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RESUMO - O aumento no crescimento populacional e a desnutricdo em diversos paises
subdesenvolvidos tornam necessario buscar ¢ estudar novas alternativas de fontes proteicas. Neste
contexto, as microalgas vém se destacando por sua composi¢do e qualidade nutricional, com alto
contetido proteico. Dentre as algas, a Spirulina platensis ¢ uma fonte alternativa no aporte deste
nutriente, podendo ser comparada a proteinas animais e vegetais. Desta forma, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a purificagdo e recuperacao das proteinas de S. platensis ao utilizar sistema aquoso bifasico
(SAB) composto por polietileno glicol (PEG) e fosfato de sddio, variando as massas molares de PEG
(1500, 4000, 6000 ¢ 8000 Da). Os fatores de purificagdo variaram entre 0,83 a 1,52; a maxima
recuperagao proteica foi de 75,05%, utilizando 14% de fosfato de potassio e 15% de PEG de 1500 Da.
O SAB ¢ uma alternativa de baixo custo para recuperagdo/purificacao de proteinas de S. platensis.

ABSTRACT — The increase in population growth and malnutrition in several underdeveloped countries
makes it necessary to study and search for new alternatives for protein sources. In this context,
microalgae have stood out for their composition and nutritional quality, with high protein content.
Among microalgae, Spirulina platensis is an alternative source in the supply of this nutrient, which can
be compared to animal and vegetal proteins. Thus, the objective of this work was to evaluate the
purification and recovery of S. platensis proteins using an aqueous biphasic system (ABS) composed of
polyethylene glycol (PEG) and sodium phosphate, varying the molar weights of PEG (1500, 4000, 6000
and 8000 Da). Purification factors ranged from 0.83 to 1.52; the maximum protein recovery was 75.05%
using 14% potassium phosphate and 15% PEG of 1500 Da. SAB is a low-cost alternative for
recovery/purification of S. platensis proteins.

PALAVRAS-CHAVE: estratégia sequencial de planejamento de experimentos; proteinas de
microalgas; separacdo de proteinas.

KEYWORDS: microalgae proteins; separation of proteins; sequential strategy of experimental design.

1. INTRODUCAO

Entre os anos 60 ¢ 70 alguns pesquisadores comegaram a se preocupar com a falta de alimentos
devido ao crescimento exponencial da popula¢do (Matassa et al., 2016), foi nesta época que o cultivo
de microalgas foi inicializado, considerando-as uma fonte proteica alternativa (Roy, Pal, 2015). Entre
as microalgas, a Spirulina platensis vem recebendo grande atengdo, devido sua composigdo centesimal,
com 8-14% de carboidratos, 4-9 de lipidios e seu alto contetido proteico (46-63%) (Becker, 2007), que
pode ser comparado a carne (46-63%) e a soja (~40%) (Lupatini et al, 2017b).
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A extragdo e purificacdo de compostos de interesse de microalgas sdo fatores limitantes para
obté-los em larga escala, o que leva a necessidade de aplicacdo de técnicas eficazes ¢ de baixo custo.
Para tal, métodos de separagdo de proteinas como sistemas aquosos bifasicos (SAB) vém se destacando
pela sua facilidade, rapidez e baixo custo (Wu et al., 2014). O SAB envolve o isolamento do composto
de interesse a partir da concentragdo do mesmo em uma das suas fases (Leong et al., 2015), sendo
simples e com potencial de aumento de escala (Raja et al., 2011). Os principais componentes destes
sistemas sdo polimeros, sais e/ou solventes organicos (Leong et al., 2015). A efic4cia da particdo de
biomoléculas a partir deste método se deve pela possibilidade em manipular seus parametros, tais como
concentragdo dos seus componentes, pH e temperatura (Raja et al., 2011).

Entretanto, o SAB ainda ¢ pouco aplicado para purificagdo de proteinas de S. platensis, sendo
encontrado na literatura somente trabalhos envolvendo a purificacdo de ficobiliproteinas, tais como a
ficocianina. Antelo et al. (2015) estudaram o uso de SAB composto por fosfato de potassio e polietileno
glicol (PEG) para purificagdo de ficocianina de S. platensis e atingiram recuperacdo de 100%. Patil et
al. (2008) também estudaram a purificacdo de ficocianina aplicando SAB com diferentes sais e PEG,
sendo que o fosfato de potassio apresentou melhor recuperacdo e pureza do pigmento e pureza de

Ao considerar a necessidade do desenvolvimento de novas fontes proteicas para
suplementacdo nutricional e aplicacdo em diferentes tipos de alimentos, este estudo teve como objetivo
estudar a viabilidade da utilizacdo de SAB composto por PEG e fosfato de potassio para purificagdo de
proteinas de S. platensis, previamente extraidas por ondas ultrassonicas, empregando estratégia de
planejamento de experimentos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Extracao de proteinas da biomassa de S. platensis

A biomassa inativa da microalga S. platensis desidratada foi obtida comercialmente pela
Fazenda Tamandua (Santa Terezinha, Paraiba). A extracdo proteica foi realizada conforme Lupatini et
al. (2017a) com adaptagdes. A biomassa foi dissolvida em agua purificada (30 g.L ') e o pH foi ajustado
para 9,0 com NaOH 0,1 M. A suspensdo foi submetida ao tratamento ultrassonico em banho de
ultrassom (Unique, USC-1800A, Indaiatuba) na frequéncia de 40 kHz, amplitude de 90% por 35 min e,
em seguida a agitacdo mecanica (Fisatom, 712, Sdo Paulo) na velocidade de 100 rpm por 50 min, a 30
°C. Para separagao das fases realizou-se centrifugacdo (Biosystems, MPW-351R, Curitiba) a 7000 rpm,
25 °C por 15 min, e do sobrenadante foi obtido o extrato proteico de S. platensis (EPSp).

2.2. Recuperacio de proteinas de S. platensis

O EPSp foi submetido a ensaios de purificagdo proteica empregando SABs compostos por
fosfato de potassio e PEG em diferentes massas molares (1500, 4000, 6000 e 8000 Da), fixando o pH
em 9,0. No delineamento experimental empregou-se planejamentos fatoriais (PF) 2% (3 pontos centrais,
total de 7 ensaios) para a avaliacdo de duas varidveis sobre o processo de purificagdo de proteinas:
concentracdo de fosfato de potassio (%, m/m) e concentracao de PEG (%, m/m); para cada massa molar
de PEG foi desenvolvido um PF. Os niveis reais e codificados das variaveis estudadas nos PFs (Tabela
1) foram definidos os diagramas de fases construidos por Minami (1997). As concentragdes das solugdes
estoques, PEG e fosfato de potéssio, foram 50 e 40% (m/m), respectivamente.

Os ensaios foram conduzidos em tubos tipo falcon onde foram adicionadas as solugdes
estoques de PEG e fosfato de potassio, e em seguida o EPSp (20% da massa final do sistema). Os tubos
foram homogeneizados em vortex (Quimis, Q220B1, Diadema) e mantidos em repouso (15 min), e
posteriormente centrifugados (Biosystems, MPW-351R, Curitiba) por 20 min, 4000 rpm e 25 °C.

As fases topo e fundo foram separadas sendo que cada fase foi submetida a analise de
concentragdo de nitrogénio (g.L"), pelo método de oxidagdo por combustdo catalitica a 720 °C com
detecgdo por infravermelho (Shimadzu, TOC-VCSH, Japdo); para o calculo de proteina (g.L") levou-se
em consideragdo o fator geral de conversdo de nitrogénio (6,25). Os parametros de purificagdo, fator de
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purificacao (FP), recuperacdo (RE), razdo volume (Rv) e coeficiente de particdo (Kp) foram calculados
de acordo com Albertson (1986).

2.3 Analise estatistica

Os resultados foram tratados pela metodologia de planejamento de experimentos e pela analise
de variancia (ANOVA) com o auxilio do software Statistica 11.0 (Statsoft Inc., EUA) com 90% de nivel
de confianga.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a matriz do PF 22 (valores reais e codificados) das varidveis estudadas
com os SABs compostos por PEG e fosfato de potassio e as respostas dos fatores de purificagdo (FP,
RE, Kp e Rv). A maxima concentracdo de proteinas ocorreu nas fases topo (Kp > 1,0), indicando maior
solubilidade deste componente em solugdo composta por PEG.

Os maiores resultados ocorreram ao utilizar PEG 1500, atingindo 1,42 de FP (ensaio 4), e
75,05% de RE (ensaio 1). Em geral, o fracionamento das proteinas pode ser favorecido com PEG de
menor peso molar, pois em pesos molares mais altos (> 1500 Da), o volume livre da solugdo ¢é reduzido,
dificultando a solubilidade das proteinas-alvo na fase rica em polimero e devido ao mecanismo de
exclusdo molecular, leva as proteinas a migrarem a fase salina (Goja et al., 2013; Franco et al., 2005).

A particdo de proteinas utilizando SAB pode ser influenciada por diversos fatores, como:
massa molar e concentragdo do polimero, tipo e concentragdo do sal, pH, tamanho da proteina, entre
outros (Leong et al., 2015). O pH é uma variavel importante do processo, considerando-se a solubilidade
das proteinas (Franco et al., 2005), portanto este parametro foi fixado em 9,0 sendo um ponto de alta
solubilidade das proteinas de S. platensis. Entre os polimeros, o PEG vem sendo muito utilizado em
SAB devido sua caracteristica inerte e de carga neutra (Pereira et al., 2012).

A Figura 1 representa os graficos de Pareto com efeitos estimados das variaveis estudadas. Ao
mudar o nivel de -1 a +1, a concentracdo de fosfato de potassio (%) apresentou efeito positivo e
significativo (p<0,10) para FP, indicando que os maiores resultados de FP ocorrem em maiores
concentracdes de sal; isto ocorre devido ao salting-out das proteinas, que ao reduzir a solubilidade deste
componente na fase salina, favorece a migracdo para fase topo (Ng et al., 2018). Ja o efeito negativo
para a resposta RE (%) ¢ decorrente da reducéo de volume da fase topo consequéncia do aumento da
concentracdo salina (Xin-Ying et al., 2012), onde o sal se liga com as moléculas de agua devido a
solvatagdo dos ions (Franco et al., 2005), aumentando o volume da fase fundo. Muitas vezes, ao utilizar
SAB, a RE da proteina apresenta efeitos contrarios ao FP, quanto maior a pureza da proteina-alvo, menor
¢ sua recuperacao; isto ocorre devido a maior possibilidade de perdas junto aos contaminantes no
momento que se intensifica o processo de purificacdo (Antelo et al., 2015).

Em geral, o aumento da concentragdo do PEG favorece a parti¢dao das proteinas, aumentando
o Kp do sistema (Pereira et al., 2012). Contudo, valores intermediarios de PEG sdo mais aplicaveis,
garantindo uma adequada separacdo e purificacdo (Goja et al., 2013). Em altas concentracdes do
polimero, ocorre o aumento da viscosidade do sistema, dificultando a homogeneizagdo e,
consequentemente, a separagdo das fases (Pereira et al., 2012). Comportamento semelhante foi
observado por Antelo et al. (2015) que ao purificar ficocianina de S. platensis em SAB composto por
PEG 1500, 4000, 6000 e 8000 e fosfato de potassio, notaram efeitos positivos para FP em todas as
massas molares avaliadas e para RE (%), os resultados positivos ocorreram somente para 1500 e 6000.

A aplicacdo da metodologia de planejamento de experimentos permitiu a sele¢do das variaveis
estatisticamente significativas em relagdo ao processo de purificacdo de proteinas de S. platensis
utilizando SAB composto por PEG e fosfato de potassio, além de indicar qual massa molar de PEG ¢
adequada para o sistema. De forma geral, o SAB composto com PEG 1500 Da com maior concentragéo
de polimero e sal (25% de PEG e 20% de sal), apresentou melhores resultados de purificacdo com FP
de 1,52 ¢ RE de 56,35%.
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Tabelal — Matriz do PF 22 (valores reais e codificados) para purificagdo de proteinas de S.
platensis com SABs compostos por PEG (1500, 4000, 6000 e 8000) e fosfato de potassio com
as respostas de FP e RE (%) para as fases topo e, Rv e Kp dos sistemas.

SAB PEG 1500/fosfato de potéssio

Ensaio Variaveis independentes* Variaveis dependentes Rv Kp
Fosfato de potéssio (%) PEG 1500 (%) FP RE (%)
1 -1 (14) -1 (15) 1,11+0,02 7505+1,30 | 6,20 2,01
2 +1 (20) -1 (15) 1,47 +0,00 48,02+0,01 | 0,79 2,40
3 -1 (14) +1 (25) 1,14+0,00 6899+0,26 | 3,48 1,93
4 +1 (20) +1 (25) 152+0,03 56,35+1,06 | 0,89 341
5 0(17) 0 (20) 135+0,01 6259+059 | 1,57 2,05
6 0(17) 0 (20) 1,33+0,056 6294+257 | 1,56 2,19
7 0(17) 0 (20) 131+000 6288+0,04 | 1,69 189
SAB PEG 4000/fosfato de potéssio
Ensaio Variaveis independentes* Variaveis dependentes 12y Kp
Fosfato de potéssio (%) PEG 4000 (%) FP RE (%)
1 -1(12) -1 (15) 1,10+0,02 67,04+122 | 350 148
2 +1 (17) -1 (15) 1,25+0,06 3590+141 | 066 1,75
3 -1(11) +1 (25) 1,03+0,01 60,18+0,57 | 2,73 1,17
4 +1 (17) +1 (25) 1,14+0,01 37,80+0,31 | 0,77 1,54
5 0 (14) 0 (20) 1,15+0,01 43,04+137 | 0,95 152
6 0 (14) 0 (20) 1,11+0,02 42,40+0,83 | 0,95 1,38
7 0 (14) 0 (20) 116+0,01 4293+0,25 | 094 150
SAB PEG 6000/fosfato de potassio
Ensaio Variaveis independentes* Variaveis dependentes 12y Kp
Fosfato de potéassio (%) PEG 6000 (%) FP RE (%)
1 -1 (9,0) -1(13) 1,06+0,02 7237+130 | 6,12 1,65
2 +1 (15) -1(13) 1,07+0,04 30,24+121 | 0,62 1,37
3 -1(9,0) +1 (23) 1,00+0,03 69,74+225 | 6,67 152
4 +1 (15) +1 (23) 1,37+0,11 46,55+359 | 0,78 1,87
5 0(12) 0 (18) 1,16 +0,01 50,39+0,48 | 1,28 1,38
6 0(12) 0 (18) 1,12+0,03 50,88+1,45 | 1,33 1,32
7 0(12) 0 (18) 1,14+0,03 50,62+155 | 1,32 1,34
SAB PEG 8000/fosfato de potéssio
Ensaio Variaveis independentes* Variaveis dependentes Rv Kp
Fosfato de potéssio (%) PEG 8000 (%) FP RE (%)
1 -1 (10) -1 (18) 0,83+0,00 53,20+0,05 | 420 1,38
2 +1 (14) -1 (18) 1,18+0,01 4451+0,57 | 0,97 1,99
3 -1 (10) +1 (26) 0,83+0,00 5589+0,08 | 344 1,39
4 +1 (14) +1 (26) 1,04+0,01 3848+054 | 094 1,76
5 0(12) 0(22) 0,83+£0,01 3596+0,29 | 1,25 1,24
6 0(12) 0(22) 0,83+£0,00 3593+0,07 | 1,25 1,22
7 0(12) 0(22) 0,84+0,03 36,20+146 | 1,22 1,30

*varidveis independentes fixas: concentragdo EPSp: 20%; pH: 9,0, tempo de repouso: 15 min.

A biomassa da S. platensis j4 vem sendo aplicada em diferentes formulagdes de alimentos,

principalmente devido seu contetido nutricional, estudos revelam potencial de aplicacdo em iogurte
(Silvaetal., 2019), sorvete e queijos macios (Agustini et al., 2016), entre outros. Desta forma, a proteina
purificada de S. platensis, também, pode compor formulagoes de alimentos, assim como contribuir com
o0 seu processamento, devido suas caracteristicas tecno-funcional (Menegotto et al., 2019).
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Figura 1 — Graficos de Pareto dos efeitos estimados, tendo como variavel-resposta FP (a, c, e, g) ¢ RE
(b, d, f, h) para SAB composto por fosfato de potassio e PEG, 1500, 4000, 6000 ¢ 8000,

respectivamente.
Fosfato de Potassio jzw 1075 Fosfato de Potdssio -7353
PEG 1500 2 2785 Fostato de Potassio x PEG 1500 13,0083
Fosfato de Potassio x PEG 1500 6952 PEG 1500 ] D 0459
p=1 p=1
(@) (b)
Fosfato de Potassio 5,470 Fosfato de Potassio -4 7480
PEG 4000 I: 6846 Fostato de Potissio x PEG 4000 j 770
Fosfato de Potassio x PEG 4000 -8132 PEG 4000 :| 2303
p=.1 =1
(© (d)
Fosfato de Potassio -9 9234 Fosfato de Potassio -19.5235
Fostato de Potassio x PEG 6000 -u 7454 Fosfato de Potdssio x PEG 6000 0528
PEG 6000 16,5099 PEG 6000 j 2053
p=1 p=1
(e) ®
Fosfato de Potdssio -2 6523 Fosfato de Potdssio 4 4390
PEG 8000 6604 Fosfato de Potdssio x PEG 8000
Fosfato de Potassio x PEG 8000 - 6312 PEG 8000 1843
p=1 p=1
® (h)
~
4. CONCLUSOES

As condigdes que possibilitaram a maior concentragdo de proteina (75,05%) de S. platensis e
fatores de purificacdo (FP e RE) ocorreram nas fases topo (Kp>1,0), demonstrando maior afinidade das
proteinas com a fase composta por PEG. A maxima purificagdo ocorreu ao utilizar 20% de fosfato de

potassio e 25% de PEG 1500 Da, atingindo 1,52 de FP.
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