS, 1991; EUN et al., 2019). A escolha
do método de encapsulagdo para uma aplicacdo especifica depende de uma série de fatores,
como: tamanho de particulas requerido, propriedades fisicas e quimicas do nticleo e da
parede, aplicacao do produto final, mecanismos desejados de liberagado, escala de producao e
custo (RE, 1998).

Ha diversas técnicas diferentes para a producdo dessas microcépsulas, como por
exemplo, por atomizacdo, extrusdo, leito fluidizado, coacervagdo, liofilizacdo, secagem em

tambor, entre outros (CELESTINO, 2010; EUN, 2019).



33

Dentre esses métodos, a secagem por atomizagdo, também conhecida por Spray dryer,
¢ a mais utilizada pela industria de alimentos, por possuir tempos de secagens curtos e
apresentar um custo associado a técnica relativamente baixo, chegando a ser até¢ 50 vezes
menor que um processo de liofilizagao, por exemplo (BAKRY, 2015). A amostra ¢ misturada
com o agente encapsulante para formacao de uma solugdo liquida homogénea. Em seguida, ¢
bombeada através de um atomizador, transformando esse liquido em pequenas goticulas, que
entrardo em contato com um ar aquecido dentro de uma camara de alta temperatura,
removendo a agua da goticula, resultando em um po6 fino. Como a exposi¢ao a alta
temperatura ¢ rdpida, a substancia encapsulada ndo ultrapassa dos 100 °C, preservando a
bioatividade do material encapsulado (AZEREDO et al., 2005). Algumas desvantagens dessa
técnica sao a baixa estabilidade oxidativa decorrente das altas temperaturas associadas ao
processo ¢ um rendimento (eficiéncia de encapsulamento) nao muito alto (BAKRY, 2015).

Uma representagdo esquematica do processo descrito pode ser vista na Figura 14.

Figura 14 — Representacdo esquematica do processo de microencapsulacao por spray dryer
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Fonte: Bakry et al. (2015).
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J& a liofiliza¢do ¢ um método baseado na desidratacdo por sublimagdo de um produto
congelado. Consiste em duas etapas, sendo a primeira, o congelamento rapido do produto e
posteriormente, a sublimagdo do gelo sob vacuo (UNIVERSITY OF IDAHO, 2004;
AZEREDQO, 2005). Um processo de encapsulagdao pode ser realizado por meio de liofilizagao
de uma emulsdo do material do nucleo com um encapsulante. O método gera produtos de
excelente qualidade, uma vez que minimiza as alteragdes associadas a altas temperaturas
(CELESTINO, 2010). De fato, Desobry et al. (1997), observaram que a encapsulacao de f-
caroteno por liofilizagdo resultou em menor degradacdo durante o processo (8%), quando
comparada a atomizacdo (11%) e a secagem em tambor (14%). Algumas desvantagens do
método sdo a alta quantidade de energia utilizada, longos periodos de processamento e
maiores custos associados a produ¢ao do material (DESOBRY et al., 1997, BAKRY et al.,

2015). Uma representag¢do de um liofilizador esté ilustrada na Figura 15.

Figura 15 — Representagdo esquematica de um liofilizador
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Fonte: Bakry et al., 2015.

Um dos principais fatores que irdo influenciar a estabilidade desses compostos € o
material de revestimento utilizado na encapsulacio (ROSENBERG, 1990). Para ser
considerado um bom material de revestimento deve-se atender a alguns requisitos, como boas
propriedades para formar filme, baixa higroscopicidade e baixo custo, sendo selecionado de
acordo com sua eficiéncia de encapsulagdo, grau de protecdo do nucleo e caracteristicas
microscopicas da superficie (BRAZEL, 1999). Os carboidratos sdo os mais utilizados para os
processos industriais de microencapsulacdo (DZIEZAK, 1988), como por exemplo a goma
arabica, pois ¢ soluvel, pouca viscosa e com boas propriedades emulsificantes, porém, por

apresentar um alto custo de produgdo e problemas na sua disponibilidade, a busca por
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carboidratos que possam substituir a goma ardbica ¢ encorajada (SERVAT et al., 2010). Uma
opcdo para revestir a microcapsula de R-FE seria a carragenana, polissacarideo presente nas

macroalgas marinhas vermelhas, que pode ser extraido do residuo da extragao de pigmentos.

1.5.1 Carragenanas

Carragenanas representam uma importante classe de ingredientes texturizantes para a
industria alimenticia. Elas sdo ingredientes naturais que sao usadas ha décadas em diversas
aplicagdes culindrias (VAN DE VELDE & DE RUITER, 2002). Carragenana ¢ um nome
genérico para uma familia de polissacarideos sulfatados (galactanas sulfatadas), hidrofilicas e
de cadeia linear, extraidos de certas espécies de Rhodophyta (VAN DE VELDE et al., 2002).
Ressalta-se, porém, que apesar de extensiva utilizagao na industria, ndo existem muitos relatos
na literatura que mostram esses polissacarideos de macroalgas como agentes encapsulantes
em processos de microencapsulagdo (HAMBLETON et al., 2009; PAPOUTSIS et al., 2018).

Elas sdo constituidas de unidades (1—3)-B-D-galactopiranose (unidade G) e (1—4)-a-
D-galactopiranose (unidade D) ou (1—4)-3,6-anidro-a-D-galactopiranose (unidade DA),
formando a unidade de repeticio de dissacarideo das carragenanas (Figura 16). As
carragenanas sao classificadas de acordo com a quantidade de grupos sulfatos das unidades G

e D da cadeia principal (VAN DE VELDE et al., 2002).
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Figura 16 — Representacdo esquematica das diferentes estruturas de unidades diméricas de
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Fonte: Van de Velde et al., 2002.

As trés carragenanas mais relevantes do ponto de vista comercial sdo a 1- (iota), k-
(kappa) e A- (lambda) carragenana (KNUTSEN et al., 1994). Além desses trés tipos mais
comuns, outros dois tipos, conhecidos como p- (mu) e v- (nu) carragenana sdo encontrados
em amostras de carragenanas comerciais. As estruturas dos diferentes tipos de carragenana
estdo em destaque na Figura 16. Os diferentes tipos de carragenana sdao obtidos de diferentes
espécies de macroalgas. K-carragenana, por exemplo, ¢ predominantemente extraida da
macroalga tropical Kappaphycus alvarezii. Eucheuma denticulatum, por sua vez, € a principal
espécie produtora de 1-carragenana, que pode ser extraida também da macroalga utilizada no
presente trabalho, Solieria filiformis (RUDOLPH, 2000).

K- e t-carragenanas sdo galactanas gelificantes, ao passo que A-carragenanas sao
utilizadas como agente espessante. Essa diferenca no comportamento reoldgico das
carragenanas se da pelo fato da unidade DA de k- e 1- possuirem a conformagio 'Cs (carbono
tetravalente) e as unidades D de A-carragenana ndo apresentarem essa conformacao (Figura

16). Essa conformacgio ('C4) da unidade DA em 1- e k-carragenana permite uma conformagio
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helicoidal da estrutura secundaria, que ¢ essencial as propriedades de formacgdo do gel
(HANSEN, LARSEN, & GRONDAL, 2000; VAN DE VELDE et al., 2002).

Diante do que foi explicitado, o presente trabalho se propde a microencapsular a R-
ficoeritrina de Solieria filiformis, por meio de técnica de spray drying e liofilizagao, utilizando
iota-carragenana como agente encapsulante em diferentes concentragdes a fim de caracterizar
a microcapsula quanto a sua morfologia e capacidade de manutengdo das propriedades
espectroscopicas do pigmento. Produzindo assim, um corante natural de cor atrativa a

industria com grande possibilidade de aplicagao biotecnologica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Extrair, purificar e encapsular a R-Ficoeritrina da macroalga vermelha S. filiformis, a
fim de caracterizar morfologicamente a microcépsula obtida, além de avaliar a iota-

carragenana como agente encapsulante.

2.2 Objetivos especificos

e Extrair e purificar o pigmento R-Ficoeritrina de S. filiformis;

e Microencapsular o pigmento R-Ficoeritrina de S. filiformis através da técnica de Spray
drying usando iota-carragenana como agente encapsulante;

e Microencapsular o pigmento R-Ficoeritrina de S. filiformis por liofilizacdo usando

iota-carragenana como agente encapsulante;

e Caracterizar as microcapsulas de R-Ficoeritrina por microscopia confocal e

microscopia eletronica de varredura (MEV).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Macroalga marinha vermelha S. filiformis

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

A macroalga imida foi transportada em sacos plasticos pretos para o laboratério, onde
foram exaustivamente lavadas com 4gua corrente para a retirada de epifitas, sal e graos de
areia, e, em seguida, com agua destilada. Apds esse processo de lavagem e separacdo, as

amostras da macroalga foram armazenadas a -20° C em porg¢des de 500 g até a sua utilizagao.



40

Figura 17 - Macroalga Marinha Vermelha Solieria filiformis (Kiitzing) P.W. Gabrielson
(Rhodophyta, Gigartinales, Solieriaceae)

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

Geénero: Solieria

Fonte: Lopes (2018).

3.1.2 Reagentes quimicos

A matriz cromatografica DEAE-Sephacel e o concentrador de amostra Vivaspin foram
adquiridos da GE Healthcare. Albumina sérica bovina (BSA) foi obtida da Sigma-Aldrich.
Iota-carragenana obtida da Danisco. Todos os demais reagentes utilizados no trabalho foram

de grau analitico e obtidos comercialmente.



41

3.2 Métodos

3.2.1 Extragdo da R-ficoeritrina de S. filiformis

Segundo o protocolo proposto por Bastos-Filho (2016), mostrado na Figura 18, a
macroalga imida foi triturada em liquidificador industrial em contato com tampao fosfato de
potassio 0,025 M (PB) na propor¢ao de 1:3 (m/v), pH 6,5, ¢ em seguida o material foi
mantido sob agitagdo mecanica por 6 horas continuas protegido da luz. Posteriormente, o
homogenato foi filtrado em tecido de trama fina, o residuo descartado e o filtrado
centrifugado a 17.000 x g, 4 °C por 30 minutos. O sobrenadante obtido foi denominado
extrato total proteico de Solieria filiformis (ETP-Sf) e foi avaliado quanto ao teor de proteinas
e R-Ficoeritrina e quanto ao rendimento e indice de pureza do pigmento. A recuperagao de R-
FE foi considera de 100% por ser a primeira etapa de separacao do pigmento. A conversao de
unidade entre massa imida e massa seca foi feita considerando que a alga umida contém em

média 90% de umidade.

Figura 18 — Protocolo de extragdo da R-ficoeritrina de S. filiformis

Alga Umida

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

Residuo

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

Sobrenadante

[Extrato Total Proteico Precipitado
(ETP-Sf)]

Fonte: Bastos-Filho (2016).

3.2.2 Purificacdo da R-ficoeritrina de S. filiformis

O protocolo de purificagdo da R-FE adotado no presente trabalho foi proposto por
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Lopes (2018) e esta evidenciado na Figura 19.

3.2.2.1 Cromatografia de troca ionica

A cromatografia de troca i6nica em matriz DEAE Sephacel foi previamente
equilibrada com tampao PB, em coluna de vidro de dimensdes de 4 x 50 cm, sob fluxo de 2,5
mL/min. Apds a eluigdo da fragdo nao retida, as proteinas adsorvidas na matriz foram eluidas
com PB contendo NaCl na concentragdo 0,5M (fracdo mais pigmentada). Em seguida, a

fragdo cromatografica foi dialisada (cutoff 12 kDa) contra dgua destilada.

3.2.2.2 Ultrafiltragdo

A fragdo cromatografica contendo R-Ficoeritrina previamente dialisada foi submetida
a ultrafiltracdo em concentrador de amostra Vivaspin (cutoff 100 kDa), a 1000 x g, a 4 °C,
durante 20 minutos. A fragdo retida no filtro foi posteriormente utilizada para a

microencapsulacdo do pigmento.

Figura 19 — Protocolo de purificacdo da R-Ficoeritrina da macroalga vermelha Solieria

filiformis

Sobrenadante
[Extrato Total Proteico

(ETP-5f)]

Cromatografia de Troca
I6nica (DEAE-Sephacel)

Eluigdo com PB contento NaCl 0,1, 0,5e¢ 1,0 M

[ 1 _ 1
PicoI Pico Il Pico III Pico IV
(Pico ndo retido) (NaCl 0,1 M) (NaCl 0,5 M) (NaCl 1,0 M)

Ultrafiltragao
(Vivaspin cutoff100 kDa)

Centrigugacao
(1000 x g, 20 minutos, 4 °C)

1

it Nao retido

(VSR)

Fonte: Lopes (2018).
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3.2.3  Rendimentos e indices de pureza das etapas de extragdo e purificagdo
3.2.3.1 Dosagem de proteinas totais

Os teores de proteinas totais das amostras obtidas de cada etapa do processo de
purificacdo foram determinados seguindo o método proposto por Bradford (1976), utilizando
uma curva padrdo obtida a partir de concentracdes conhecidas de albumina sérica bovina
(BSA). Para o ensaio, 2,5 mL do reagente de Bradford foram adicionados a aliquotas de 100
uL das solugdes proteicas e agitadas. Apds 10 minutos, as leituras das absorbancias foram
realizadas a 595 nm em espectrofotometro (espectrofotdmetro Armersham Biosciences

Ultrospec 2100 pro).
3.2.3.2 Rendimento de pigmentos e indice de pureza

A determinagdo das concentracdes de R-FE do ETP-Sf e das fragdes de cada etapa de
purificacdo foi realizada conforme a Equacao 1 proposta por Sampath-Wiley e Neefus (2007):

R— FE =0,1247[(Aggs — Ayg) — 0,4583( 4,5 — A3)] (1)

Onde:

R-FE = Concentrag¢do de R-ficoeritrina (mg/mL);
Ases = Absorbancia a 564 nm;

Ag13 = Absorbancia a 618 nm;

A730 = Absorbancia a 730 nm.

Para calcular o indice de pureza do pigmento, seguiu-se a Equag¢do 2 proposta por

Senthilkumar et al. (2013):

_ Ases
Azgg (2)

IP

Onde:
IP = indice de pureza;

Ango = Absorbancia a 280 nm;
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Ases = Absorbancia a 564 nm.
3.2.3.3 Rendimento de proteinas totais e de R-Ficoeritrina

As amostras obtidas das etapas de extragdo e de purificagdo foram avaliadas quanto ao
rendimento de proteinas totais e de R-Ficoeritrina, que foram -calculados seguindo,

respectivamente, as Equacoes 3 e 4:

Sf 3)

Onde:

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

Sf= Massa de alga umida (gAU).

H—FE
sf @)

Rpre =

Onde:

Rr-re = Rendimento de R-Ficoeritrina (mg/g);
R-FE = Teor de R-Ficoeritrina (mg R-FE);
Sf= Massa de alga umida (g AU).

3.2.3.4 Recuperagdo da R-Ficoeritrina

Para os célculos da recuperacdo de R-Ficoeritrina em cada etapa de purificacio
utilizou-se a Equagao 5:
R —FE

2 % 100

Nn=——
R —FE, (5)

Onde:

1 = Recuperacao de R-Ficoeritrina (%);
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R-FE,= Teor de R-Ficoeritrina em uma determinada etapa (mg);

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

3.2.4 Microencapsulacdo da R-ficoeritrina de S. filiformis

3.2.4.1 Efeito da concentragdo de iota-carragenana como matriz encapsulante

Solugdes contendo iota-carragenana nas concentragdes de 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%
foram preparadas em dgua destilada sob aquecimento até o ponto de fervura. As solucdes
foram misturadas com auxilio de agitador mecanico. Apds resfriamento a temperatura
ambiente, o pigmento R-Ficoeritrina foi adicionado a solugdo até se estabelecer uma solugdo
com concentracdo final de 0,002%. As solu¢des com 1,5% e 2,0% de carragenana
apresentaram viscosidade, mas nao foi observada gelificagdo. A mistura foi homogeneizada
até a sua completa dissolugao.

Apds o revestimento com iota-carragenana, as capsulas foram encaminhadas para o
processo de secagem por atomizacdo (spray dryer) e liofilizacdo e posteriormente analisadas

quanto sua morfologia por microscopia confocal e de varredura (MEV).

3.2.4.2 Atomizacdo

A microencapsula¢do da R-Ficoeritrina por atomizacdo foi feita utilizando um spray
dryer modelo LM-MDSi 1.0 com capacidade maxima de secagem de 1,0 L de dgua por hora
com bico pulverizador de 0,7 mm de didmetro. Os pardmetros da microencapsulacdo foram
determinados segundo Purnamayati, Dewi e Kurniashi (2018), com modificagdes.
Temperatura do ar de entrada a 110 °C, temperatura do ar de saida a 56 °C e com um fluxo de
alimentacdo de 5,1 mL/min. A medida das particulas para classificagdo em microcépsulas foi

feita por andlise da barra de escala das micrografias.

3.2.4.3 Liofiliza¢do

A microencapsulacdo da R-Ficoeritrina por liofilizagdo foi realizada utilizando o
liofilizador L101 da Liotop® com volume méaximo de processamento de 5,0 L por ciclo. As
solucdes aquosas foram desidratadas por liofilizagdo a temperatura minima de -55° C e sob

condicdes de vacuo. A medida das particulas para classificacdo em microcépsulas foi feita por
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analise da barra de escala das micrografias.

3.2.5 Caracterizacio da Microcdapsula de R-Ficoeritrina de S. filiformis

3.2.5.1 Microscopia eletronica de varredura

A Microscopia Eletronica de Varredura foi realizada na Central Analitica da UFC por
meio do equipamento de microscopia eletronica de varredura (Quanta 450 FEG), onde foram
analisadas as microcapsulas obtidas por liofilizacdo e atomizagdo a partir das solugdes com
diferentes propor¢des de material de parede. Os materiais foram montados sobre fitas adesiva
dupla face e fixado em suporte metalico. A placa metéalica com a microcapsula foi recoberta
com ouro em metalizadora (Quorum Q150T ES). As imagens foram analisadas e geradas com

grau de amplificagdo de 100 — 10,000 vezes.

3.2.5.2 Microscopia confocal de varredura (MEV)

A microscopia confocal de varredura foi realizada na Central Analitica da UFC por
meio do equipamento de microscopia confocal (LM 710 - Zeiss), onde foram analisadas as
microcapsulas formadas por atomizacdo e liofilizacdo a partir das solucdes com diferentes
concentragdes de iota-carragenana. As amostras foram excitadas a 495 nm, 540 nm e 564 nm.
O perfil de fluorescéncia foi estudado com emissao a 575 nm (CARACCIOLO, 2015; PATEL,
2020).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ressalta-se que, por conta da pandemia de Coronavirus que assolou o pais € o0 mundo
em 2020, os resultados apresentados no presente trabalho sdo ensaios preliminares e nao
puderam ser repetidos ou continuados como desejado, por impossibilidade de acesso aos

laboratérios e demais dependéncias da universidade.

4.1 Extracao da R-Ficoeritrina de S. filiformis

A extracao da R-Ficoeritrina de S. filiformis apresentou um rendimento de 0,16 mg de
R-FE/ g de alga timida (mg R-FE/g AU). O rendimento equivalente, caso fosse utilizado 1,0 g
da macroalga seca, seria de 1,6 mg de R-FE/g (mg R-FE/g AS). O indice de pureza da R-FE
no extrato proteico total foi de 0,53. Tais valores corroboram com o rendimento do extrato
obtido por Bastos-Filho (2016), Brito (2017) e Lopes (2018) para a R-FE da mesma
macroalga vermelha.

Ha na literatura diversos relatos sobre a extracdo do pigmento R-Ficoeritrina de vérias
macroalgas vermelhas, obtidos por diversas metodologias. Dado que a R-FE ¢ uma molécula
intracelular, métodos de rompimento da parede celular sdo os mais indicados para a sua
liberacdo. No presente trabalho, o rompimento mecanico da macroalga, em liquidificador
industrial na presenca de tampdo, aumentou a superficie de contato da alga com o meio
externo favorecendo a extragdo. Todavia, a presenca de polissacarideos dificulta
mecanicamente esse processo, exigindo métodos de rompimento dessa barreira mecanico-
biologica mais eficazes (KULA; KRONER; HUSTEDT, 1982; MITTAL et al., 2017).

Punampalam, Khoo e Sit (2018) extrairam ficobiliproteinas da macroalga Bangia
atropurpura e obtiveram rendimento de 1,7 mg R-FE/g AS, com indice de pureza 0,59. O
estudo apresentou valores de rendimento e pureza do pigmento vermelho similares aos
encontrados no presente trabalho com S. filiformis, todavia os referidos autores utilizaram a
técnica de sonicacdo para a etapa de extracdo, método bem mais dispendioso para a industria,
0 que poderia dificultar a aplicacdo comercial do pigmento. Pereira et al (2020) por sua vez,
propuseram a extragdo de ficobiliproteinas da macroalga Gracilaria gracilis por diferentes
técnicas de extracdo, como maceragao e extragoes com auxilio de técnicas de ultrassom. O
maior rendimento observado foi de 3,77 mg R-FE/g AS na técnica de maceragdo, com indice
de pureza de 0.21, mostrando a eficiéncia que pode ser obtida por uso de uma metodologia

mais barata. Os autores constataram também que na metodologia de extragdo por sonda
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ultrasonica, além de um rendimento mais baixo observado (1,27 mg R-FE/g AS), a técnica
resultou na extragdo simultinea de pigmentos clorofilados, juntamente com as
ficobiliproteinas. A presenga de clorofila no extrato de ficobiliproteinas pode ser considerado
um contaminante (LAURECI, BRESCIANI, LAMI & MORABITO, 2017), por resultar na
mudanga de cor dos extratos para um tom mais esverdeado em detrimento da coloragdo rosa
caracteristica do extrato de R-FE. Esse fato evidencia a importancia da escolha do método de
extracdo nao apenas para avaliagao do rendimento do processo, mas também na manutengao

das propriedades espectroscopicas do pigmento.

4.2 Purificacdo da R-Ficoeritrina de Solieria filiformis

4.2.1 Cromatografia de troca ionica

A intera¢do do extrato bruto proteico de S. filiformis aplicado em cromatografia de
troca idnica com a matriz de DEAE-Sephacel e com o tampdo fosfato resultou no
fracionamento dos pigmentos, sendo o maior rendimento observado no pico eluido com PB
contendo NaCl 0,5 M (PIII-DEAE), o qual apresentou uma coloragao rosa intensa. O referido
rendimento foi de R-FE 0,10 mg R-FE/g AU, equivalente a uma recuperacao de 62,39%, com
IP de 1,60. Tais resultados estdo de acordo com Lopes (2018) que utilizou a mesma
metodologia que o presente trabalho e representam melhorias consideraveis na recuperagao de
R-FE quando comparados com os valores obtidos por Bastos-Filho (2016) e Brito (2017).

Bastos-Filho (2016), que utilizou a mesma espécie de alga, alcangou rendimento de R-
FE de apenas 0,0297 mg R-FE/g AU ap6s metodologia de purificagdo que compreendeu
precipitagdo com sulfato de amodnio seguida de cromatografia de troca idnica. Na mesma
sequéncia metodoldgica, o autor alcangou recuperacdao de somente 21,82% e IP de 1,63. Brito
(2017), que propds uma otimizagdo do protocolo de purificagdo de R-FE de S. filiformis,
alcangou, apds a sequéncia de precipitagdo de (NH4)2SO4 sob temperatura de congelamento e
cromatografia de troca idnica, rendimento de 0,0605 mg R-FE/g AU, recuperagdo de 42,91%
e IP de 1,15 Todos esses dados, em comparacao aos obtidos pelo presente trabalho, indicam
que o protocolo elaborado por Lopes (2018), que exclui a etapa de precipitacdo com
(NH4)2S04, mostrou-se mais eficiente e foi responsavel por um aumento de até trés vezes em
termos de rendimento e de recuperagdo. O autor do protocolo obteve rendimento de 0,11 mg
R-FE/g AU, IP de 1,58 e taxa de recuperagdo de 62,32% nessa etapa de purificacao. Esses

valores foram bem proximos dos obtidos no presente trabalho.



49

Nguyen et al (2020) realizaram purificagdo de R-FE de Gracilaria gracilis por
cromatografia de troca ionica e alcancaram valores de rendimento méximo e pureza de 0,68
mg R-FE/gAS e 3,25, respectivamente, valores superiores aos alcangados por este trabalho.
Contudo, a sua recuperagao foi cerca trés vezes menor que a obtida nesse trabalho, sendo de
apenas 19%. Da mesma forma, Munier et al (2015) também realizaram a purificacdo da R-FE
da macroalga vermelha Grateloupia turuturu diretamente em cromatografia de troca ionica,
alcancando rendimento de 1,41 mg R-FE/g AS, com pureza de 2,89, apresentando, porém,
recuperagdo de apenas 27%. Vale ressaltar que esses valores de altos rendimentos de
pigmento com baixa recuperacao foram obtidos utilizando metodologias mais caras para a sua
extragdo (extragdo com nitrogénio liquido e liofilizacdo), as quais elevam o valor final do
pigmento puro. Ao contrario do que os autores obtiveram, o presente trabalho alcangou
rendimento menor, porém com recuperagdo elevada, tornando-o mais vantajoso por apresentar
metodologia menos onerosa para a industria.

O indice de pureza da R-FE ¢ determinante sobre a sua aplica¢do final. Quando em
baixos niveis de pureza, o pigmento vermelho das macroalgas pode ser utilizado nas
industrias alimenticia e cosmética, por exemplo. Por outro lado, elevados indices de pureza
permitem aplicagdes mais refinadas, como em aplicagdes biomédicas, farmacologicas ou
ainda como marcadores moleculares (REIS et al., 1998). Portanto, com a finalidade de se
obter pureza maior do pigmento vermelho R-FE que possibilite ampliar as alternativas de sua
aplicacdo, o PIII-DEAE foi dialisado para a retirada do tampao de elui¢@o e centrifugado para
a eliminacdo de suspensdes e, em seguida, submetido a ultrafiltracio em Vivaspin de cutoff

100 kDa, dado que o pigmento apresenta massa molecular de 240 kDa.

4.2.2 Ultrafiltracao

Ap6s ultrafiltragao do PII-DEAE, o filtrado de coloragdo rosa clara e sem
fluorescéncia foi descartado e o material retido (vivaspin retido, VSR) de intensa coloragdo e
fluorescéncia foi coletado, alcancando um rendimento de 0,062 mg R-FE/g AU, o que
representou uma recuperacgao de 38,58%, com IP de 2,50.

Observa-se uma significativa queda nos valores de recuperacao de R-FE na etapa de
VSR quando em comparacdo com aqueles obtidos na etapa cromatografica (PIII-DEAE).
Porém, dado que a finalidade desta etapa foi elevar o indice de pureza do pigmento, o

resultado foi satisfatorio, resultando numa pureza de até duas vezes maior em relacio a outros
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trabalhos para a mesma macroalga. Lopes (2018) alcancou um rendimento de 0,064, com
recuperagdo de 37,69% e IP de 2,36 na etapa de purificagdo por ultrafiltracdo da R-FE de S.
filiformis. Todos os valores sdo inferiores ou similares aos obtidos nesse trabalho.

Desse modo, o rendimento, recuperagao e indice de pureza observados nessa etapa do
processo de purificacdo da R-FE, se mostraram superiores aos encontrados na literatura para
S. filiformis, evidenciando que essa metodologia contribui de forma eficaz para a purificagao
da R-Ficoeritrina dessa alga vermelha, além de ser pouco custosa. Todavia, novas otimizagdes
do processo devem ser buscadas, visando o escalonamento do processo em escala industrial,
fator que ainda limita o procedimento. De acordo com diferentes indices de pureza
encontrados em cada etapa do processo, ¢ possivel, ainda, escolher para qual aplicagao
biotecnoldgica o pigmento poderia ser destinado. A Tabela 4 apresenta os dados obtidos para
rendimento, recuperacao e indice de pureza para cada etapa do processo de purificagdo da R-
FE de S. filiformis A Tabela 5 apresenta um comparativo entre o processo otimizado de
purificacdo da R-FE de S. filiformis estabelecido pelo presente trabalho e os processos ja

relatados para a mesma espécie de macroalga.

Tabela 4 — Tabela de purificagdo da R-Ficoeritrina da macroalga marinha vermelha Solieria

filiformis

Rendimento por massa
Rendimento por

de alga umida (mg/g) indice de
Etapas massa de alga  Recuperacio (%)
Proteina R-FE Pureza
seca (mg/g)
Total Total
ETP-
0,33 0,16 1,6 100,00 0,53
Sf
PIII-
0,21 0,10 1,0 62,39 1,60
DEAE
VSR 0,09 0,06 0,6 38,58 2,50

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Ha poucos dados na literatura sobre ultrafiltragdo de ficobiliproteinas, além do fato

desse método ser utilizado apenas como etapa de pré-purificagdo e concentragdo de amostras
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para posterior aplicagdo em cromatografias de exclusao molecular, ndo apresentando dados de
rendimento e recuperacdo, como na metodologia proposta por Wang et al. (2015) para a
macroalga Polysiphonia urceolata. Denis et al. (2009), por sua vez, utilizaram o chamado
Amicon 8050 Stirred Cell, um mecanismo de ultrafiltragdo por centrifugagdo, que atingiu
pureza de 0,5 e rendimento de 0,57 mgR-FE/gAU. O elevado valor do rendimento se deve ao
fato de os pesquisadores terem aplicado o extrato bruto diretamente no sistema de
ultrafiltracdo, atingindo um valor de mais de nove vezes maior que o alcancado pela
metodologia utilizada no presente estudo para S. filiformis. Contudo, o indice de pureza para o

método foi de cinco vezes menor que o IP atingido pelo presente trabalho.
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Tabela 5 - Comparacao entre os valores do rendimento, recuperacdo e indice de pureza da R-FE nas etapas de extracdo e purificagdo relatados na

literatura e no presente trabalho

Rendimento de R-FE (mg/g) * Recuperacio de R-FE (%)

Indice de Pureza

Etapas Bastos-Filho Lopes Presente Bastos-Filho Lopes Presente Bastos-Filho Lopes Presente
(2016) (2018) trabalho (2016) (2018) trabalho (2016) (2018) trabalho
ETP-Sf 0,14 0,17 0,16 100 100 100 0,42 0,62 0,53
Pico III-DEAE 0,03 0,11 0,10 21,82 62,32 62,39 1,63 1,58 1,60
VSR - 0,06 0,06 - 37,69 38,58 - 2,36 2,50

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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4.3 Microencapsulacio da R-Ficoeritrina de S. filiformis

4.3.1 Efeito da concentragdo de iota-carragenana como matriz encapsulante

A influéncia da concentragdo do material de revestimento, iota-carragenana, nos
materiais obtidos pelo processo de atomizacdo e liofilizagdo serd discutida nos tdpicos

referentes a cada técnica.

4.3.2 Atomizacdo

No presente trabalho foram obtidas microcapsulas de tamanhos que variaram de 0,5
pm a 15 um. A Figura 20 mostra algumas medig¢des feitas por MEV. O tamanho médio
observado foi de 3,70 = 2,99 um. O alto valor de desvio encontrado evidencia a diversidade
de tamanhos obtidos nas microcapsulas. Esses resultados estdo de acordo com outros
trabalhos que utilizaram a técnica de spray dryer (DELIA et al., 2018; GUTIERREZ et al.,
2018; ZANONI et al.,, 2019). Nao houve variacdo significativa nos tamanhos das
microcapsulas obtidas com diferentes concentragdes de iota-carragenana como matriz

encapsulante.
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Figura 20 — Medidas de tamanho das microcapsulas de R-Ficoeritrina de S. filiformis com

1,5% de iota-carragenana como material de revestimento de parede
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

4.3.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias resultantes da anélise de microscopia eletronica de varredura (MEV)
das microcapsulas obtidas pelo processo de atomizagdo com diferentes concentragdes de iota
carragenana estdo mostradas na Figura 21. Foi possivel verificar uma boa formagdo de
microcapsulas de conformagdo esféricas, majoritariamente lisas e de aspecto uniforme,
caracteristicas importantes para assegurar a seguranca ¢ a manutencdo das propriedades do
material encapsulado (KAR et al., 2019). Esse aspecto morfologico pode ser atribuido ao uso
da carragenana como agente encapsulante, como mostrado no estudo de Hadiyanto et al.
(2019), quando foram feitas duas encapsula¢des de ficocianina extraida de Spirulina sp.,
comparando a utilizagcdo de quitosana e carragenana como agentes encapsulantes,
evidenciando a melhor conformagao na microcapsula obtida com esta ultima. Papoutsis et al

(2019) também estudaram o efeito de diferentes agentes encapsulantes no revestimento de
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bagaco de limdo e secadas por atomizacdo, evidenciando uma melhor formacao de
microcapsulas tanto nas amostras revestidas com proteina de soja, como nas revestidas com -
carragenana.

A morfologia das microcapsulas obtidas neste trabalho se mostrou como visualmente
satisfatoria quando em comparacdo com outros estudos que objetivaram a formagdo de
microcapsulas pela técnica de spray dryer (DELIA et al., 2018; ZANONI et al., 2019;
MAHDI et al, 2019; KAR et al., 2019). A referida técnica geralmente apresenta
microcapsulas com a superficie levemente enrugada (formas esféricas irregulares),
comportamento associado ao encolhimento das microcapsulas durante o processo de secagem,
devido a dréstica perda de umidade e resfriamento subito da amostra (MEDINA-TORRES et
al., 2013; ORTIZ-BASURTO, RUBIO-IBARRA, RAGAZZO-SANCHEZ, BERISTAIN &
JIMENEZ-FERNANDEZ, 2017). De fato, Cervantes-Martinez et al. (2014) e Gutierrez et al.
(2018) evidenciaram esse comportamento em amostras encapsuladas com mucilagem de 4loe
vera e mucilagem acida de Opuntia como agentes encapsulantes.

No presente trabalho, foi possivel observar um leve enrugamento apenas no material
revestido com 2,0% de iota carragenana (Figura 20d), evidenciando mais uma vez o
importante papel atribuido ao material de revestimento de parede da cépsula e a relevancia da
concentracdo deste na amostra no processo de secagem por spray dryer (BAKRY, 2015),
observando que materiais mais uniformes foram obtidos quando em menores concentragdes
de carragenana. Observa-se também que na concentracdo de 2,0% hd uma consideravel
quantidade de forma laminar (Figura 20d — seta) gerado em detrimento das microcépsulas que
o trabalho objetiva, sendo encontrados melhores resultados quando em concentragdes
menores do polissacarideo. Uma possivel explicacdo para esse resultado pode ser o fato de
que as solugdes contendo iota-carragenana em concentragdes mais altas apresentam maior
viscosidade, o que pode ter gerado um entupimento no bico injetor do spray dryer ou
permitido entrada de ar no sistema, o que, consequentemente, pode ter acarretado na formagao
de menos céapsulas (DRUSCH, 2007). Esses resultados, no entanto, contrastam com os
evidenciados por Rubilar et al. (2012), que constataram que a eficiéncia de encapsulagdo por
atomizagdo de 6leo de linhaga aumentou de 54,6% para 90,7% quando utilizando uma maior
concentracdo de goma ardbica como material de parede (de 25% para 30%). O filme gerado

ainda caracteriza, porém, um revestimento do pigmento bem-sucedido.
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Figura 21 — Micrografias das microcépsulas de R-Ficoeritrina de S. filiformis obtidas por

atomizacdo (spray dryer) utilizando diferentes concentragdes de iota-carragenana
~ -y v

Fonte: Elaborado pelo autor (2020). Legenda: A — 0,5% de iota carragenana; B — 1,0% de iota carragenana; C —

1,5% de iota carragenana; D — 2,0% de iota carragenana. Seta indicativa da formag@o de filme.

4.3.2.2 Microscopia confocal de varredura

As propriedades espectroscopicas do pigmento encapsulado por spray dryer, por sua
vez, foram analisadas a partir das imagens geradas por microscopia confocal, as quais estdo
mostradas na Figura 22. As imagens evidenciaram o sucesso do processo de encapsulagdo ao
manter as propriedades espectroscopicas do pigmento, evidenciadas pela fluorescéncia,
principalmente nas concentracdes de 0,5% e 1,0% de iota-carragenana. As microcapsulas com
concentragdo de 1,5% e 2,0% de material de parede aparentaram apresentar menor emissao de
fluorescéncia do pigmento, sendo possivel sugerir que a concentragdo do material de
revestimento de parede pode influenciar na fluorescéncia da amostra, visto que em maiores
concentracdes de carragenana, teremos menores concentragdes do pigmento encapsulado.
Todavia, € necessario conduzir uma investiga¢cdo posterior sobre intensidade de fluorescéncia

da amostra, pois apenas com a técnica de microscopia confocal ndo ¢ possivel ter certeza.
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Pode ser também levantada a hipotese de que com o espessamento da parede da microcapsula,
ocorra uma maior dificuldade de visualizagdo da fluorescéncia do pigmento, sem
necessariamente prejudicar a manutengao das suas propriedades espectroscopicas. Patel et al.
(2020) estudaram o comportamento das propriedades espectroscopicas de ficobiliproteinas
extraidas de Palmaria palmata sob variagdao de pH e temperatura, constatando, por andlise de
imagens de microscopia confocal, que a nanocapsula obtida no estudo foi eficaz na
manutengdo da fluorescéncia da amostra por um periodo superior de tempo quando
comparada ao pigmento nao encapsulado.

E possivel observar claramente nas micrografias que em diversas microcapsulas ha um
ponto de fluorescéncia bem evidente, geralmente no centro, evidenciando uma maior

concentragdo do pigmento nessa regido.

Figura 22 — Micrografias das microcapsulas de R-Ficoeritrina de S. filiformis obtidas por

atomizacao (spray dryer) utilizando diferentes concentragdes de iota-carragenana

Fonte: Elaborado pelo autor (2020). Legenda: A - 0,5% de iota carragenana; B — 1,0% de iota carragenana; C —

1,5% de iota carragenana; D — 2,0% de iota carragenana.
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4.3.3 Liofilizacdo

4.3.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A encapsulacdo por liofilizagdo ndo resultou na formacdo de microcapsulas esféricas,
mas sim em estruturas laminares, caracterizando filmes de revestimento, como mostrado na
Figura 23. Essa morfologia pode ser atribuida a natureza da técnica de liofilizacdo, a qual
geralmente ndo forma capsulas, mas sim um po6 ou filme com pouquissima perda de material
(BAKRY etal., 2015; VELASCO et al., 2003).

O tamanho das particulas desse po gerado pela secagem ndo pdde ser analisado nas
imagens geradas pelo presente estudo devido ao baixo grau de amplificagdo utilizado na lente
do microscopio eletronico na analise (x100), mas poderia ser determinado por peneiramento
(mash). Infelizmente, por conta da pandemia, o acesso ao laboratdrio para realizagdo dessa
medi¢do foi restringido. Todavia, sabe-se que o processo de secagem por liofilizagdo gera
particulas relativamente grandes, geralmente entre 15 e 100 pm (EZHILARASI et al., 2013),
devido a baixa temperatura envolvida no processo de liofilizagdo e a falta de forcas que
quebrariam o liquido congelado em pequenas gotas ou que alterariam substancialmente a
topologia da superficie da amostra durante a fase de evaporacdo (CHEN et al., 2011).

Pela andlise das micrografias, foram observadas morfologias que variaram de
floculada a laminar com presenga e auséncia de poros irregulares e de tamanhos variados,
morfologias comuns nos processos de encapsulagdo por liofilizacdo (EZHILARASI et al.,
2013; CHEN et al., 2011; GANESAM, SHANMUGAM, 2020; XU et al., 2020; TIWARI,
CHAKKARAVARTHI, BHATTACHARYA, 2015; PELLICER et al, 2019). Segundo
Kaushik e Roos (2007), essa conformagdo protege bem o material encapsulado contra fatores
ambientais de degradagdo, como calor e oxidagdo. E possivel observar a formagio de
morfologia mais floculada, com ldminas retorcidas nas menores concentragoes € ldminas mais
lisas nas maiores concentragdes. A presenca de poros nas laminas nao ¢ verificada com
frequéncia. Uma sutil diferenca ¢ notada no encapsulamento da R-FE com 0,5% de iota-
carragenana (Figura 23a) que apresenta as bordas do material com um aspecto mais curvo e
retorcido, em comparacdo com os outros tratamentos em que as bordas aparecem mais retas.
Ezhilarasi et al. (2013) sugerem que esse comportamento pode ocorrer devido a uma maior
maleabilidade da parede do material, quando em menores concentragdes do carboidrato,
enquanto que em maiores concentragdes ocorre uma rigidez e o material acaba “quebrando”

em razao do resfriamento associado a técnica de liofilizacdo, gerando o aspecto mais laminar
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que vemos mais claramente na Figura 23d.

O presente trabalho utilizou a técnica de liofilizacdo por essa geralmente apresentar
altos niveis de rendimento e nao promover geracao de calor, tendo em vista o perfil
termossensivel do pigmento encapsulado. De fato, Ganesam & Shanmugam (2020) chegaram
a valores superiores a 82% na eficiéncia de encapsulagdo de uma FE com revestimento de
kappa-carragenana, isolada de Kappaphycus alvarezii e Xu et al. (2020) estudaram o efeito de
quatro métodos de secagem na qualidade sensorial, composi¢do de aminoacidos, estrutura de
ficobiliproteinas e taxa de reidratagdo de Porphyra haitanensis, sendo verificado que o
método de liofilizagdo se destacou frente as outras técnicas em todos os quesitos avaliados,
sendo o que apresentou maior taxa de estruturas a-hélice intactas de ficobiliproteinas. Ainda
com foco no rendimento do processo, Pellicer et al. (2020) estudaram a estabilidade de um
flavorizante sintético de morango, constatando que o encapsulamento por liofilizagdo
apresentou as menores taxas de perda de material (12%) quando em comparacdo com outras

técnicas como spray dryer (38% de perda) e técnicas de leito fluido (68% de perda).
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Figura 23 - Micrografias da R-Ficoeritrina de S. filiformis encapsulada obtidas por liofilizacao

utilizando diferentes concentragdes de iota-carragenana

Fonte: Elaborado pelo autor (2020). Legenda: A - 0,5% de iota carragenana. Seta Laranja — Detalhe da
conformacdo da parede; B — 1,0% de iota carragenana. Seta Azul — Formagdo de poros; C — 1,5% de iota

carragenana; D — 2,0% de iota carragenana. Seta Verde — Detalhe da conformagdo da parede.

4.3.3.2 Microscopia confocal de varredura

A fluorescéncia emitida pelas amostras da R-FE encapsulada por liofilizagao
evidenciou o sucesso da encapsulacdo pela carragenana, além de uma boa manuten¢do das
propriedades espectroscopicas em todos os tratamentos (Figura 24). E notavel que os
materiais provenientes da liofilizacdo também apresentaram fluorescéncia quando em
comparagdo com os materiais secados por atomizacdo. No entanto, deve ter sido obtida uma
maior eficiéncia de encapsulacao e rendimento associados ao método de liofilizagdo, além de
sugerir a manuten¢do das caracteristicas espectroscopicas e estruturais do pigmento tendo em
vista que se mais pigmento permanece retido e com estrutura preservada no encapsulamento,
maior serd a fluorescéncia percebida pelos métodos de captura de imagem (GANESAM,

SHANMUGAM, 2020; CELESTINO, 2010).
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Chandralekha et al. (2016) demonstraram que a técnica de liofilizagdo se destacava
frente a outros métodos de secagem no quesito de retengdo de cor e recuperagdo de
bioatividade da molécula em estudo com leveduras (Saccharomyces cereviciae). Ademais, em
estudo recente, Galetovi¢ et al. (2020) extrairam, purificaram e encapsularam por liofilizacao
ficobiliproteinas isoladas de cianobactérias da regido do Atacama, Chile. Os resultados
evidenciaram que os pigmentos apresentaram estabilidade quimica e espectroscopica em
variacao de pH 5,0 a 8,0 e em temperaturas de 0 a 50 °C. Os pigmentos foram entao utilizados

em testes como corantes em formulacoes lacteas.

Figura 24 - Microscopia Confocal de R-Ficoeritrina de S. filiformis encapsulada (Liofilizagao)

com diferentes concentracdes de iota carragenana

Fonte: Elaborado pelo autor (2020). Legenda: A - 0,5% de iota carragenana; B — 1,0% de iota carragenana; C —

1,5% de iota carragenana; D — 2,0% de iota carragenana. Escala: 10 pm.

4.4 Perspectivas

Percebe-se que o presente trabalho buscou metodologias e técnicas que visam um
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menor custo associado a formagdo do encapsulado de R-FE da S. filiformis nas diferentes
etapas do processo. O cultivo da macroalga em cordas pode favorecer o escalonamento do
processo em escala industrial, por exemplo, assim como a possibilidade de extracao do agente
encapsulante iota-carragenana da propria macroalga, sendo aplicado o conceito de
biorrefinaria. As etapas de extragdo e purificagdo também podem ser manipuladas com

adicides ou retiradas de operagdes unitarias, visando diferentes aplicagdes do pigmento final.
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5 CONCLUSAO

A R-Ficoeritrina pura, extraida da macroalga marinha Solieria filiformis, abundante no
litoral cearense, foi encapsulada com sucesso utilizando iota-carragenana como material de
parede por meio das técnicas de atomizagdo (spray dryer) e liofilizacdo. Foram obtidas
microcapsulas de R-FE e iota-carragenana com morfologias esféricas e laminares
fluorescentes. Novos estudos devem ser conduzidos a fim de avaliar a estabilidade do

pigmento encapsulado, visando sua aplicagao biotecnologica e industrial.
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