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RESUMO

LUPATINI, Anne Luize. Extracdo de proteinas e carboidratos da biomassa de
Spirulina platensis e caracterizagdo da fracdo proteica. 2016. 118f. Dissertagéo
(Mestrado em Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pés-Graduacdo em
Tecnologia de Alimentos, Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Medianeira,
2016.

A Spirulina platensis € reconhecida como uma fonte ndo convencional de proteinas,
em funcdo da sua constituicdo favoravel deste nutriente (46 a 63%), possuindo
concentracao superior a das carnes e da soja. Além disso, apresenta potencial como
matéria-prima para a producao de bioetanol, podendo acumular entre 8,0 e 14,0%
de carboidratos. A fim de abranger o conceito de Biorrefinarias Integradas, o objetivo
deste trabalho consistiu em avaliar a extragdo conjunta de proteinas e carboidratos
da biomassa de Spirulina platensis utilizando tratamento ultrassonico e agitagdo em
meio alcalino, e a posterior producéo e caracterizacdo do concentrado proteico. Na
primeira etapa do trabalho, aplicou-se uma estratégia sequencial de planejamento
experimental (Planejamento Fatorial Fracionario (PFF) seguido de Delineamentos
Compostos Centrais Rotacionais (DCCR)) para selecéo e maximizacdo das variaveis
com influéncia significativa sobre o processo de extracdo. Com as condicbes de
extracao otimizadas, foi possivel atingir recuperacéo final de 75,85% e de 41,54% de
proteinas e carboidratos, respectivamente. Na segunda etapa do trabalho foi
realizada a precipitacdo de proteinas, para a separacao da fase liquida contendo os
carboidratos e obtencdo do concentrado proteico, o qual foi caracterizado
guimicamente e de acordo com sua funcionalidade tecnologica. O concentrado
proteico apresentou coloracdo verde azulada com 75,97% de proteinas (b.s.),
concentracfes apreciaveis de aminoacidos, sendo o que o triptofano apresentou o
maior escore quimico (1,71) e o aminoacido limitante foi a histidina; na andlise da
estrutura secundaria das proteinas, as conformagdes mais abundantes foram B-folha
e a-hélice. Na etapa de avaliagdo da funcionalidade tecnolégica observou-se que o
pH apresentou influéncia nas propriedades de capacidade de absorcdo de agua,
capacidade de formacdo e estabilidade de espuma e emulsdo, e capacidade de
formacédo de gel, o que pode ser justificado pela solubilidade desta proteina, que é
minima em pH 3,0 e maxima em 9,0. A concentracdo de concentrado proteico
também interferiu no desempenho destas propriedades; melhores resultados foram
obtidos em maiores niveis de concentracdo, exceto para a capacidade de absorcéo
de agua e de 6leo. Desta forma foi possivel determinar que as proteinas de Spirulina
platensis podem contribuir na formulacdo de alimentos, possuindo caracteristicas
eficazes de formacdo de emulsfes, espumas ou géis, bem como pode ser utilizada
como fonte suplementar de proteinas.

Palavras-chave: Potencial Microalgal. Biorrefinarias Integradas. Estratégia
Sequencial de Planejamento Experimental. Rompimento Celular. Funcionalidade de
proteinas.



ABSTRACT

LUPATINI, Anne Luize. Protein and carbohydrates extraction from Spirulina platensis
biomass and characterization of protein fraction. 2016. 118f. Dissertacao (Mestrado
em Tecnologia de Alimentos) — Programa de P4s-Graduacdo em Tecnologia de
Alimentos, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Medianeira, 2016.

Spirulina platensis is considered an unconventional source of protein, because its
favorably constitution on this component (46 to 63%), which is higher than the meat
and soy. Furthermore, it has potential as a feedstock for bioethanol production and
can accumulate between 8.0 to 14.0% of carbohydrate. In order to cover the concept
of Integrated Biorefineries, the aim of this study was to evaluate the combined
extraction of proteins and carbohydrates from Spirulina platensis biomass using
sonication and agitation, under alkaline conditions, and the subsequent production
and characterization of protein concentrate. The first stage of this work consisted of
applying a sequential strategy of experimental design (Fractional Factorial Design
(FFD) and Central Composite Rotatable Design (CCRD)) by selecting and
maximizing variables with significant influence on the protein and carbohydrates
extraction. With the extraction conditions established, a final yield of 75.85% and
41.54% from protein and carbohydrate, respectively, was reached. In the second
step, the protein concentrate obtained by precipitation was submitted to chemical and
technological functionality analyzes. The protein concentrate showed blue-green
color with 75.97% of proteins (dry weight), appreciable concentrations of amino
acids, where tryptophan had the highest chemical score (1.71) and the limiting amino
acid was histidine; the secondary structure of proteins showed that the most
abundant conformations present were B-sheet and a-helice. At the step of
technological functionality evaluation it was observed that the pH influenced on the
properties of water absorption capacity, foaming and emulsion capacity and stability,
and gelation capacity; it can be justified by the solubility of this protein which is
minimal at pH 3.0 and maximum at 9.0. The level of addition of protein concentrate
also interfered on the performance of these properties; better results have been
obtained at higher concentrations levels, except for water and oil absorption capacity.
Thus, it was confirmed that the Spirulina platensis proteins may contribute in different
formulations of foods, having effective characteristics to form emulsions, foams or
gels, and can be used as a supplemental source of protein.

Keywords: Microalgal Potential. Integrated Biorefineries. Sequential Strategy of
Experimental Design. Cell Disruption. Functionality Technology of proteins.
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1 INTRODUGAO

A utilizacdo de microalgas na alimentagdo humana ocorre ha séculos, sendo que
se relata que tribos indigenas j& consumiam espécies de microalgas como Spirulina
platensis, Nostoc e Aphanizomenon. Por outro lado, o cultivo de microalgas iniciou ha
poucas décadas (BOROWITZKA, 1999; SPOLAORE et al., 2006; PRIYADARSHANI;
RATH, 2012), com a justificativa principal de utilizacgdo como fonte de proteina
unicelular, ou single cell protein (SPC), devido ao fato de pesquisadores, nas décadas
de 60 e 70, haverem mencionado a possibilidade de falta de alimento devido ao
crescimento exponencial da populagéo da terra (UGALDE; CASTRILLO, 2002).

A insuficiéncia proteica na alimentacdo humana € um dos principais problemas
dos paises subdesenvolvidos, deste modo surge a necessidade em suprir a falta deste
nutriente, diversificando e aumentando as fontes de proteinas e desenvolvendo novas
fontes ndo convencionais (CHEL-GUERRERO et al., 2002). A elevada concentracéo de
proteinas de varias espécies de microalgas € uma das principais razées que as tornam
uma fonte alternativa no aporte deste nutriente (SOLETTO et al., 2005).

Além da sua importancia nutricional, as microalgas podem compor formulacdes
de alimentos apresentando propriedades de funcionalidade tecnoldgica, tais como
propriedades espumantes, emulsificantes, gelificantes, entre outras (BENELHADJ et al.,
2016). Contudo, ainda existe a necessidade do aprimoramento do estudo destas
propriedades funcionais, apresentadas, principalmente, pela fracdo proteica das
microalgas.

Os primeiros estudos envolvendo microalgas se referiam, principalmente, a sua
capacidade em acumular proteinas, contudo, ao longo do tempo, o interesse por essa
biomassa tomou uma nova dire¢éo, levando em consideracdo a demanda por energia
sustentavel (SAFI et al., 2014).

Nos ultimos anos, devido a sua composi¢cao favoravel, as microalgas tém sido
consideradas como uma matéria-prima versatil para producdo de biocombustiveis,

como biodiesel, bioetanol, biogéas, bio-hidrogénio, entre outros (ZHU et al., 2014). Isto
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também é refletido pelo nimero de publicacdes e/ou artigos cientificos sobre o assunto,
sendo que no site de base de dados ScienceDirect, em 2015 existem mais de 1000
publicacdes relacionadas a este assunto, enquanto que entre os anos 2000 e 2010 o
total de publicacdes nao ultrapassa 500. Entretanto, os custos de obtencdo dessa fonte
de energia ainda necessitam de aperfeicoamentos para torna-la competitiva com os
combustiveis fosseis (WU et al., 2012; RAWAT et al., 2013). Com isso, atualmente os
pesquisadores estdo voltando a valorizar os demais componentes presentes na
biomassa das microalgas, tais como proteinas, pigmentos, corantes, entre outros (SAFI
et al., 2014).

As microalgas possuem composi¢cdo quimica contendo 7 a 23% de lipidios, 5 a
23% de carboidratos e 6 a 52% de proteinas (BROWN et al., 1997), podendo haver
variagdo neste conteudo em funcdo de género, espécie e devido as variacbes nas
condi¢Bes de cultivo para uma mesma espécie. Diversos estudos comprovam que a
disponibilidade de nutrientes, temperatura, pH e a intensidade de luz podem afetar a
composicao centesimal da microalga cultivada (COLLA et al., 2007; MATSUDO et al.,
2009; RODRIGUES et al., 2011; FERREIRA et al., 2012; COCA et al., 2015).

As condicdes de cultivo de microalgas podem ser alteradas a fim de induzir a
producdo de um componente especifico tais como, proteinas e/ou carboidratos
(ROMERO GARCIA; ACIEN FERNANDEZ; FERNANDEZ SEVILLA, 2012). Desta
forma, é possivel conduzir cultivos especificos a fim de produzir microalgas com
elevada concentracdo em certo componente. Além disso, ao verificar a composicao
centesimal das microalgas, verifica-se que os percentuais de proteinas e carboidratos
sdo inversamente proporcionais (SALLA et al., 2016).

Desta forma, a necessidade da exploracdo adequada da biomassa de microalga
€ a forma mais indicada para melhorar a economia global da aplicacdo de microalgas
na producdo de biocombustiveis, visto que a biomassa residual ainda contém
concentracfes apreciaveis de proteinas e outros produtos, podendo-se obter
subprodutos com aplicacbes em distintas areas (RASHID; REHMAN; HAN, 2013;
ROMERO GARCIA; ACIEN FERNANDEZ; FERNANDEZ SEVILLA, 2012). Assim, surge
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0 conceito de Biorrefinarias Integradas, resultando em uma combinagao de tecnologias
explorando todos os componentes da biomassa microalgal (RAWAT et al., 2013).

Entre as microalgas, a Spirulina tem recebido maior atencdo pelos
pesquisadores, principalmente pelo seu teor proteico e pigmentos de interesse para as
industrias de alimentos, farmacéuticas e de cosméticos (DERNER, 2006). Existem 15
classificacdes desta microalga, sendo uma delas a Spirulina platensis (HABIB et al.,
2008), destacada devido ao grande interesse mundial por ser um organismo
fotossintético adequado para producdo em escala industrial (DEMIR; TUKEL, 2010). E
uma cianobactéria filamentosa (algas azuis), que possui um elevado teor de proteinas
(60 — 70%) em seu peso seco, cujo valor nutritivo esta relacionado com a qualidade dos
aminoacidos presentes, além de alta concentracdo de vitaminas, acidos graxos
essenciais e minerais (COLLA; BERTOLIN; COSTA, 2004). Além disso, esta microalga
possui potencial para o tratamento de algumas doencas, sendo uma alternativa para a
elaboracdo de produtos nutracéuticos e funcionais (AMBROSI et al., 2008).

A etapa de extracdo dos compostos de interesse a partir de microalgas
representa um dos principais limitantes para a producdo de biocompostos em larga
escala, como lipidios, carboidratos e proteinas, bem como a conversdao de
macromoléculas em moléculas menores (RASHID; REHMAN; HAN, 2013; LUO; FANG;
SMITH, 2014). A partir deste contexto, muitas técnicas de rompimento celular vém
sendo testadas, entre elas a utilizacdo de ultrassom (GERDE et al., 2012). Entre as
técnicas convencionais de rompimento celular, destaca-se a agitacdo mecanica. Além
disso, Wang e Zhang (2012) citam que combinacdes entre diferentes técnicas de
rompimento celular, podem favorecer a eficiéncia do processo de extracao.

Estas evidéncias, aliadas a simplicidade nas técnicas de cultivo, tornam as
microalgas um dos objetos de pesquisa prioritarios das mais modernas areas de
investigacdo cientifica, visto que, a efetiva utilizacdo dos recursos da biomassa
microalgal ainda é uma tecnologia nova, em pleno desenvolvimento e, portanto, ainda
repleta de incertezas (LUO; FANG; SMITH, 2014). Desta forma, em funcédo das

gualidades da fracdo proteica desta microalga e da necessidade de aprimorar o
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aproveitamento total dos seus componentes, é incontestavel a necessidade de novas

pesquisas a respeito deste assunto.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

O objetivo geral do estudo foi avaliar a extracdo conjunta de proteinas e
carboidratos da biomassa de Spirulina platensis no conceito de Biorrefinarias
Integradas, visando a producdo e caracterizacdo do concentrado proteico da biomassa
de Spirulina platensis.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:

a) Aplicar uma estratégia sequencial de planejamento experimental para estudar as
variaveis significativas no processo de extracdo de proteinas e carboidratos da
biomassa de Spirulina platensis pela associacdo de tratamento ultrassénico e
agitacao;

b) Obter o concentrado proteico da biomassa de Spirulina platensis;

c) Caracterizar quimicamente o concentrado proteico da biomassa de Spirulina
platensis;

d) Determinar as propriedades funcionais tecnologicas do concentrado proteico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CLASSIFICACAO E MORFOLOGIA DA Spirulina platensis

A microalga Spirulina, também chamada de Arthrospira, pertence ao reino
Bactéria, divisdo Cianobactéria, da classe Cianoficea e da familia Oscillatoriaceae e,
neste género a espécie em maior destaque é a Spirulina platensis (Figura 3.1), seguida
pela Spirulina fusiformes e Spirulina méaxima. Possuem filamentos helicoidais com
comprimento entre 200-300 um e 5-10 uym de largura, tem alta tolerancia para pH
alcalino, é de facil cultivo, e a sua parede celular é facilmente rompida (CHRONAKIS et
al., 2000; RANGEL-YAGUI et al., 2004). Além disso, possui estrutura multicelular e
filamentosa, podendo ser cultivada facilmente em agua, crescendo vigorosamente em

luz solar, altas temperaturas e condi¢cfes alcalinas (HABIB et al., 2008).

Figura 3.1 — Foto microscopica da microalga Spirulina platensis

Fonte: Mazokopakis et al. (2008).

A reproducdo desse microrganismo ocorre por fissdo transversal binéria,
originando o hormogonio tricoma que promove a producdo de um novo filamento. Sua

célula possui uma membrana plasméatica cercada por multicamadas da parede celular,
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a qual é coberta por uma cépsula formada de polissacarideos, ndo apresentando
celulose, o que possibilita a assimilacdo e digestdo da Spirulina (BLINKOVA;
GOROBETS; BATURO, 2001, apud BABADZHANOV et al.,, 2004; VONSHAK;
TOMASELLI, 2000).

3.2 HISTORICO DE UTILIZACAO DA Spirulina platensis

Originalmente é procedente de lagoas da Africa e da América Latina, contudo,
tem se estendido em outras zonas quentes do mundo, usufruindo da sua capacidade de
adaptacdo em lugares onde ndo é possivel o crescimento de outros organismos. Sua
melhor condicdo de habitat envolve meios alcalinos (pH entre 8,5 a 11,0), salinos (> 30
g/L), com alta luminosidade e temperaturas entre 35 a 40°C; contudo, a disponibilidade
de diferentes nutrientes pode afetar sua taxa de crescimento (HABIB et al., 2008).

Essa microalga vem sendo utilizada na alimentacdo ha muitos anos, devido seu
alto conteudo proteico, alta digestibilidade e sua composicdo de aminoacidos
essenciais (DEMIR; TUKEL, 2010). Refei¢des contendo Spirulina ocorrem ha séculos,
indios como Kanembous (Africa) e Astecas (México) preparavam misturas com esta
microalga, consumindo habitualmente. Os Kanembous colhiam esta microalga quando
as mesmas se aglomeravam nas margens dos lagos, as secando ao sol e, moldando-as
em pequenos tabletes (BERTOLDI; SANT'ANA; OLIVEIRA, 2008); da mesma forma, os
Astecas as secavam em camadas finas para consumi-las (PINERO ESTRADA;
BERMEJO BESCOS; VILLAR DEL FRESNO, 2001; SPOLAORE et al., 2006).

Entretanto, somente em 1967 a Spirulina € estabelecida como uma “futura fonte
de alimento” pela Associagao Internacional de Microbiologia Aplicada, na qual a andlise
de suas propriedades nutricionais se mostrou excepcional, dando origem a muitos
projetos de investigacdo deste microrganismo para fins industriais. Ao mesmo tempo,
no México, uma empresa chamada Sosa-Texcoco LTDA emitiu um pedido para estudar

as algas ocorrentes nas lagoas de evaporacdo de suas instalacdes. Desta forma, foi
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realizado o primeiro estudo detalhado das necessidades de crescimento e fisiologia da
microalga Spirulina (HABIB et al., 2008).

O uso de microalgas, assim como a Spirulina, € legalmente autorizado como
complemento alimentar na Europa, Japdo e Estados Unidos pelo FDA (Food and Drug
Administration), sem efeitos toxicos ao organismo (BELAY et al., 1993; VON DER
WEID; DILLON; FALQUET, 2000). No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria) permite a comercializacado de Spirulina desde que o produto final no qual a
microalga tenha sido adicionada, seja isolada ou em mistura, esteja devidamente
registrado e se enquadre nas categorias de alimentos com alegacéo de propriedades
funcionais e/ou de saude ou substancias bioativas, além disso, deve apresentar
especificacdes do ingredientes, incluindo a identificacdo da espécie de alga e seu local
de cultivo (BRASIL, 2009).

3.3 COMPOSICAO QUIMICA DA Spirulina platensis

A Spirulina platensis possui uma composi¢ao centesimal variavel, com grande
percentual de proteinas. A Tabela 3.1 apresenta uma visdo geral dos principais

constituintes de diferentes espécies de microalgas.

Tabela 3.1 — Composi¢édo quimica de diferentes microalgas (% peso seco).

Microalgas Proteinas Carboidratos Lipidios
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
Chilorella pyrenoidosa 57 26 2
Chilorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Spirogyra sp. 6-20 33-64 6-7
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9

Fonte: Becker, 2007
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Além disso, de acordo com Souza et al. (2012), a Spirulina, entre outras
microalgas como Chlorella e Duanaliella, se destacam por apresentarem altas
concentracfes de amidos e glicogénio em sua composi¢cao de carboidratos. O género
Spirulina pode conter entre 15 a 20% de carboidratos, sendo a grande maioria
representada por polissacarideos (Chaiklahan et al. 2013).

Ainda, a Spirulina platensis apresenta elevado conteudo proteico e é
considerada uma das fontes mais ricas em pro-vitamina A (beta-caroteno) e ferro
absorvivel, além de apresentar altos niveis de vitaminas (tais como as do complexo B,
C, D e E) e outros minerais (potassio, calcio, cobre, magnésio, manganés, fésforo,
sédio e zinco), compostos fendlicos, acido gama-linolénico e outros acidos graxos
essenciais, destacando-se o0s acidos graxos poli-insaturados, como o y-linolénico,
docasahexaenoico, estearidonico e araquiddnico (BELAY et al., 1993; VON DER WEID;
DILLON; FALQUET, 2000; HABIB et al., 2008). Também é destacada por possuir
pigmentos fotossintéticos, incluindo clorofila A, luteina, B-caroteno, ficocianina e
aloficocianina, sendo classificada como uma microalga verde-azulada (CHEN; ZHANG;
GUO 1996).

De tal modo, esse microrganismo pode ser considerado de grande importancia
nutricional, determinada pela sua variedade de composicdo em nutrientes, tanto macro
como micro, contendo certos componentes que nao sao sintetizados pelo organismo

humano, sendo considerado um alimento completo (PHANG et al., 2000).

3.3.1 Influéncia do Meio de Cultivo na Composicdo Quimica

A composicdo quimica da Spirulina platensis, assim como das demais
microalgas, é facilmente influenciada pela forma de cultivo; quando cultivadas em meios
adequados, as culturas de microalgas podem alcancar altas taxas de crescimento, com
altas produtividades em termos de biomassa, sendo que a fracdo proteica é o
componente mais abundante (ROMERO GARCIA; ACIEN FERNANDEZ; FERNANDEZ
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SEVILLA, 2012). Na Tabela 3.2 destaca-se a influéncia de distintos meios de cultivo no

percentual de proteinas da biomassa de Spirulina platensis.

Tabela 3.2 — Influéncia de diferentes meios de cultivo na composi¢do quimica da biomassa de Spirulina

platensis.

Composicéo e Condi¢cdes de Cultivo

Composic¢do Quimica

Autor

Diferentes concentrag6es de nitrogénio e temperaturas

de cultivo

57,36 a 70,15% de
proteinas e 6,69 a
10,37% de lipidios

Colla et al.
(2007)

Ureia como fonte alternativa de nitrogénio

45,01 a 62,22% de
proteinas e 10,00 a
21,90% de lipidios

Matsudo et al.
(2009)

Varia¢des no tempo de alimenta¢do por amdnio e com

e sem controle de pH pela adicdo de CO,

22 a 38% de proteinas,
14 a 30% de lipidios e

35 a 50% de

carboidratos

Rodrigues et al.
(2011)

Utilizacdo de CO, produzido pela fermentacéo de etanol

17,1 a 32,0% de

Ferreira et al.

e mistura de duas fontes de nitrogénio (NaNO; e proteinas e 7,34 a (2012)
(NH,;).S0O,4) em um fotobiorreator 10,40% de lipidios

Diferentes percentuais de vinhaca de beterraba, tempos 26 a 72% de proteinas Coca et al.
de cultivo, intensidade de luz e composi¢do do meio de (2015)
cultura padréo.

Utilizac&o de residuos resultantes da obtengéo de 22,30 a 50,70% de Salla et al.
proteinas do soro de leite como fonte de carbono. proteinas e 58,17 a (2016)

14,94% de carboidratos.

Apresentando a interferéncia do meio de cultivo no teor de proteinas de Spirulina
platensis, o estudo de Colla et al. (2007) destaca a avaliacdo da concentracdo de
nitrogénio e temperatura de cultivo sobre a taxa de crescimento, produtividade, teor de
proteinas, lipidios e compostos fendlicos na biomassa da microalga em questao; os
autores destacam que a temperatura possui uma importante influéncia no percentual de
proteina da biomassa contudo, a concentracdo de nitrogénio ndo apresenta efeito

significativo.
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Matsudo et al. (2009) estudou a influéncia dos parametros de fracao de corte,
tempo de alimentacéo de uréia e ciclos de cultivo no processo descontinuo de producéo
da Spirulina platensis, tendo como varidveis dependentes a concentracdo celular
maxima, a produtividade em células, composi¢ao proteica e lipidica da biomassa.

Rodrigues et al. (2011) estudaram os efeitos do tempo de alimentagdo por
amonio com e sem controle de pH pela adicédo de CO> no cultivo de Spirulina platensis,
determinando seu crescimento e a composi¢ao de sua biomassa. Ferreira et al. (2012)
investigaram a utilizacdo de CO, produzido pela fermentacdo de etanol e mistura de
duas diferentes fontes de nitrogénio (NaNO3 e (NH4),SO,) para o cultivo de Spirulina
platensis em um fotobiorreator, sendo os resultados avaliados em termos de
concentragdo maxima de células obtidas, produtividade celular e composicdo da
biomassa em relacéo a proteinas e lipidios.

Coca et al. (2015), avaliaram a producédo de Spirulina platensis em um meio
mineral suplementado com diferentes teores de vinhaca de beterraba, tempos de
cultivo, intensidade de luz e composicdo do meio de cultura padrédo (composto por
NaHCO3;, Na,CO3; K;HPO,4, NaNO;, K,SO4, NaCl, MgSO,4 e CacCl,), assim obtiveram
informacOes sobre a interferéncia deste meio de cultivo na sua concentracdo de
proteinas e na produtividade em relacao a biomassa.

Salla et al. (2016), estudaram condicbes para aumentar o percentual de
carboidratos da biomassa de Spirulina platensis com a utilizacdo de residuos da
extracdo de proteinas de soro de leite o qual apresenta alto conteddo de lactose e baixo
de proteinas; este processo possibilitou um acréscimo na produtividade de carboidratos
da biomassa para 60 mg.L.d?, contudo reduziu o percentual de proteinas da

biomassa.
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3.4 PROTEINAS DE Spirulina platensis

As diversas funcBes biologicas desempenhadas pelas proteinas ndo seriam
possiveis sem a complexidade de sua composicao, resultando em diferentes formas
estruturais  tridimensionais, com diferentes funcdes (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

A maior parte das proteinas consumidas pelos seres humanos € de origem
animal e vegetal, sendo o0 restante destacadas como fontes proteicas nao
convencionais, as quais podem ser obtidas de microrganismos cultivados em meios de
cultivo variados (BOBBIO; BOBBIO, 2001).

A Spirulina platensis é uma das mais ricas fontes proteicas de origem microbiana
(46 a 63%) (BECKER, 2007), com concentracao superior a das carnes (16 a 22%) e da
soja (cerca de 30%) (ORDONEZ et al., 2005; JUNG et al., 2003). Somado a isto, este
microrganismo apresenta conteludo balanceado de aminoéacidos, contendo inclusive
metionina, aminoacido ausente na maioria das outras microalgas (ROMERO GARCIA;
ACIEN FERNANDEZ; FERNADEZ SEVILLA, 2012).

Além das proteinas convencionais, a Spirulina platensis também contém
percentuais de ficobiliproteinas, que sdo pigmentos coloridos os quais funcionam como
um receptor de luz para a fotossintese, sendo sua estrutura constituida por cromoéforos
ligados a residuos de cisteina de uma apoenzima; as ficobiliproteinas de microalgas
sao classificadas em trés grupos: ficoeritrina, aloficocianina e ficocianina (SANTIAGO-
SANTOS et al. 2004).

A ficocianina € comumente aplicada na industria de alimentos e de cosméticos
como um corante natural, devido a sua coloracdo azulada, sendo que tem sido
observado que este biopigmento também pode apresentar atividade anti-inflamatoria,
antioxidante e propriedades contra canceres (VONSHAK, 1997; REDDY et al., 2003;
SOUZA et al., 2006); a Spirulina platensis é uma excelente fonte deste pigmento, onde

sua fracao proteica podendo conter cerca de 20% de ficocianina (SU et al., 2014).
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Além disso, as proteinas de Spirulina platensis podem ser hidrolisadas a
peptideos bioativos que tem recebido muita atencdo devido aos seus beneficios na
area de saude e sua atividade bioldgica (VO; RYU; KIM, 2013), podendo apresentar
atividades antioxidante, anti-hipertensiva, antiviral contra o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), antiproliferativo, anticoagulante, anti-diabética e antiobesidade
(BETORET et al., 2011; RAJANBABU; CHEN, 2011; NAJAFIAN; BABJI, 2012). Assim,
estes peptideos podem atuar como uma valiosa fonte para o desenvolvimento de
produtos alimenticios e farmacéuticos (NGO et al., 2012).

As proteinas de Spirulina platensis apresentam avaliacées nutricionais que
revelam alta qualidade, comparavel as proteinas vegetais, sendo uma fonte promissora
de proteinas; no entanto, devido ao alto custo de producdo, além de dificuldades
referentes as suas caracteristicas sensoriais, atualmente sua maior aplicacdo é em
cosmeticos ou alimentacdo animal (BECKER, 2007).

Consequentemente, nos ultimos anos foram poucos os estudos referentes a
caracterizacdo da fracdo proteica total desta microalga, podendo-se destacar a
pesquisa de Chronakis et al. (2000) que ao obterem o concentrado proteico de Spirulina
platensis strain Pacifica, determinaram seu conteudo proteico (67,9%) e de acordo com
a andlise de eletroforese, conseguiram determinar o seu peso molecular que variou
entre 14,4 a 116 kDa, sendo que a banda com maior evidéncia foi observada entre 20,1
a 43 kDa.

3.4.1 Composicdo em Aminoacidos

Todas as proteinas sao constituidas pelos mesmos 21 aminoacidos primarios,
contudo, algumas proteinas podem carecer de um ou mais destes aminodcidos. As
diferencas estruturais e funcionais das proteinas sdo determinadas, principalmente,
pela sequéncia de aminodacidos, que se unem através de ligacdes amida, para formar
sua molécula (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Além disso, a presenca e a
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guantidade de aminoacidos representam um fator de qualidade das proteinas
(MISURCOVA et al., 2014).

Estudos comprovam que a Spirulina platensis contém alguns aminoacidos
essenciais nas propor¢des recomendadas pela FAO (Organizacdo das Nacgdes Unidas
para Agricultura e Alimentagdo) (BECKER, 2007), podendo ser comparada com
proteinas padres como as da carne, ovos ou leite e, muitas vezes podendo conter
qualidade superior as proteinas vegetais (HABBIB, 2008). Na Tabela 3.3 estédo
apresentados os padrdes ideias de aminoacidos essenciais em proteinas (proteina de
referéncia) para faixa etaria de 1 a 2 anos (WHO; FAO; UNU, 2007), sendo este o
padrdo para todos os grupos etarios, exceto para bebés (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

Tabela 3.3 — Valores diarios recomendados para ingestdo de aminoacidos essenciais (criangas de 1 a 2
anos).

Aminoécidos mg . g~ de proteina
Lisina (Lys) 52,0
Leucina (Leu) 63,0
Isoleucina (lle) 31,0
Valina (Val) 42,0
Treonina (Thr) 27,0
Histidina (His) 18,0
Fenilanina (Phe) + Tirosina (Tyr) 46,0
Triptofano (Trp) 7,4
Metionina (Met) + Cisteina (Cys) 26,0

Fonte: WHO; FAO; UNU, 2007.

A Tabela 3.4 apresenta diferentes estudos, nos quais 0s autores avaliaram 0s
valores individuais dos aminoacidos essenciais e ndo essenciais na biomassa e no
extrato proteico de Spirulina platensis. Os autores indicados destacam que as proteinas
de Spirulina platensis possuem uma composi¢do balanceada de aminoacidos, com

concentragfes proximas as requeridas pela FAO; sendo que a quantidade de
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aminoacidos em microalgas pode ser afetada pela sua forma de cultivo (CAMPANELLA;

GRESCENTINI; AVINO, 1999; HABIB et al., 2008; SAFI et al., 2013).

Tabela 3.4 - Contetdo de aminoacidos presente na Spirulina platensis conforme Campanella,
Grescentini e Avino (1999), Habib et al. (2008) e Safi et al. (2013).

Teor de aminoécidos (mg . g~ de proteina)*

AminoAcidos Campane-:ll-a, Habib etzal. Safi et (;1|. Safi et i\l.
Grescentini e (2008) (2013) (2013)
Avino (1999)"

Lisina (Lys) 35,0+ 3,0 46,0 + 0,7 51,0 £ 6,2 53,9+0,1
Leucina (Leu) 56,0 + 5,0 84,0+1,3 70,2 +0,2 80,2 +0,2
Isoleucina (lle) 41,0+1,0 39,0+ 1,0 1,2+0,1 1,2+0,1
Valina (Val) 54,0 + 3,0 40,0+ 0,6 28,6 + 0,2 36,6 £1,5
Treonina (Thr) 30,0 + 3,0 34,0+0,6 61,6 +1,0 55,4 + 0,4
Histidina (His) 6,0+ 1,0 28,0+ 0,6 9,0+0,1 7,3+0,1
Fenilanina (Phe) 29,0+ 2,0 41,0+0,8 48,2 +0,4 42,6+0,1
Triptofano (Trp) 10,0 £1,0 20,0£0,5 12,2+0,1 10,7+0,1
Metionina (Met) 16,0+ 1,0 28,0+£0,5 17,2+0,2 1718 £0,1
Cisteina (Cys) 50+0,0 6,0+0,3 1,8+0,2 20+0,1
Acido Aspartico (Asp) 64,0 +5,0 540+1,1 118,2+1,1 97,0+0,2
Acido Glutamico (Glu) 89,0+7,0 70,0+1,4 105,0+ 0,9 116,5+ 0,2
Serina (Ser) 23,0+£2,0 38,0+£0,6 68,5+ 0,2 72,5+0,3
Prolina (Pro) 22,0+£2,0 41,0+0,5 19,5+0,5 18,6 + 0,8
Glicina (Gly) 39,0+£1,0 67,0+£1,0 776+0,1 84,2+0,2
Alanina (Ala) 51,0+£1,0 108,0+1,4 99,1+0,8 109,4+0,2
Tirosina (Tyr) 30,0+£1,0 34,0+£1,0 48,3+ 0,5 43,3+0,1
Arginina (Arg) 40+1,0 49,0+ 0,7 76,9 +£0,7 68,4+0,1

*Médias + erro padrao.

! pilulas de Spirulina platensis originarias de Cuba.

% biomassa de Spirulina platensis.

% extrato proteico de Spirulina platensis.
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3.4.2 Funcionalidade Tecnologica

A funcionalidade de proteinas estd relacionada, geralmente, com as
propriedades fisico-quimicas deste nutriente, que podem afetar o processamento e a
qualidade de produtos alimenticios, influenciando na sua aceitacdo. Entre as
propriedades funcionais tecnolégicas das proteinas se destacam a solubilidade,
gelificacdo, propriedades espumantes e emulsificantes, capacidade de absorgéo de
agua e de 6leo, entre outras (KINSELLA; MELACHOURIS, 1976; SGARBIERI, 1996).
Estas propriedades dependem da interacdo da agua com 0s outros constituintes, em
especial com a proteina (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

A capacidade espumante de uma proteina esta relacionada com a habilidade de
formar uma fina e resistente pelicula na interface gas-liquido, possibilitando que bolhas
de gas sejam incorporadas e estabilizadas nesta interface; ja a sua estabilidade refere-
se a competéncia da proteina em estabilizar a espuma contra as tensdes mecanicas e
gravitacionais (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). A habilidade da proteina em
formar e estabilizar emulsbes é incontestavel em muitas aplicacdes na industria de
alimentos (massas de bolos, maionese, molhos para salada, sobremesas geladas, etc.),
sendo necessaria, principalmente, devido as diferentes formulacdes e condi¢cdes de
producédo as quais os alimentos sdo submetidos (KINSELLA, 1979).

Neste contexto, a escolha alimentar dos seres humanos esta relacionada com os
atributos sensoriais dos alimentos, a citar a textura, sabor, cor e aparéncia, 0s quais
podem ser afetados pelas proteinas dos alimentos, mais especificamente pelas suas
propriedades funcionais (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). No entanto, as
propriedades funcionais das proteinas de Spirulina platensis ainda sao pouco
estudadas. Anusuya Devi e Vankataraman (1984) determinaram algumas propriedades
funcionais da biomassa e do concentrado proteico de Spirulina platensis, comparando-
as com proteina de soja; destacaram que tanto a biomassa como o concentrado
apresentaram valores inferiores de capacidade de absorcdo de agua e superiores de

capacidade de absorcao de 6leo ao comparar com a proteina de soja.
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Nirmala, Prakash e Venkararaman (1992), destacam que a solubilidade maxima
de proteinas de Spirulina platensis ocorre em intervalos de pH entre 8 a 10. Benelhad]
et al. (2016), avaliaram um isolado proteico Spirulina platensis e, também encontraram
maior solubilidade em pH 10, sendo a solubilidade minima encontrada em pH 3, o qual
corresponde ao ponto isoelétrico da proteina avaliada (CHRONAKIS et al., 2000).

Chronakis (2001) menciona sobre o efeito da temperatura e do pH na
viscosidade do concentrado proteico obtido a partir de Spirulina platensis; o autor
observa que viscosidades menores ocorrem em suspensdes do concentrado proteico
em pH préximo a 9,0, devido ao aumento da solubilidade desta proteina. Ainda, o autor
destaca que o concentrado proteico pode formar géis durante o aguecimento a 90°C,
subsequente ao resfriamento em temperatura ambiente 0 que proporciona 0 aumento
na rede elastica do gel.

Da mesma forma, capacidades emulsificantes e espumantes das proteinas de
Spirulina platensis também estdo relacionadas com a sua solubilidade. Ao estudar a
capacidade emulsificante do isolado proteico de Spirulina platensis, Benelhadj et al.
(2016) verificaram que em pH proximo ao ponto isoelétrico, ocorreu uma menor
solubilidade das proteinas, com a reducdo da formacdo da interface Oleo/agua com a
rede proteica, diminuindo a capacidade de formacdo de emulsdo. Além disso, 0s
mesmos autores observaram que a capacidade de formacdo de espuma também
depende do pH, sendo que o valor maximo desta propriedade ocorreu em pH 10,
resultante, principalmente, pelo aumento da carga liquida das proteinas que reduz as
interacdes hidrofébicas permitindo uma maior flexibilidade da proteina.

Conforme os estudos citados torna-se evidente que as propriedades funcionais
das proteinas de Spirulina platensis sdo importantes do ponto de vista tecnolégico
podendo ser aplicada como ingredientes alimentares, contribuindo com o
processamento e caracteristicas funcionais de diferentes alimentos.

Entretanto, como ndo existem metodologias oficiais para determinacdo das
propriedades funcionais de proteinas, existem algumas divergéncias nos procedimentos
analiticos. Na Tabela 3.5 estdo descritos alguns trabalhos que apresentam variacdes

nas metodologias utilizadas para as andlises de Capacidade de Absorcdo de Agua
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(CAsgua), Capacidade de Formacdo de Espuma (CFespuma), Estabilidade de Espuma
(Eespuma), Capacidade de Formagédo de Emulséo (CFemuisao) € Estabilidade de Emulséo
(Eemuisao) €m proteinas de Spirulina platensis, de soro de leite e semente de gergelim.
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Tabela 3.5 - Divergéncias em metodologias utilizadas para determina¢éo de CAsgua, CFespuma, Eespumar CFemuisao € Eemuisao €M proteinas.

Funcionalidade

Tecnologica

Metodologias

Anusuya Devi e

Venkataraman, 1984.

Patel e Kilara, 1990.

Cano-Medina et al., 2011.

Benelhadj et al., 2016.

CAég ua

16,7%

proteico

de concentrado
obtido da
biomassa de Spirulina

platensis sem controle de

Nao Avaliado.

Nao Avaliado.

1,0% de isolado proteico obtido da
biomassa de Spirulina platensis em

pH ajustado para 3, 7 e 10.

CI:espuma

pH.
3,0% de biomassa
desengordurada de

Spirulina platensis em pH

ajustado para 2 a 10.

5,0% de proteina de soro
de leite em pH ajustado

para 7.

0,5, 2,0, 3,0 e 4,5% de concentrado
proteico de semente de gergelim
em pH ajustado para 2,0, 5,0, 7,0,
8,5e 10,0

1,0% de isolado proteico obtido da
biomassa de Spirulina platensis em

pH ajustado para 2 a 10.

Eespuma

3,0% de

desengordurada de

biomassa

Spirulina platensis sem

controle de pH.

5,0% de proteina de soro
de leite em pH ajustado

para 7.

0,5, 2,0, 3,0 e 4,5% de concentrado
proteico de semente de gergelim
em pH ajustado para 2,0, 5,0, 7,0,
8,5e 10,0

1,0% de isolado proteico obtido da
biomassa de Spirulina platensis em

pH ajustado para 3, 7 e 10.

CFemulsé\o

5,2% de isolado proteico
obtido da biomassa de
Spirulina platensis em pH

ajustado para 2 a 10.

2,0% de proteina de soro
de leite em pH ajustado

para 7.

2,5, 5,0 e 7,5% de concentrado
proteico de semente de gergelim

em pH ajustado para 4,5, 7,0 e 9,5.

11,1% de isolado proteico obtido da
biomassa de Spirulina platensis em

pH ajustado para 2 a 10.

Eemulséo

Nao avaliado.

2,0% de proteina de soro
de leite em pH ajustado

para 7.

2,5, 50 e 7,5% de concentrado
proteico de semente de gergelim

em pH ajustado para 4,5, 7,0 e 9,5.

11,1% de isolado proteico obtido da
biomassa de Spirulina platensis em

pH ajustado para 3, 7 e 10.

33



3.5 APLICACOES DA Spirulina platensis

O uso de Spirulina fornece beneficios a salde humana devido a sua
composicdo quimica (LEON, 2010). Neste contexto, existem muitas empresas que
estdo produzindo Spirulina como suplemento alimentar, sendo vendidos em lojas de
alimentos naturais em todo o mundo (BELAY et al., 1993). O uso de capsulas desta
microalga pode promover beneficios como a melhora da constipacdo
gastrointestinal, auxiliar no emagrecimento (causando a reducdo da absor¢céo e do
armazenamento de gordura, além de acelerar a taxa metabdlica da gordura no
organismo humano) e auxiliar a circulagdo sanguinea (EL-TANTAWY, 2015).

Desta forma, a Spirulina platensis € comercializada como um alimento
natural ou suplemento alimentar, sendo disponibilizada em p6, tabletes, extratos ou
capsulas. Também pode ser adicionadas em doces, massas, bebidas, entre outros
alimentos, como suplemento nutricional ou como corante natural (SOLETTO et al.,
2005; DERNER, 2006).

A ficocianina, uma ficobiliproteina, € o principal pigmento da Spirulina
platensis, podendo ser utilizada como corante natural em indastrias de alimentos e
cosméticos, produzindo uma coloracdo azulada (SANTIAGO-SANTOS et al., 2004).
Sua aplicacdo na industria farmacéutica também se deve a sua capacidade
antioxidante, anti-inflamatoria, atividade hepatoprotetora e eliminacdo de radicais
livres (XIE et al., 2015). A capacidade antioxidante da ficocianina esta relacionada
também com os demais pigmentos presentes na Spirulina platensis, entre eles,
carotenodides e xantofila (BERMEJO; PINERO; VILLAR, 2008).

A Spirulina platensis pode produzir um grande namero de compostos com
valor agregado, tais como os acidos graxos essenciais, linoleico e y-linolénico,
presentes na fracdo lipidica desta microalga (CHAIKLAHAN et al., 2008). Desta
forma, os acidos graxos poli-insaturados obtidos a partir da Spirulina podem ser
adicionados a alimentos para criancas e lactentes, suplementos alimentares e
cosméticos (SPOLAORE et al., 2006).

Ao tratar de cosméticos, algumas espécies de microalgas sdo destacadas no
mercado, sendo as principais Spirulina e Chlorella; extratos destas microalgas
podem ser encontrados em produtos para cuidados de rosto e pele, por exemplo,
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cremes anti-idade e rejuvenescedores, também sdo aplicados em protetores solares
e produtos para o cabelo (SPOLAORE et al., 2006; STOLZ; OBERMAYER, 2005).
Um exemplo de um produto obtido a partir de Spirulina comercialmente disponivel
com suas propriedades destacadas pela empresa produtora é o Protulines da
Exymol SAM (Mbnaco) que é produzido a partir de proteinas de Spirulina (S.
platensis ou S. maxima) (SPOLAORE et al., 2006).

Além da aplicagdo no consumo e uso humano, varios trabalhos indicam a
aplicabilidade de Spirulina platensis na area ambiental, incluindo remocdo da
matéria organica e metais téxicos de efluentes, producdo de biocombustiveis,
biofixagdo de CO; entre outros (SCHMITZ; MAGRO; COLLA, 2012). Mezzomo et al.
(2010), avaliaram o cultivo de Spirulina platensis em efluente de suino e verificaram
a remocao de DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) e fésforo, sendo destacado
como uma solucéo para o impacto ambiental gerado pela descarga de efluentes em
fontes naturais; o0 mesmo estudo também indica o uso da biomassa produzida em
racdes animais. Al-Homaidan et al. (2014) estudaram a importancia de Spirulina
platensis quando utilizada como biossorvente para remocao de cobre a partir de
solucdes aquosas, ao expor a cianobactéria sob diferentes condicdes, envolvendo
variagbes nas concentracbes de cobre, pH, tempo de contato, temperatura e
concentracdo de biomassa seca, conseguiram remover cerca de 90,6% dos ions de
cobre em solucéo.

Ainda no contexto ambiental, Radmann et al. (2011) observaram que o0 uso
do gas de combustdo proveniente de uma usina termoelétrica incrementa a
producéo de biomassa no cultivo de Spirulina platensis e diminui a concentracéo de
CO; no géas de combustéo.

De acordo com Zhu et al. (2014), as microalgas apresentam grande
potencial como matéria-prima para a producdo de bioetanol, embora haja limitada
literatura relacionada ao assunto. Na obtencdo de bioetanol a partir de biomassa
microalgal, os carboidratos sédo hidrolisados enzimaticamente para conversdo em
carboidratos simples e posteriormente fermentados por Saccharomyces cerevisiae
ou outras leveduras alcooleiras (VARFOLOMEEV; WASSERMAN, 2011). De acordo
com Becker (2007), a microalga Spirulina platensis pode acumular entre 8,0 e 14,0%
de carboidratos (base seca), com rendimento tedrico em etanol de 40 — 70 g/Kg de
biomassa.
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3.6 TECNICAS DE EXTRACAO DE PROTEINAS DE MICROALGAS

A etapa de extracdo dos compostos de interesse a partir de microalgas
representa um dos principais limitantes para a producdo de biocompostos em larga
escala (RASHID; REHMAN; HAN, 2013). Além disso, sua exploracdo adequada
permite viabilizar a sua aplicagdo no conceito de Biorrefinarias Integradas.

Neste contexto, para que seja possivel acessar esses componentes, métodos
como dissolucdo da célula em meio alcalino, uso de solventes organicos para
extracdo, técnicas de choque térmico (congelamento-descongelamento) ou
aplicacdo de ondas ultrass6nicas tem se mostrado eficientes (SCHWENZFEIER;
WIERENGA; GRUPPEN, 2011). Além disso, liquidos idnicos, representados por sais
liquidos a temperatura ambiente, de baixo ponto de fusdo (abaixo de 100°C) tem
recebido bastante atencdo nos processos de separacdo de materiais bioativos de
plantas, incluindo proteinas (TANG et al., 2012). Contudo, a aplicacdo desta
ferramenta para extracdo de componentes ainda possui controvérsias, sendo que
sua elevada viscosidade pode afetar negativamente no processo de transferéncia de
massa e energia (MARSH; BOXALL; LICHTENTHALER, 2004).

Outras formas de promover a ruptura da parede celular de microalgas,
anteriormente a extracdo de proteinas, envolvem técnicas utilizando acdo mecanica
(como alta pressdo, homogeneizadores, agitadores, etc.), tratamentos quimicos e/ou
enzimaticos (SARI; BRUINS; SANDERS, 2013); extracdes por fluidos supercriticos,
também, tém recebido maiores atencbes como uma forma alternativa de extracao,
sendo que esta técnica é responsavel por promover alta velocidade e eficiéncia de
extracdo, onde o meio extrator € um gas (MENDIOLA et al., 2007).

Além disso, tecnologias de campo elétrico pulsado sdo reconhecidas como
uma ferramenta eficiente para extracdo de proteinas citoplasmaticas, ndo afetando
sua integridade. Esta técnica proporciona o aumento na permeabilidade da
membrana celular causado pela aplicacdo de pulsos elétricos curtos, sem utilizar
altas temperaturas (COUSTETS et al., 2015).

ApOs a ruptura da célula é necessério a concentragdo da fracdo proteica, que
na maioria das vezes é realizada baseada no ponto isoelétrico das proteinas, porém,
igualmente, isto pode ocorrer de maneira distinta, como a aplicacéo de ultrafiltracdo
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tangencial (URSU et al., 2014). Chronakis et al. (2000) sugere que a precipitacao
das proteinas extraidas de Spirulina platensis seja realizada através do ajuste do pH
para o ponto isoelétrico das proteinas desta microalga (3,0), seguindo por
centrifugacéo e neutralizacdo. A Tabela 3.6 descreve alguns estudos de extragéo de
proteinas de microalgas por meio da aplicacdo de técnicas distintas de extragao.
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Tabela 3.6 — Estudos com aplicacdes de diferentes técnicas de extracdo de proteinas de microalgas.

Microalga Técnicas de extragéo Performance Autor
Chlorella pyrenoidosa Liquido I6nico; 12,1% de proteinas extraidas pelo método Liquido 16nico; Wang e
Congelamento-Descongelamento; 3,2% pelo método Congelamento-Descongelamento; Zhang, 2012
Ultrassom,; 16% através do uso de ondas ultrassonicas;
Combinacédo de Congelamento- 22,9% pela combinacao dos métodos Congelamento-Descongelamento
Descongelamento e Ultrassom; e ultrassom;
Baixa Temperatura com Alta Presséo. 45,8% pelo método de baixa temperatura com alta pressao.
Scenedesmus almeriensis Aquecimento; A agitacdo (35 min) aumentou a hidrélise de 13 a 50%; Romero

Agitacdo mecénica;

Hidrélise enzimatica.

O aquecimento (80°C por 12 min) resultou em 30% de hidrélise;
A combinagéo dos dois métodos resultou em 50% de hidrélise, portanto,
o0 tratamento térmico foi descartado;

O rendimento de amino&cidos obtido foi de 60%.

Garcia, Acién
Fernandez e
Fernandez

Sevilla, 2012

Palmaria palmata

Choque osmético;

Dos trés métodos avaliados, a extracdo enzimatica foi a mais

Harnedy e

Agitacdo mecanica; promissora (11,57%), recuperando 67% das proteinas totais; Fitzgerald,
Tratamento com Enzima Polisacaridase. Choque osmdtico e agitacdo extrairam 6,77 e 6,92%, respectivamente. 2013

Chlorella vulgaris Alta pressdo Hidrostatica (pH 7,0 e 12,0) Ponto Isoelétrico: 76,0 e 57,0% de rendimento de extracdo de proteina, Ursu et al.,
com duas técnicas de precipitacdo das nos pHs 12,0 e 7,0, respectivamente; 2014

proteinas: Ponto Isoelétrico e Ultrafiltracédo

Tangencial.

Ultrafiltrac@o Tangencial: 87,0 e 95,0% conforme os pHs 12,0 e 7,0.

Spirulina platensis;
Chlorella vulgaris;
Haematococcus pluvialis;
Rhodophyta
cruentum;

Nannochloropsis oculata.

Alta presséo Hidrostatica;
Ultrassom;

Agitacdo mecénica;

Porphyridium  Tratamento quimico.

A técnica de alta pressao hidrostatica foi a que apresentou maiores
percentuais de recuperacdo de proteinas das microalgas avaliadas,
sendo a agitacdo mecénica a que promoveu menor recuperacao;

Da mesma forma, para a S. platensis, a alta pressdo hidrostatica obteve
maior recuperacao (78%), seguindo para o método quimico (53,4%),

ultrassom (47,1%) e, com menor percentual agitacdo mecéanica (35%).

Safi et al,
2014
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3.6.1 Uso de Ultrassom para Extracao de Proteinas de Microalgas

Entre as técnicas de extracdo de compostos de interesse, o uso de ondas
ultrassénicas oferece diversos beneficios, sendo uma eficiente alternativa para técnicas
convencionais (HOSSAIN et al., 2012). Esta técnica de extracao é aplicada ha anos,
principalmente nas areas médicas e quimicas. Contudo, sua utilizacdo como ferramenta
para extracdo de componentes importantes para indastria de alimentos é
consideravelmente nova (VILKHU et al., 2008).

Em processos de extracdo de compostos de microalgas, a irradiacao
ultrassonica é responsavel por auxiliar na ruptura celular e na reducédo do tamanho das
particulas da microalga para melhor liberacdo do contetudo celular; além disso, o
tratamento ultrassénico também pode melhorar a eficiéncia dos processos de extracao
de proteinas posteriores a lise celular (LUO; FANG; SMITH, 2014).

O aprimoramento obtido por meio do ultrassom é atribuido principalmente para o
efeito de cavitacdo acustica produzida no solvente pela passagem de uma onda
ultrassom. O ultrassom também oferece um efeito mecéanico que permite uma maior
penetracdo do solvente na matriz de amostra, aumentando a area de superficie de
contato entre a fase solida e liquida, e como resultado, o soluto mais rapidamente
difunde a partir da fase sdlida no solvente (HOSSAIN et al., 2012).

Como vantagens desta técnica, pode-se destacar a possibilidade de reducédo do
tempo de trabalho, aumento da seguranca do processo, sendo que a extracdo pode ser
realizada a temperatura ambiente, suprimindo a necessidade de aquecimento de
solventes (GOGATE; KABADI, 2009). Do mesmo modo, o uso de ondas ultrassdnicas
permite a reducdo do volume de solventes utilizados, obtencdo de uma mistura mais
homogénea, emprego de equipamentos menores e maior controle do processo
(CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011). Esta técnica também possui potencial para
alcancar, simultaneamente, a extracdo de determinada substancia e a sua

encapsulacdo com um material encapsulante disperso no fluido de extracdo contendo
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radicais hidroxilas que irdo iniciar a ligacdo covalente e a formacdo de microesferas.
(VILKHU et al., 2008).

Os efeitos mecanicos do ultrassom proporcionam maior penetracdo do solvente
nos materiais celulares e melhoram a transferéncia de massa, devido aos efeitos de
microstreaming (GOGATE; KABADI, 2009) causado por cavitacdo simétrica que cria
ondas de choque que se propagam ao circundante soélido causando turbuléncia
microscopica e/ou afinamento da pelicula de sodlido-liquido (HAGENSON;
DORAISWAMY, 1998).

A aplicacdo desta técnica de extracdo em larga escala pode atingir ganhos em
taxa e eficiéncia de extracdo, representando beneficios econémicos. Além disso, outras
vantagens de aplicagao do ultrassom na industria incluem: possibilidade de extracao de
componentes sem a utilizacdo de solventes, ou seja, oportunidade de extracdo em
produtos onde ndo podem ser adicionados solventes quimicos (exemplo: processo de
producéo de sucos concentrados) (VILKHU et al., 2008).

Por outro lado, algumas desvantagens da utilizacdo de ondas ultrassénicas nos
processos de extracdo estdo relacionadas com a dificuldade de renovacao do solvente
durante o processo e a necessidade de separacao e lavagem apos a extracdo, o que
pode promover perda e/ou contaminacdo do extrato (LUQUE-GARCIA; LUQUE DE
CASTRO, 2003), e pelo fato do tamanho das particulas ser um fator critico, interferindo
na eficiéncia da técnica (FILGUEIRAS et al., 2000). Além disso, ao se tratar do uso de
banhos de ultrassom, se destacam duas principais desvantagens: falta de uniformidade
na distribuicdo de energia e reducdo de energia com o tempo, de modo que a energia
fornecida para o banho pode ser desperdicada (LUQUE-GARCIA; LUQUE DE
CASTRO, 2003).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA E REAGENTES

A biomassa inativa da microalga Spirulina platensis LEB 52 (COSTA et al.,
2000) foi obtida a partir de cultivos realizados em planta piloto localizada na cidade de
Santa Vitéria do Palmar - RS, em tanques abertos de 12.000 L do tipo raceways,
cedidas pelo Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG). Todos os reagentes utilizados possuiam pureza analitica, sendo de

procedéncias comerciais distintas.

4.2 EXTRACAO DE LIPIDIOS

Primeiramente, a biomassa foi submetida a extracéo de lipidios, visto que estes
podem ser utilizados como fontes de &cidos graxos poli-insaturados (industria
farmacéutica, cosméticos e alimentos), para posterior extracdo de proteinas e
carboidratos. Sendo assim, a biomassa foi desengordurada em um sistema de extracao
tipo Soxhlet (AOAC, 1998) utilizando como solvente o hexano (50-60°C), sendo o
mesmo recuperado em rota-evaporador sob vacuo a 65°C (Fisatom, 802, Sado Paulo,

Brasil).
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4.3 OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO DE PROTEINAS E
CARBOIDRATOS DA BIOMASSA DESENGORDURADA DE Spirulina platensis

Para maximizar as condi¢cdes de extracdo de proteinas e carboidratos da
biomassa de Spirulina platensis, aplicou-se tratamento ultrassbnico associado ao
método fisico de agitacdo, em meio alcalino, a fim de proporcionar a ruptura da parede
celular, visto que estudos recentes consideram o rompimento celular como um dos
principais limitantes para extracdo de um componente especifico (RASHID; REHMAN;
HAN, 2013; SAFI et al., 2014). Além disso, de acordo com Chronakis et al. (2000), as
proteinas de Spirulina podem ser extraidas pela dissolu¢do da biomassa em pH alcalino
com solucdo de NaOH, sendo que a partir desta solugcdo as proteinas podem ser
facilmente separadas dos carboidratos por precipitacédo acida.

Inicialmente foi aplicado um PFF 272 (3 pontos centrais, total de 19 ensaios),
para a avaliacdo do efeito de 7 variaveis sobre o processo de extracdo de proteinas e
carboidratos, a citar: raz&o biomassa/agua (g.L™); pH do meio de extrac&do; temperatura
de extracdo (°C); tempo de exposicdo ao tratamento ultrassdnico (min); amplitude de
frequéncia do tratamento ultrassénico (%); velocidade de agitacdo mecanica (rpm);
tempo de agitacdo mecéanica (min). Os niveis reais e codificados das variaveis
estudadas no PFF estdo apresentados na Tabela 4.1.

Os ensaios foram conduzidos em béqueres de 100 mL com volume total de 60
mL. O procedimento de extracdo foi iniciado pela suspensdo da biomassa em agua
purificada e a correcdo do pH da suspensdo com solucdo de NaOH 2,0 mol.L?, de
acordo com o0s niveis propostos (Tabela 4.1). Posteriormente, a suspensao foi
submetida ao tratamento ultrassénico em banho de ultrassom (Elmasonic, P60H,
Alemanha) na frequéncia de 37 kHz, pelo tempo, temperatura e amplitude de
frequéncia propostos no delineamento. Por fim, a suspenséo foi submetida a agitacao
mecanica, realizada em banho-maria (Novatécnica, NT 245, Sdo Paulo, Brasil) com uso
de agitador mecanico (Fisatom, 713 D, Sao Paulo, Brasil), nas velocidades e tempos

também indicados pelo planejamento. A separacdo das fases foi realizada por
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centrifugacdo a 7493 x g a 25°C durante 15 min (Centrifuga Hettich Rotina, 420 R,
Alemanha).

Tabela 4.1 — Niveis reais e codificados das variaveis estudadas no PFF.

Variaveis Biomassa/ pH Temperatura Tempode Amplitudede Velocidade Tempo de

/ Niveis  Agua (g.L™) (°C) Ultrassom Frequéncia agitacéo agitacao
(min) (%) (rpm) (min)
-1 100 8,0 25,0 5,0 40 80 10
0 150 9,0 37,5 17,5 70 100 35
+1 200 10,0 50,0 30,0 100 120 60

A realizacdo do PFF permitiu a selecdo das variaveis estatisticamente
significativas em relacdo ao processo de extracdo de proteinas e carboidratos da
biomassa de Spirulina platensis. Com estas variaveis, foram realizados DCCRs
sequenciais objetivando-se a otimizacdo do processo de extracdo de proteinas e
carboidratos através da metodologia de superficie de resposta.

Do sobrenadante coletado nos planejamentos, o teor de proteinas totais foi
avaliado pelo método de Micro-Kjeldahl (AOAC, 1998); o fator de conversdo de
nitrogénio utilizado foi 6,25 (CHRONAKIS et al., 2000). O percentual de carboidratos foi
mensurado pelo método de Antrona (OSBORNE, 1986), utiizando como padrao
solucdo de sacarose 0,10 g.L" sendo que as absorbancias foram medidas em
espectrofotometro (PerkinElmer, UV-Vis Lambda XLS HP9 2FX, Estados Unidos) a 600
nm.

4.4 OBTENCAO DO CONCENTRADO PROTEICO

Ao definir a melhor condicdo de extracdo de proteinas e carboidratos, foi
realizada a etapa de precipitacdo de proteinas, para a separacdo da fase liquida
contendo os carboidratos. Para tal, os sobrenadantes coletados que apresentaram 0s
melhores contetdos de proteinas e carboidratos, de acordo com os resultados dos
planejamentos experimentais (Item 4.3), tiveram seu pH ajustado para 3,0 com HCI| 2,0
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mol.L™, considerado como o ponto isoelétrico das proteinas de Spirulina (CHRONAKIS
et al., 2000), e a solugdo foi deixada em repouso por 30 a 60 min em 10°C para
precipitacdo, seguida de centrifugacdo a 7493 x g (25°C) por 15 min (Centrifuga Hettich
Rotina, 420 R, Alemanha). O precipitado obtido (concentrado proteico) foi lavado trés
vezes com agua purificada e neutralizado (ajuste do pH para 7,0) com NaOH 2,0 mol.L"
! Por fim, a amostra foi congelada a -22°C e submetida a secagem em Liofilizador
(Labconco, FreeZone, Estados Unidos) em pressdo absoluta menor que 0,8 mBar,
temperatura de aquecimento de 40°C por 48 h, condi¢cdes definidas a partir de testes
preliminares em diferentes condi¢cdes de temperatura e tempo. A Figura 4.1 apresenta o
fluxograma para a obtencéo do concentrado proteico obtido a partir da biomassa de

Spirulina platensis.
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Biomassa de Spirulina platensis

Extracdo de Lipidios (Soxhlet, hexano, 50 - 60°C)

]
Lipidios

Biomassa Desengordurada
|

Extracdo de Proteinas e Carboidratos por tratamento

ultrassénico com agitacdo em meio alcalino

Centrifugacao para separagédo das fases (7493 x g,

25°C, 15 min)

Precipitado (P,) - Descarte

Sobrenadante (S;) - Extrato contendo
Carboidratos e Proteinas

Precipitagdo acida das Proteinas
(pH 3,0 com HCI 2,0 mol.L1)

Repouso por 30 a 60 min (10°C)

Centrifugacéo (7493 x g, 25°C, 15 min)

Precipitado (P,) - Proteinas Sobrenadante (S,) -
precipitadas Carboidratos em
Suspenséo

Trés lavagens com agua purificada seguindo por|
centrifugacdes (7493 x g, 25°C, 15 min)

Sobrenadantes
- Descarte

Precipitado (P3)

Neutralizagdo com NaOH 2,0 mol.Lt

Secagem em Liofilizador (40°C, 48 h)

Concentrado
Proteico

Figura 4.1 — Fluxograma do processo de extracdo e obtencdo do concentrado proteico da biomassa de

Spirulina platensis.
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4.4.1 Rendimento Global e Proteico

O rendimento global do processo de obtencédo do concentrado proteico obtido a
partir da biomassa de Spirulina platensis foi determinado conforme a Equacéao 4.1. A
pesagem das massas foi realizada em balanca analitica (Marte, AW220, Sao Paulo,
Brasil).

Massa cp

Rendimento Global (%) = e x 100 Equacéo 4.1

a Bp

Onde:
Massa ¢p:Massa do Concentrado Proteico de Spirulina platensis (g)

Massa pp. Massa da Biomassa Desengordurada de Spirulina platensis (g)

O rendimento proteico do concentrado obtido a partir da biomassa de Spirulina
platensis foi determinado conforme Selling et al. (2013) (Equacao 4.2). A pesagem das
massas foi realizada em balanca analitica (Marte, AW220, Sdo Paulo, Brasil) e o
percentual de proteinas foi determinado conforme o método de Micro-Kjeldahl (AOAC,
1998).

) __ (MassacpXPTcp)

Rendimento Proteico (% x 100 Equacéo 4.2

(Massagp XPTgp)

Onde:

Massa cp: Massa do Concentrado Proteico de Spirulina platensis (g)

Massa gp: Massa da Biomassa Desengordurada de Spirulina platensis (g)
PTcp: Proteina Total no Concentrado Proteico de Spirulina platensis (%) (bs)

PTgp: Proteina Total na Biomassa Desengordurada de Spirulina platensis (%) (bs)
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4.5 CARACTERIZACAO QUIMICA DO CONCENTRADO PROTEICO

4.5.1 Composicao Centesimal

O concentrado proteico e a biomassa de Spirulina platensis foram submetidos
as analises de composicao centesimal. O teor de nitrogénio total foi determinado pelo
método de Micro-Kjeldahl (AOAC, 1998), utilizando o fator de 6,25 para converter o teor
de nitrogénio em proteinas totais (CHRONAKIS et al., 2000). Além disso, foram
determinados os percentuais de umidade (Método 925.45b), cinzas (Método 923.03) e
extrato etéreo (Método 920.39) de acordo com os procedimentos e normas da AOAC
(1998); o teor de carboidratos totais foi obtido por diferenca conforme a Equacéo 4.3.

%Carb.= 100 — (% Umidade + %Proteinas + %Lipidios + %Cinzas) Equacdo 4.3

45.2 Analise de Cor

Os parametros de cor do concentrado proteico foram determinados por medida
instrumental utilizando o colorimetro Minolta® (Chroma Meter, CR400, Jap&o), com
esfera de integracdo e angulo de visao de 45°, ou seja, iluminacdo d/45 e iluminante D;
os valores de luminosidade L*, a* (componente vermelho-verde) e b* (componente
amarelo-azul) foram expressos no sistema de cor CIELAB (Commission International for
llumination). As medidas de cor foram realizadas na superficie da amostra do

concentrado proteico de Spirulina platensis, tomando trés pontos diferentes de leitura.
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4 5.3 Perfil de Aminoéacidos

A composicdo de aminoacidos totais foi realizada conforme os métodos de
White, Hart e Fry (1986) e Hagen, Frost e Augustin (1989), por cromatografia liquida de
alto desempenho com coluna de fase reversa. O triptofano foi determinado segundo a
metodologia de Spies (1967) utilizando o método enziméatico-espectrofotométrico. As
analises foram realizadas pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Centro de
Ciéncias e Qualidade de Alimentos.

O escore quimico foi calculado para cada aminoécido essencial do concentrado
proteico conforme a Equacédo 4.4 (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

mg de aminoacido . g de proteina teste ™!

escore quimico = Equacdo 4.4

mg do mesmo aminoacido . g de proteina de referéncia—1

4.5.4 Identificacdo de Parametros Espectrais

A analise da estrutura proteica do concentrado proteico de Spirulina platensis
foi realizada pela técnica de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR). O concentrado proteico liofilizado foi submetido a analise em um
espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (PerkinElmer, FT-IR
Spectrum 100S, Estados Unidos), acoplado com o acessoério de reflexdo total atenuada
(ATR), no intervalo de nimero de onda de 600-4000 cm™.

As estruturas secundarias das proteinas de Spirulina platensis foram avaliadas
por meio da deconvolucdo da regigio de interesse (1800—1500 cm™, correspondente &
regido da amida I), por meio da segunda derivativa e do curve-fitting (ajuste das curvas
por deconvolucdo espectral). Os picos foram ajustados e a area medida por funcbes

gaussianas tendo sido observados os centros e areas dos mesmos.
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4.6 FUNCIONALIDADE TECNOLOGICA DO CONCENTRADO PROTEICO

4.6.1 Solubilidade

O teor de proteinas soluveis foi determinado conforme Gléria e Regitano-d’Arce
(2000) e Morr et al. (1985), com modificagbes. Foram dispersos 0,2 g do concentrado
proteico em 40 mL de &gua destilada (m/v) e agitados em agitador magnético (Fisatom,
752A, Séo Paulo, Brasil) por 10 min. Em seguida, o pH foi ajustado em 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9 e 10, adicionando-se HCl 2,0 mol.L™* ou NaOH 2,0 mol.L™. Posteriormente, a
amostra foi transferida para tubos graduados tipo Falcon de 50 mL e centrifugada a
4097 x g (25°C) por 15 min (Cientec, CT 5000-R, Sao Paulo, Brasil). Da mesma forma,
foi elaborada uma amostra controle a qual ndo foi submetida ao ajuste de pH nem a
centrifugacdo. Os conteudos de proteinas dos sobrenadantes obtidos durante a
centrifugacédo e da solugcéo controle foram determinados de acordo com Lowry et al.
(1951) utilizando como padrdo solucdo de albumina 1,5 g.L* sendo que as
absorbancias foram medidas em espectrofotometro (PerkinElmer, UV-Vis Lambda XLS
HP9 2FX, Estados Unidos) a 730 nm. Os resultados foram expressos pelo percentual

de proteinas soluveis (PS) contido nas amostras (Equacéao 4.5).

Proteina solivel no sobrenadante (g.L™1)

PS (%) = x 100 Equacéo 4.5

Proteina solivel na solugio controle (g.L~1)
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4.6.2 Capacidade de Absorcdo de Agua (CAsqa), Capacidade de Formagdo de
Espuma (CFespuma), Estabilidade de Espuma (Eespuma), Capacidade de Formagéao
de Emulséo (CFemuisao) € Estabilidade de Emulséo (Eemulszo)

Com o intuito de otimizar as propriedades funcionais tecnolégicas (CAsgua,
CFespumas Eespuma, CFemuisao € Eemuisao) d0 concentrado proteico da biomassa de Spirulina
platensis, foi aplicado um DCCR 22 (3 pontos centrais, total de 11 ensaios), para a
avaliacdo de duas variaveis, a citar: pH e concentracdo de concentrado proteico (p/v)
(%). Esta estratégia foi utilizada devido as variagfes nas metodologias cientificas com
relacéo, principalmente, a concentracdo de concentrado proteico e, pelo fato do pH
interferir diretamente nas caracteristicas de funcionalidade tecnologica das proteinas
devido a repulsdo eletrostatica e hidratacdo dos residuos carregados das proteinas
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Além disso, a técnica permitiu avaliar
estas propriedades em diferentes condi¢des, ndo estudando somente um valor pontual
e possibilitando a avaliagdo de uma faixa mais ampla das variaveis que podem interferir
no processamento de alimentos. Os niveis reais e codificados das variaveis

independentes estudadas no DCCR estéo apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Niveis reais e codificados das varidveis estudadas no DCCR 2° para andlise das
propriedades de CAsgua, CFespuma: Eespuma: CFemuissto € Eemusao d0 concentrado proteico de Spirulina
platensis.

Variaveis / Concentrado
Niveis PH Proteico (%)
-1,