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RESUMO

O potencial biotecnoldgico das microalgas vem despertando interesse devido a possibilidade de
obtencdo de diversos bioprodutos, destacando-se a C-ficocianina, aloficocianina e anidrase
carbbnica (AC). Para obtencdo destes biocompostos faz-se necessario uma etapa de ruptura
celular. A influéncia do tempo de ruptura celular (4, 6, 8 10, 12 e 14 min) utilizando o
homogeneizador ultrassonico na extracdo dos bioprodutos C-ficocianina, aloficocianina e AC (em
termos de esterase e hidratase) foi avaliada em duas concentracoes de Spirulina platensis LEB-
52 (0,2 e 23 g.L?). Os maiores rendimentos de extracdo da AC (em termos de esterase), C-
ficocianina e aloficocianina, com concentracdo de biomassa de 0,2 g.L*, foram obtidos com
tempo de extragdo de 12 min, sendo esses de 14,7 U.g?, 1328 mg.g?, 79,5 mg.g?,
respectivamente. Enquanto que, para concentracdo celular de 23 g.L*, o tempo de extracdo foi
de 8 min obtendo-se rendimentos de extragdo da AC (em termos de hidratase e esterase) de
140,9 U.g’ e 8,9 U.g’, respectivamente.

Palavras-chave: esterase, hidratase, anidrase carbonica, C-ficocianina, aloficocianina.

INTRODUGAO

A Spirulina platensis € uma cianobactéria que apresenta uma grande variedade de compostos
que podem ser utilizados nas industrias de alimentos e farmacos (PRABUTHAS et al., 2011),
destacando-se a enzima anidrase carbOnica (AC) e os pigmentos C-ficocianina (C-FC) e
aloficocianina (AFC). A C-FC e AFC sao pigmentos fotossintéticos acessorios os quais estdo
envolvidos na captacao da luz por cianobactérias (VISKARI; COLYER, 2003), enquanto que a AC
catalisa a reacdo reversivel de hidratacao do CO, em ions bicarbonato (BADGER; PRICE, 1994).

Para a obtencdo destes bioprodutos é necessaria uma etapa de ruptura celular. Um método
potencial de ruptura celular de Spirulina é secar, congelar e moer a biomassa (MORAES;
BURKERT; KALIL, 2010). Este método é util quando se deseja a obtencao em larga escala,
porém durante o acompanhamento de cultivos é desejavel um método de ruptura rapido, que
utilize baixas concentragdes de biomassa e pequenos volumes de amostra. O uso de ondas
ultrassonicas tem sido aplicado para ruptura celular de microalgas (ORES, 2014; PRABUTHAS et
al., 2011). Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do tempo de ruptura
utilizando o homogeneizador ultrassonico na extracdo da AC (em termos de esterase e
hidratase), C-FC e AFC a partir de Spirulina platensis LEB-52 em duas concentracdoes de
biomassa (0,2 e 23 g.L?).
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MATERIAL E METODOS

A cianobactéria Spirulina platensis LEB-52 foi cultivada em Erlenmeyer de 2 L (volume Util de
1,8 L) por 30 dias em meio Zarrouk 20% (v/v) (ORES, 2014). Ao término do cultivo, a biomassa
foi separada por centrifugacdo e a mesma destinada para extracao simultanea dos bioprodutos
AC, C-FC e AFC.

A influéncia do tempo de ruptura na extracao foi avaliada utilizando-se o homogeneizador
Sonic Ruptor 250 (Omni International Inc., EUA) com frequéncia de 20 kHz e poténcia de 60 W.
A suspensao celular (0,2 e 23 g.L!) foi submetida ao tratamento ultrassonico em banho de gelo
e aliquotas foram retiradas ao longo do tempo (4, 6, 8, 10, 12 e 14 min). O sobrenadante, livre
de células, foi utilizado para determinagao da atividade enzimatica de AC e concentracao de C-
FC e AFC. Os experimentos foram realizados em triplicata. O processo de ruptura celular foi
avaliado em termos de rendimento (atividade ou concentracdo.g de biomassa™).

A atividade enzimatica da AC foi monitorada através das reagOes: hidratase e esterase. A
reacao de hidratase consistiu em 6 mL de tampao Tris-HCI (20 mM e pH 8,3), 0,4 mL de enzima
e 4 mL de solugdo saturada de CO.. A reagao enzimatica foi mantida a 4°C. Uma unidade de
atividade enzimatica Wilbur-Anderson (U) é definida como [(70/7)-1], onde 7, e T sdo os
tempos para que ocorra a mudanga do pH de 8,0 para 7,0 na auséncia (7o) € na presenca da
enzima (7), nas condicdes do ensaio (WILBUR; ANDERSON, 1948). A atividade de esterase
consistiu em 1,8 mL de tampao Tris-SO4 (50 mM e pH 7,4), 0,2 mL de solucdao enzimatica e 1
mL de solucao 3 mM de p-nitrofenil acetato. Apds a adicdo do substrato, foi registrado o
aumento da absorvancia a 400 nm. Uma unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de p-nitrofenol por minuto, sob as
condigOes do ensaio (POCKER; STONE, 1967).

As concentragoes de C-ficocianina (C-FC, Equacao 1) e aloficocianina (AFC, Equagao 2) foram
calculadas como descrito por Bennett e Bogorad (1973) com pequenas modificagdes na
densidade Optica.

AFC =
5,34 (Eq. 1) 5,00 (Eq. 2)

A concentracao de biomassa foi determinada por leitura da densidade dptica a 670 nm
(COSTA et al., 2002).

Os experimentos foram submetidos a anadlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, a fim
de verificar diferencas significativas entre as condicdes estudadas (p < 0,05).

C-FC=

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para extrair a anidrase carbonica (em termos de esterase), C-ficocianina e aloficocianina
durante o acompanhamento do cultivo de Spirulina platensis LEB-52 foi utilizada baixa
concentracdo de biomassa (0,2 g.L'!) (ORES, 2014). No entanto, nesta concentracao de
biomassa nao foi possivel detectar a presenca da AC em termos de hidratase. Assim, foram
realizados testes para determinar a concentracdo de biomassa necessaria (resultados nao
mostrados) para detectar a presenga da AC (em termos de hidratase), sendo esta de 23 g.L.
Desta forma, as concentracdoes de 0,2 e 23 g.L'! foram escolhidas para avaliar o tempo de
ruptura necessario para extracao dos bioprodutos.

O rendimento de extracao da AC (em termos de esterase) foi afetado quando se utilizou
diferentes concentragdes de biomassa (Figuras 1a e 1b), onde uma maior concentracdo de
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biomassa (23 g.L!) diminuiu o rendimento do processo. No tempo de 8 min de extracdo, o
rendimento diminuiu cerca de 35,2% ao aumentar a concentracdo de biomassa de 0,2 para
23 g.L''. Medeiros (2008) verificou uma diminuicdo no rendimento de extracdo da enzima
B-galactosidase ao aumentar a concentracao de biomassa de 20 para 50 g.L*. O rendimento de
extracdo da AC (em termos de esterase) nao foi influenciado estatisticamente quando a
concentracdo de biomassa foi igual a 0,2 g.L'* (Figura 1a). No entanto, com 23 g.L?, o
rendimento de extracao da AC (em termos de esterase) foi influenciado pelo tempo de ruptura
celular (Figura 1b), onde os melhores resultados foram obtidos a partir de 8 min.

Os rendimentos de extracdes de C-FC e AFC (Figura 1a) com concentracao de biomassa de
0,2 g.L! foram afetados positivamente pelo tempo de extracdo, onde a partir de 12 min de
ruptura tem-se os maiores rendimentos sendo estes de 132,8 mg.g! e 79,5 mg.g?l,
respectivamente. Os resultados obtidos na extracdgo de C-FC com o homogeneizador
ultrassonico foram comparados com o método de ruptura aplicado por Moraes, Burkert e Kalil
(2010) que encontraram rendimento de extracao de 82,5 mg.g*! para C-FC com concentracao
de biomassa igual a 160 g.L'. Os resultados obtidos no presente trabalho apresentaram
rendimentos de extracao de C-FC superiores aos obtidos por Moraes, Burkert e Kalil (2010). Ao
secar a biomassa, perdas significativas de C-FC podem ocorrer, provavelmente devido a posicao
periférica dos ficobilissomos na membrana tilacoide e devido a sensibilidade destes pigmentos a
temperatura (SARADA; PILLAI; RAVISHANKAR, 1999).
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Figura 1 — Influéncia do tempo de extracdo na (@) concentracao de ficobiliproteinas e
atividade enzimatica da AC (em termos de esterase) com concentracao de biomassa de 0,2 g.L!
e na (b) atividade enzimatica da AC (em termos de esterase e hidratase). Letras iguais indicam

gue nao ha diferenca significativa entre as médias.

A atividade enzimatica da AC (em termos de hidratase, Figura 1b) é muito instavel ao tempo
e/ou temperatura apds sua liberacdo para o meio extracelular, principalmente nos tempos
iniciais de extracao (4 e 6 min), resultando em elevados desvios-padroes, provavelmente
relacionados a extragdo heterogénea (MEDEIROS, 2008). Desta forma, estes dois tempos foram
excluidos do tratamento estatistico. Nos tempos de extracdo de 8 e 10 min, o rendimento de

Universidade Estadual de Londrina - Rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445, Km 380 - Campus Universitario
Caixa Postal 10.011 CEP 86057-970 Centro de Ciéncias Exatas - Departamento de Bioquimica e
Biotecnologia Fone +55 (43) 3371.4270 - big@uel.br



V SIMPOSIO DE BIOQUIMICA E BIOTECNOLOGIA
05 a 07 de agosto de 2015, Londrina - PR

VSIMBBTEC

Londrina 2015

extracdo (U.g?!) ndo é alterado, caindo apds os 10 min. Com base no exposto, o tempo de
ruptura celular de 8 minutos é ideal para a extragao da AC com concentragao de biomassa igual
a 23 g.L!, e assim determinar a sua atividade por ambas reagOes, esterase e hidratase.

CONCLUSOES
Os bioprodutos AC (em termos de esterase), C-FC e AFC podem ser extraidos de S. platensis
LEB-52 com concentracao de biomassa de 0,2 g.L!, e os maiores rendimentos de extragao
foram obtidos com tempo de extracao de 12 min, sendo estes de 14,7 U.g}, 132,8 mg.g},
79,5 mg.g!, respectivamente.

Agéncias de Fomento: FAPERGS, CNPq, CAPES, PET/MEC
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