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RESUMO - C-ficocianina (C-FC) é um corante natural azul encontrado em certas
cianobactérias, que pode ser utilizado em farmacos, alimentos e cosméticos, desde que
possua um grau de pureza adequado. Os processos de purificacdo utilizando ultrafiltragdo
e cromatografia de troca ibnica sdo utilizados para obtencdo de C-FC com grau
alimenticio (pureza maior que 0,7) e analitico (pureza superior a 4,0). Um problema que
tem sido evidenciado no uso da C-ficocianina seria sua excessiva descoloracdo durante o
processamento térmico o que pode comprometer sua comercializacdo. O objetivo deste
trabalho foi comparar a cinética de degradacdo térmica da C-FC de grau alimentar e
analitico. C-FC foi submetida a diferentes temperaturas (50 - 75 °C) e os valores de Kg e
meias-vidas (t12) para C-FC foram determinados. Os valores de meia-vida variaram entre
49,5-11552,5 s e 7,9-34657,4 s para C-FC de grau alimentar e analitico, respectivamente,
diminuindo com o aumento da temperatura de anélise.

1. INTRODUCAO

Principal componente da familia das ficobiliproteinas, C-ficocianina (Patil e Raghavarao, 2007)
é um pigmento acessorio fotossintético azul que pode ser utilizado como corante em alimentos e em
cosméticos, mas também apresenta muitas propriedades que tornam seu uso adequado na industria
médica e farmacéutica (Soni et al., 2006). C-ficocianina (C-FC) é encontrada geralmente no interior
das células de cianobactérias como as do género Spirulina (Arthrospira). Quando purificada, C-
ficocianina apresenta a¢do antioxidante frente aos radicais hidroxilicos e radicais peroxidos. Tem sido
também avaliada sua capacidade como agente antitumoral e anti-inflamatdrio. Estudos tém mostrado
que a C-ficocianina age como um estimulante do sistema imunologico, aumentando a contagem de
leucocitos, cuja fungdo principal é manter a satde dos 6rgdos do corpo, proteger contra o cancer e
ulceras (Gantar et al., 2012; Ichimura et al., 2013).

A razdo de pureza é dada pela relacdo entre a absor¢do méaxima visivel e a absorcdo a 280,
guando esta é superior a 4,0, ficocianina apresenta grau analitico, no entanto, quando este valor é
superior a 0,7, este pigmento pode ser utilizado como um biocorante na industria de alimentos e
cosméticos (Abalde et al., 1998; Patil et al., 2006).

A bioseparacdo de proteinas, que se refere a recuperacdo e purificacdo de produtos protéicos,
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oriundos de varias correntes bioldgicas de obtencdo, € uma importante operacao unitaria na industria
de alimentos, farmacéutica e biotecnoldgica. Entre os métodos de purificacdo de proteinas, métodos
de separacdo por membranas destacam-se por serem de facil ampliacdo de escala e relativa facilidade
de operacdo. Para a purificacdo de C-ficocianina, a técnica de ultrafiltracdo pode ser utilizada com
grande sucesso (Figueira, 2014).

A tendéncia atual de usar pigmentos naturais tornou C-FC um bioproduto atraente. Na Europa, a
busca de corantes naturais é crescente desde os corantes artificiais sdo geralmente considerado toxico
ou de alguma forma perigosa. A cor é um atributo importante relacionado com o apelo visual e com a
qualidade produtos de nutritivos. Assim excessiva perda de cor durante o0 processamento térmico
compromete comercializacdo. Os pardmetros cinéticos, tais como constante de desnaturacdo térmica e
meia-vida podem fornecer informacg6es importantes na alteracdo da qualidade de um alimento que
ocorrem durante o processamento térmico (Antelo et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi comparar a cinética de degradacdo térmica da C-FC de grau
alimentar e analitico, avaliando Kgq € t12 em diferentes temperaturas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Biomassa, Extracao e Quantificacio de C-ficocianina

A cianobactéria foi cedida pelo Laboratdério de Engenharia Bioquimica da FURG. Ao término
do cultivo, a biomassa foi recuperada por filtracdo, seca e congelada. A biomassa foi moida conforme
Moraes et al. (2010).

A extracdo da C-ficocianina a partir da biomassa seca e moida foi realizada de acordo com
Moraes et al. (2010), que determinaram uma proporcao de 0,16 g de biomassa em pé por mL de agua,
utilizada como solvente extrator, deixado em repouso por 1 h em temperatura ambiente. Foi calculada
a concentracdo de C-ficocianina utilizando a Equagé&o 1, descrita por Bennett e Bogorad (1973):

_ (0Dgz0 — 4,74 x (0Dgs2))

—-F
¢ ¢ 5,34

(1)
2.2. Purificacéo de C-ficocianina

Purificacdo até grau alimentar: Foi realizada por ultrafiltracdo em célula laboratorial do tipo
convencional, de volume til de 200 mL, agitada por uma barra magnética suspensa, para simulagao
do escoamento em fluxo cruzado. Foi utilizada membrana de retencdo nominal de 50 kDa de
polietersulfona, temperatura de 25°C, pressio de 1,0 kgf/cm? e pH de 6,5. Foram utilizados 6 ciclos de
diafiltracdo (ciclos de recarga de tampdo na célula de ultrafiltracdo com tampé&o fosfato de sodio, pH
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6,5), previamente a concentracdo do extrato. Foi alimentado ao sistema extrato clarificado de C-FC
(Figueira, 2014).

Purificacdo até grau analitico: Foi realizada primeiramente purificacdo utilizando precipitacéo,
onde a C-FC foi fracionada com (NH4)2SO4 sélido a temperatura ambiente, com 0-20%/20-50% de
saturacdo. Sulfato de aménio foi adicionado a solucdo contendo C-FC, até 20% de saturacdo. A
solugéo foi mantida durante a noite e, em seguida, centrifugada. O precipitado foi descartado e o
sulfato de amonio adicionado ao sobrenadante até 50% de saturacdo. A solucdo foi mantida durante a
noite e, em seguida, centrifugada. O precipitado foi dissolvido em tampéo fosfato de sédio 0,05 M e
pH 7,0, com uma relacdo volume inicial/volume final de 0,52, e dialisado contra 0 mesmo tampéo
conforme Silva et al. (2009). Apds, foi realizada a etapa de purificagdo por cromatografia de troca
ibnica em leito fixo. O extrato de C-ficocianina obtido na etapa de precipitacdo foi alimentado em
uma coluna Q-Sepharose Fast Flow previamente equilibrada com tampé&o Tris-HCI 0,025 M, pH 7,5 a
40 cm/h (Silveira et al., 2008). As proteinas ndo adsorvidas foram removidas por lavagem com o
mesmo tampdo de equilibrio. A eluicdo foi efetuada utilizando um gradiente linear de 0-1 M de NaCl
com um gradiente de volume de 50 mL em tampé&o Tris-HCI 0,025 M e pH 5,0 (Moraes et al., 2009).

2.3. Determinacéo da Cinetica de Degradacao 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 Ky e t12 para cada condi¢do proposta. As
amostras foram removidas periodicamente até que metade da concentracdo inicial de C-FC fosse
atingida. O Kg (s') de C-FC foi estimado pela regressido dos dados experimentais pelo tempo,
assumindo uma cinética de reacdo de primeira ordem, Kq foi determinado de acordo com a Equacao
2:

dCr _ KdC
dt

)

Onde Cr é a concentragdo de C-FC (mg.mL1), t é tempo (s) e Kq a constante de
degradacdo térmica (s ). Os valores de meia-vida foram determinados de acordo com a Equagéo
3:

- In 2
1/2 = K,

©)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Amostras de C-ficocianina (C-FC) foram submetidas a diferentes temperaturas (50, 55, 60, 65,
70 e 75 °C), para a obtencdo da constante de desnaturacdo térmica (Kq) e das meia-vidas (ti2) sob
cada condicdo proposta (C-FC purificada pela técnica de ultrafiltracdo, com pureza de 0,95 e C-FC
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purificada por cromatografia de troca iGnica, com pureza de 4,0).

De acordo com a literatura consultada, diversos pesquisadores tem estudado o uso do modelo de
primeira ordem para descrever a degradacdo de cor em produtos alimenticios (Antelo et al., 2008;
Avila e Silva, 1999; Corzo et al., 2006). Usando as equacdes 2 e 3, 0 Kq e a meia-vida foram
determinados e estdo apresentados na Tabela 1. Verificou-se que a degradacdo da ficocianina ou a
degradacdo fraccdo de proteina desse biocorante, seguiu um modelo de cinética de primeira ordem,
como mostrado pelas elevadas correlacdes de entre 0,96 e 0,99 obtidos para a determinacdo constante
cinética.

Verificou-se também que a C-FC foi desnaturada mais rapidamente a temperaturas mais
elevadas, uma vez que os valores de meia-vida (0 tempo necessario para a ficocianina inicial
concentracdo de ser reduzida para metade) diminuiu a medida que aumentou a temperatura de
trabalho. As meias-vidas, considerando a C-ficocianina de grau alimentar, variaram de 49,5 a 9902,1
s, enquanto que a C-FC de grau analitico apresentou valores de meias-vidas entre 7,9-34657,4.

Tabela 1 — Constante de degradacéo térmica (Kg), respectivo coeficiente de correlagio (r?) e meias-
vidas (t12) de C-FC de grau alimentar e de grau analitico.

Temperatura C-FC grau alimentar C-FC grau analitico
(°C) Kad (s1) r? t/2 (S) Ka (s?) r t12 (S)

50 0,00007 0,98 9902,1 0,00002 0,97 346574
55 0,0002 0,99 3465,7 0,00008 0,99 8664,3
60 0,0010 0,98 693,1 0,0019 0,97 364,8
65 0,0036 0,98 192,5 0,0037 0,98 187,3
70 0,011 0,98 63,0 0,047 0,96 14,7
75 0,014 0,98 49,5 0,088 0,99 7,9

Através da Tabela 1 pode-se ainda observar que nas duas temperaturas mais baixas (50 e
55 °C) a meia-vida da C-ficocianina de grau analitico € bem maior do que a C-FC de grau alimentar,
no entanto, quando se utiliza temperaturas mais altas a C-FC de grau alimentar é mais estavel
termicamente.

A C-ficocianina de grau alimentar apresenta maior numero de contaminantes que dependendo
da temperatura trabalhada podem contribuir para a desnaturagdo ou proteger o0 composto alvo. Caso
estejam presentes proteases, estas podem ter uma atuacao catalitica na hidrolise da parte protéica da
C-ficocianina, com seu efeito mais pronunciado nas temperaturas menores, 50-55 °C, porém em
temperaturas elevadas estas enzimas ndo atuariam, ndo ocasionando a mesma desnaturagédo, deste
modo a C-ficocianina de grau analitico apresentaria maiores valores de ti/> nestas temperaturas. Ja em
temperaturas mais elevadas, os componentes presentes podem ter um efeito protetor na molécula alvo,
de modo que a C-ficocianina de grau alimentar teria maior estabilidade na faixa de 60 a 65 °C.
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4. CONCLUSOES

As meia-vidas variaram entre 49,5-11552,5 s e 7,9-34657,4 s para C-FC de grau
alimentar e analitico, respectivamente, diminuindo com o aumento da temperatura de analise.
Dependendo da temperatura de processo ao qual esse biocorante serd submetido, pode-se
escolher o melhor processo de purificacdo para aplicacdo da C-FC em um determinado produto.
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