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RESUMO - A C-ficocianina (C-FC) possui caracteristicas importantes como: ser uma
ficobiliproteina natural, de cor azul Unica, boa solubilidade em agua, alta estabilidade na
faixa de pH 5-7,5, fluorescéncia e propriedades terapéuticas, como atividades antioxidante
e anti-inflamatéria com aplicacdo em diagnosticos. E um pigmento natural, e pode ser
utilizado na industria de alimentos, como corante, em sucos e gomas e na industria de
cosméticos, substituindo corantes sintéticos. A incorporacdo de C-FC em nanofibras é
extremamente promissora para sua aplicacdo em diferentes areas da biotecnologia. Nesse
contexto, o objetivo do presente trabalho foi determinar a cinética de degradacdo térmica
da C-FC purificada incorporada a nanofibras. A C-ficocianina foi submetida a diferentes
temperaturas (50-75 °C) e os valores de constantes de desnaturacdo térmica (Kq) e valores
de meia-vida (t12) para a ficobiliproteina em cada condi¢cdo foram determinados. Os
valores de meia-vida variaram entre 169,1 e 7701,6 s.

1. INTRODUCAO

As ficobiliproteinas sdo pigmentos captadores de energia luminosa, presentes em
cianobactérias, responsaveis por cerca de 50% da captacdo de luz desses micro-organismos. Uma das
ficobiliproteinas de particular interesse para a industria de alimentos e cosméticos é a C-ficocianina;
devido a sua vantajosa utilizagdo como um corante natural azul nestes setores (Silveira et al., 2007).

Dentre as fontes existentes deste biocorante, a cianobactéria Spirulina platensis recebe
destaque, uma vez que a C-ficocianina pode constituir até 20% em peso seco das proteinas totais deste
micro-organismo. Estudos demonstram que a C-ficocianina, além de ser um biocorante natural, possui
propriedades antioxidantes, anti-inflamatoria e antitumoral, aléem de agir como estimulante do sistema
imunolégico aumentando assim, a contagem de leucdcitos totais, cuja principal fungdo é manter a
salde dos 6rgdos do corpo, proteger contra o cancer e Ulceras (Gantar et al., 2012; Ichimura et al.,
2013).

A fim de aumentar a utilizacdo e proporcionar novas possibilidades de aplicagédo deste
biocomposto em diferentes areas, a incorporagdo de C-FC em nanofibras € potencialmente
promissora. Em relagdo a formacdo de nanofibras existem diversas técnicas utilizadas para a
elaboracdo das mesmas, no entanto, “electrospinning” é uma técnica que se destaca pois a mesma
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apresenta uma abordagem simples formando nanofibras de comprimento excepcionalmente longo,
com didmetro uniforme e com composicoes diversificadas (Uyar e Besenbacher, 2009).

Para avaliar as caracteristicas da C-FC incorporada a nanofibras, em termos de estabilidade
térmica, a constante de reacdo de desnaturagdo (Kq) e a meia-vida (ti2) sdo pardmetros importantes,
na literatura consultada até o presente momento, ndo ha trabalhos que avaliem essas propriedades em
nanofibras contendo C-FC. Portanto, nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi determinar os
parametros da estabilidade térmica da C-FC purificada incorporada a nanofibras.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Biomassa, Extracdo e Quantificacio de C-ficocianina

A cianobactéria Spirulina platensis LEB 52 foi cultivada e cedida pelo Laboratério de
Engenharia Bioguimica da Universidade Federal do Rio Grande. A partir da biomassa, C-ficocianina
foi extraida de acordo com descrito por Moraes et al., 2010. Ap0s a extracdo, o caldo bruto contendo
células foi centrifugado e ajustado o pH para 6,5. A concentracdo de C-ficocianina foi calculada
utilizando a Equacéo 1, descrita por Bennett e Bogorad (1973):

_ (0Dgz9 — 4,74 x (0Dgs))
5,34

(1)

Onde, C-FC é a concentracdo de C-ficocianina e A620 e A652 sdo as absorvancias em 620 e
652 nm, respectivamente.

2.2. Purificacdo por Ultrafiltracdo

A ultrafiltracdo foi realizada em célula laboratorial do tipo convencional, de volume til de 200
mL, agitada por uma barra magnética suspensa, para simulacdo do escoamento em fluxo cruzado. Foi
utilizada membrana de retencdo nominal de 50 kDa de polietersulfona, temperatura de 25°C, pressdo
de 1,0 kgf/cm? e pH de 6,5. Foram utilizados 6 ciclos de diafiltraco (ciclos de recarga de tamp&o na
célula de ultrafiltracdo com tampéao fosfato de sédio, pH 6,5), previamente a concentracdo do extrato.
Foi alimentado ao sistema extrato clarificado de C-FC (Figueira, 2014).

2.3. Formacao de Nanofibras

No processo de electrospinning as solugdes foram injetadas atraves de capilar com didmetro de
0,45 mm. O eletrodo de polaridade positiva foi conectado a extremidade do capilar e o isolamento foi
conectado ao coletor de aluminio. A distancia utilizada entre a extremidade do capilar e o coletor foi
de 125 mm. O potencial elétrico aplicado foi de 24,3 kV. A vazéo da solucdo foi de 2,5 pL.min,
controlada através de bomba ligada ao injetor (Figueira, 2014). Todos os experimentos foram
conduzidos em temperatura ambiente e com umidade relativa do ar entre 50 e 60%.
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2.4. Parametros de Estabilidade Térmica de C-ficocianina

Avaliou-se a cinética de degradacdo térmica de C-FC incorporada a nanofibras nas
temperaturas de 50, 55, 60, 65, 70 e 75 ° C, de modo a obter Kq e t1» para cada condi¢do proposta. As
amostras foram removidas periodicamente até que metade da concentracdo inicial de C-FC fosse
atingida. O Kg (s1) de C-FC foi estimado pela regressio dos dados experimentais pelo tempo,
assumindo uma cinética de reacdo de primeira ordem, Kq foi determinado de acordo com a Equacao
2:

dr _ KdC
dt

()

Onde Cr é a concentracéo de C-FC (mg.mL™1), t é tempo (s) e Kq a constante de degradacéo
térmica (s ). Os valores de meia-vida foram determinados de acordo com a Equacio 3:
In2
ti2 = K,

(3)
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As nanofibras de 6xido de polietileno incorporadas de C-ficocianina, obtidas neste trabalho,
foram primeiramente desenvolvidas por Figueira (2014). Na Figura 1 é possivel observar, através de
microscopia optica utilizando campo escuro, as nanofibras formadas nas quais se obteve um diametro
médio de 542,1 nm e se mostraram homogéneas, sem presenca de gotas em sua estrutura.

- '
i

3

Figura 1: Nanofibras de ¢éxido de polietileno contendo C-ficocianina obtidas a partir do
processo de electrospinning
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Diversos autores tém estudado a aplicacdo de modelos de primeira ordem para descrever a
termodegradacéo de produtos coloridos. De acordo com Avila e Silva (1999) e Corzo et al. (2006) a
degradacéo térmica desses produtos podem ser descritas pelo modelo de primeira ordem. No presente
trabalho, usando as equagdes 2 e 3, os valores de Kq e ti» foram determinados para as diferentes
temperaturas a que as nanofibras foram submetidas, esses resultados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Constante cinética de desnaturacdo (Kq) e seus respectivos coeficientes de correlacdo
(r?), valores de meia-vida (t12) de C-FC incorporada em nanofibras para cada temperatura estudada

Temperatura

C) Ka (s?) r tu2 (S)
50 0,00009 0,99 7701,6
55 0,0001 0,93 6931,5
60 0,0006 0,94 1155,2
65 0,0017 0,96 407,7
70 0,0035 0,96 198,0
75 0,0041 0,96 169,1

Ao avaliarmos a Tabela 1, pode-se observar que nas temperaturas de 50 e 55°C, as meia-vidas
sdo superiores a 1 hora. A diminui¢do da meia-vida (de 7701,6 para 6931,5 s) quando aumentou-se a
temperatura de andlise de 50 para 55°C € bem mais suave do que quando altera-se a temperatura de 55
para 60°C (de 6931,5 para 1155,2 s). Esse comportamento também foi reportado por outros autores
que estudaram a estabilidade da C-FC em solucdo e os mesmos explicam que essas diferencas
ocorrem porque a desnaturacdo térmica desse bioproduto ocorre em diferentes estagios.

Chaiklahan et al. (2012) avaliaram a estabilidade de ficocianina de grau alimentar extraida de
Spirulina sp. e identificaram trés fases de degradacéo diferentes. Segundo estes autores, na primeira
fase (26-43 °C), as solugdes de ficocianina mostraram uma lenta taxa de degradacdo. Durante a
segunda fase, a taxa de degradacdo aumentou drasticamente a medida que a temperatura de incubacéo
foi aumentada de 47-64 °C. Novos aumentos na taxa de degradacdo foram minimos durante a terceira
fase, quando a temperatura foi maior que 64° C.

Verificou-se que a degradacdo da fracdo proteica da C-ficocianina incorporada em nanofibras
seguiu um modelo de cinética de primeira ordem, esse fato pode ser comprovado pelos elevados
coeficientes de correlacdes (de 0,93 a 0,99) obtidos para a determinacdo da constante cinética de
desnaturacdo. Verificou-se também que a C-ficocianina foi desnaturada mais rapidamente a
temperaturas mais elevadas, desde que os valores de meia-vida (tempo necessario para que a
concentracdo inicial de C-FC seja reduzida para metade) diminuiu a medida que aumentou-se a
temperatura de trabalho. O mesmo foi observado por Koca et al. (2007) para a clorofila de grdos de
ervilha, em que a meia-vida do pigmento foi reduzida com o aumento da temperatura de trabalho.
Antelo et al. (2008) tambem verificaram o0 mesmo comportamento para a cinética de degradacao
térmica do extrato bruto aquoso de C-ficocianina de S. platensis.
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4. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos pode-se evidenciar a grande potencialidade de aplicacdo de C-
ficocianina incorporada a nanofibras. As propriedades determinadas demonstram que nas
temperaturas de 50 e 55 °C as nanofibras contendo C-FC permanecem os valores de meia-vida sdo
maiores que uma hora.
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