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RESUMO - O sistema aquoso bifasico (SAB) é um método de extracdo liquido-
liquido, com aplicacbes na purificacdo de biomoléculas, por se tratar de um
ambiente biocompativel e ndo toxico para estes compostos. Neste trabalho foram
utilizados SABs do tipo PEG-sal na propor¢do 13% polimero e 14% sal,
utilizando PEG 1500 e PEG 4000 e os sais fosfato de potassio e citrato de sodio
para purificagdo de ficocianina (FC) de Anabaena variabilis. Dentre os resultados
obtidos, observou-se que a FC se particionou para fase topo em todos os sistemas.
O SAB formado por PEG 1500 — fosfato de potassio proporcionou melhores
resultados, sendo encontrados coeficiente de particdo de 5,44, e pureza de 1,11,
que é considerada acima da pureza de grau alimentar.

1. INTRODUCAO

Os sistemas aquosos bifasicos (SABs) sdo um método de extracdo liquido-liquido que
emprega duas fases, compostas por dois polimeros imisciveis ou um polimero e um sal de
baixo peso molecular. Eles sdo constituidos por espécies quimicas que, em determinadas
concentracdes e temperatura, formam duas fases liquidas distintas (fase topo e fase fundo), em
equilibrio termodindmico, com propriedades intensivas e composi¢des diferentes (Haraguchi
et al., 2004; Barbosa et al., 2016).

As principais vantagens do SABs séo alta capacidade, alto rendimento, menor tempo de
processo, baixo consumo de energia e facilidade de ampliacdo de escala. Além disso, 0s
SABs oferecem um ambiente biocompativel e sem toxicidade por possuirem, na maioria dos
casos, alta concentragdo de agua em ambas as fases e baixa tenséo superficial, resultando em
um ambiente ameno, favoravel e estavel para utilizacdo em biomoléculas, uma vez que
desnaturacdo, mudangas estruturais e perda de atividade bioldgica dificilmente ocorrem nestas
condigdes (Asenjo e Andrews, 2012; Zhao et al., 2014).

Dentre os tipos de SAB, os sistemas PEG-sal tém sido utilizados para separacdo de
proteinas, que pode ser de dendritos celulares ou uma proteina especifica dentre outras
proteinas, devido a maior diferenca na densidade entre as fases, menor viscosidade e baixo
custo, levando a uma separacdo bem mais rapida (cerca de 30 minutos) do que sistemas
Polimero/Polimero (cerca de 1 a 6 horas), dependendo do tamanho da proteina (Nascimento et
al., 2011). A maioria das particulas sollveis e dos particulados tende a se particionar para a
fase mais polar (fase sal ou fundo) enquanto as proteinas tendem a se particionar na fase
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hidrofébica (fase polimero ou topo) (Asenjo e Andrews, 2012). Além disso, 0 SAB do tipo
polimero-sal apresenta taxas de recuperacdo da ordem de 90% e fator de purificacdo de até 4,
ou seja, 0 composto recuperado possui concentracdo 4 vezes maior que 0 componente inicial
(Igbal et al., 2016).

As Ficobiliproteinas (FBP) sdo um conjunto de proteinas pigmentadas, hidrossoluveis
e fluorescentes, presentes em cianobactérias, algas vermelhas e criptoficeas (Ruiz-Ruiz et al.,
2013). Juntamente com a clorofila, sdo os principais pigmentos fotossintéticos nas
cianobactérias e permitem a otimizacdo da captura de luz e transferéncia de energia, gracas a
organizacéo e posicionamento dos pigmentos (Doust et al., 2004; Manirafasha et al., 2016).

Uma aplicacdo das FBP é como corantes naturais. Os corantes desempenham papel
importante na industria alimenticia, sobretudo por ser um fator critico para a aceitagdo do
produto pelo consumidor (Rizzo et al., 2015). O interesse na utilizacdo de fontes naturais para
obtencdo de corantes, substituindo parcial ou completamente os corantes artificiais, estad na
agregacdo de valor nutricional e reducdo de toxicidade dos alimentos, uma vez que as criangas
séo as principais consumidoras de produtos coloridos artificialmente (Ores et al., 2016).

A ficocianina (FC) é considerada a principal ficobiliproteina (FBP) presente nas
cianobactérias, sendo encontrada em maior quantidade e proporcdo. Seu valor comercial
dependente da sua pureza, obtida pela razéo entre o valor da absorbancia maximo da FC (615
nm) e o valor de absorbancia relacionado com a proteina total (280 nm). A FC com pureza
maior que 0,7 é considerada como grau alimenticio, maior que 3,9 como grau reativo e acima
de 4,0 como grau analitico (Lauceri et al., 2018).

O objetivo do trabalho foi recuperar FC extraida da cepa de Anabaena variabilis por
SABs tipo PEG-sal, utilizando PEG 1500 e 4000 e os sais fosfato de potassio e citrato de
sodio, na proporcdo 13% polimero e 14% sal.

2. METODOLOGIA

A cepa de Anabaena variabilis ATCC 29413, utilizada neste trabalho foi, gentilmente,
doada pelo Laboratério de Cianobactérias e Ficotoxinas da FURG (Rio Grande, RS) e
mantida em meio BG11o (Jacinavicius et al., 2013).

O extrato bruto de ficobiliproteinas foi obtido por ciclos de congelamento e
descongelamento combinado com ultrassom, sendo 5 ciclos de congelamento por 1,5h a 15°C
e descongelamento em banho ultrassdnico por 30 min a 25°C (Cottas, 2019).

Para o preparo dos sistemas aquosos bifasicos, para fase foi obtida a partir de solucbes
aquosas de PEG 50% (m/m) e de sal 30% (m/m), sendo que a composicdo do SAB foi
definida na proporc¢éo indicada na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas do SAB utilizado

% (m/m) PEG % (m/m) Sal % (m/m) Extrato  Massa Total do Sistema (g)

Proporcao 13,0 14,0 27,0 20
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Cada SAB foi preparado em triplicata em funil de separacdo graduado, mantido em
banho termostatico a temperatura de 15°C por 2 horas, de modo a atingir o equilibrio. Apo6s o
equilibrio, foram medidos os volumes de cada fase e, em seguida, as fases foram separadas, a
fase topo foi removida por pipeta Pasteur e a fase fundo escoada pelo registro do funil de
separacao.

Apdbs a separacdo das fases, fez-se a leitura de absorbancia de cada uma e foram
calculadas concentragéo (C), pureza (P), coeficiente de particdo, razédo de volume entre as
fases (\Vr) e recuperacdo de FC, de acordo com as Equacdes 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente:

= Ags - 0, 474-(A552) (1)
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o_ Aus )
A280
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Vr — VTOPO (4)
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R%) =————
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo e pureza iniciais do extrato obtido de Anabaena varibilis € mostrada
na Tabela 2.

Tabela 2 - Concentracéo e pureza inicial de FC do extrato inicial

Pureza FC C (pg/mL)

0,67 45,0

Apos purificacdo, os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 3:

Tabela 3 — SAB PEG-sal (13% PEG e 14% sal)

Sal PM PEG K1 p2 R (%)3 Vr4 pH
Fosfato de 1500 544 1,11+0,02 81,76+0,13 0,82 717 +0.04
Potassio 4000 2,77 096004 67,77+0,10 0,76 B
Citrato de 1500 457 088+0,01 8354+0,11 1,11 8,31 + 0,04

Sadio 4000 1,74 0,82+0,01 56,66+0,21 0,75
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! coeficiente de particdo, 2 pureza, °recuperacao, * razdo de volume (topo/fundo)

De acordo com a Tabela 3 nota-se que a FC se particiona para a fase topo (K > 1) em
todos os sistemas analisados, indicando uma maior afinidade da proteina com a fase
hidrofébica (rica em PEG).

Com relacdo ao peso molecular do polimero, foram obtidas maiores pureza e
recuperacdo utilizando PEG 1500 em relagdo ao PEG 4000. Este resultado é devido & menor
cadeia carbbnica do polimero, resultando em maior volume livre na fase topo para
acomodacéo e separacdo da FC (Patil e Raghavarao, 2007).

Em relagcdo ao tipo de sal, o fosfato de potassio obteve os maiores coeficientes de
particdo, sendo o maior destes 5,44 no SAB utilizando PEG 1500. Uma possivel explicacéo
para esse fato provém do pH do sistema ser préximo ao neutro (pH 7,0), sendo ambiente
biocompativel para proteinas (Patil et al., 2008).

As maiores recuperacdes foram obtidas para sistemas utilizando PEG 1500, sendo
81,76% utilizando fosfato de potassio e 83,54% utilizando citrato de sédio. Outro fator
importante na recuperagdo é a razdo de volume entre as fases (Vr) e quanto maior esse valor
(maior volume da fase topo), maior a recuperacao (Patil et al., 2008), o que corrobora com 0s
resultados deste trabalho.

A pureza maxima de FC foi obtida para o sistema PEG 1500 — fosfato de potassio, com
pureza de 1,11, representando aumento de 66% em relacdo a pureza inicial do extrato (0,67),
evidenciando a purificacdo da FC ao final do processo de recuperacdo por SAB PEG-sal e
obtendo pureza a nivel de aplicacdo em grau alimentar (acima de 0,7), conforme relatado por
Lauceri et al. (2018).

4. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que foi possivel a purificagdo de FC obtida
da cepa de Anabaena variabilis por SAB do tipo PEG-sal na propor¢édo de (13% PEG e 14%
sal), obtendo-se pureza méxima para o sistema PEG 1500 — fosfato de potassio de 1,11 e
maior coeficiente de particdo (5,44). As melhores recuperagOes foram para 0s sistemas
utilizando PEG 1500 e maiores Vr (81,76% para fosfato de potassio e 83,54% para citrato de
s0dio).
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