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CAPITULO | -2

RESUMO

Muito interesse tem sido focado no potencial bimddagico das microalgas, principalmente
devido a identificac@o de diversas substanciastsiatas por estes organismos, dentre elas a
anidrase carbdnica e as ficobiliproteinas. A asiglraarbonica é uma metaloenzima que
catalisa a hidratagdo reversivel do Gfn bicarbonato com alta eficiéncia, sendo utiizad
para captacdo de GQiravés de sistemas biologicos. A C-ficocianina aloficocianina,
corantes naturais, sdo 0s dois principais compesetds ficobiliproteinas em cianobactérias
e apresentam diversas aplicacdes dentro da ingladitmenticia, cosmética e farmacéutica. O
objetivo principal desta tese foi avaliar a produeda extracdo da anidrase carbbnica e das
ficobiliproteinas a partir de diferentes microalgdara isso, primeiramente foi realizado uma
investigacdo da producgdo da anidrase carbonicanpel@algaDunaliella tertiolecta onde

foi estudada a extracdo da enzima e sua aplicagé&istemas de captura enzimatica de.CO
Posteriormente foi avaliada a producdo da enzimaloago do cultivo de diferentes
microalgas marinhas e dulcicolasDufaliella tertiolecta Tetraselmis sueccica
Phaeodactylum tricornutupNannochloropsis oculatdsochysis galbanaChlorella vulgaris

e Scenedesmus obliqyu# producédo da enzima e de ficobiliproteinas,itém, foi estudada
para as cianobactéri&@pirulina platensid . EB 52, Spirulina sp. LEB 18 eSynechococcus
nidulans Todos os cultivos foram acompanhados em termdsateassa e pH. Por ultimo,
foi realizado um estudo de extracdo da enzimd& dé&icornutume extracdo conjunta da
anidrase carbonica e de ficobiliproteinas da ciaowiaS. sp. LEB 18. Os cultivos foram
realizados em frascos erlenmeyer contendo os nioway (marinhas), BG-11 (dulcicolas)
e Zarrouk 20% (cianobactérias). Na avaliacdo dauragcelular foram testadas as técnicas de
maceracdo em gral e pistilo, agitacdo em vortex géralas de vidro, sonicagdo com pérolas
de vidro, homogeneizador ultrassénico, secagemgetamento e descongelamento e a
combinagé&o de tratamentos. Maiores rendimentogtdacéo da enzima a partir da microalga
D. tertiolecta foram obtidos utilizando tratamento ultrassénigmtamente com baixas
concentracdes de biomassa umida (0,1 e 0,2 g/la),neesma apresentou potencial para
aplicacdo em processos de captacdo enzimatica doBDTi@ante os cultivos, a microalga
vulgaris se destacou como maior produtora da enzima anideabénica, atingindo valores
de atividade enziméatica de 44,0 U/L. As cianob@séapresentaram valores de atividade
entre 41,6 e 45,9 U/lsendo que &.sp. LEB 18 foi a que apresentou maiores produgées d
C-ficocianina e aloficocianina no ponto de maxirmeai@gade volumétrica, 65,9 e 82,2 pg/mL,
respectivamente. A enzima extraida da biomas& gtensid EB 52 catalisou a hidratacéo
do CQ que precipitou na forma de CagQaiores rendimentos de extracdo da enzima a
partir das microalgasP. tricornutum e S. sp. LEB 18 foram obtidos utilizando
homogeneizador ultrassoénico, que foram 31,3 U/§,B P/g, respectivamente. A biomassa
de S.sp. LEB 18, também apresentou potencial para agdrde ficobiliproteinas, obtendo-
se altas concentracdes de C-ficocianina (100,5 ngggoficocianina (69,9 mg/g). Através
dos resultados obtidos, pode-se verificar a posdidade das microalgas e das cianobactérias
para producdo da enzima anidrase carbdnica e daigilifproteinas, biomoléculas de alto
valor industrial. Este trabalho apresenta procesfioentes para a extracdo da enzima e de
ficobiliproteinas tanto para escala laboratoriahoandustrial.

Palavras-chave: anidrase carbénica, cultivo, captura enzimatica @@,, biomassa

microalgal, extragdo conjunta, ficobiliproteinas.
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PRODUCTION AND EXTRACTION OF THE CARBONIC ANHYDRASE ENZYME
AND PHYCOBILIPROTEINS FROM MICROALGAE

ABSTRACT

Much interest has been focused on the biotechrzdbgbtential of microalgae, mainly due to
the identification of several substances, suchabonic anhydrase and phycobiliproteins,
which are synthesized by these organisms. Carbanig/drase is a metalloenzyme that
catalyzes the reversible hydration of £0 from bicarbonate efficiently, is used for capig
CO; in biological systems. Both C-phycocyanin and @ilgcocyanin, which are natural dyes
and the majn components of phycobiliproteins innojEacteria, have been widely used in
food, cosmetic and pharmaceutical industries. Thesis aimed at evaluating the production
and extraction of carbonic anhydrase and phycabiigins from different microalgae. Firstly,
an investigation of the carbonic anhydrase produdhy the microalg®unaliella tertiolecta
was carried out and the enzyme extraction and pmication to CQ enzymatic capture
systems were studied. Secondly, the enzyme prantuetas evaluated during cultivation of
different marine and freshwater alga®uf(aliella tertiolecta Tetraselmis sueccica
Phaeodactylum tricornutupNannochloropsis oculatdsochysis galbanaChlorella vulgaris
and Scenedesmus obligyughe enzyme and phycobiliprotein production byrmybacteria
Spirulina platensisLEB 52, Spirulina sp. LEB 18 andSynechococcus nidulangas also
studied. Biomass and pH were monitored in all eattons. Finally, a study of the enzyme
extraction fromP. tricornutumand of the combined extraction of carbonic anhselrand
phycobiliproteins from cyanobacterid. sp LEB 18 was carried out. Cultivations were
performed in Erlenmeyer flasks with the mediums Way (marine), BG-11 (freshwater) and
Zarrouk 20% (cyanobacteria). For the evaluatiocedf disruption, the following techniques
were tested: mortar and pestle maceration, agitatibh glass beads, sonication with glass
beads, ultrasonic homogenizer, drying, freezingthading and a combination of treatments.
The highest extraction yields of the enzyme from thicroalgaD. tertiolectawere obtained
by ultrasonic treatment with low concentrationswadt biomass (0.1 and 0.2 g/L), and the
enzyme showed potential for application in enzymptiocesses of CQrapture. During the
cultivations, the microalg&. vulgaris stood out as the greatest producer of the carbonic
anhydrase enzyme since its values of enzyme actiedched 44.0 U/L. The cyanobacteria
reached values of activity between 41.6 and 4519 WhereasS.sp. LEB 18 had the highest
yields of C-phycocyanin and allophycocyanin at pment of maximum volumetric activity,
65.9 and 82.2 mg/mL, respectively. The enzyme fisnplatensisLEB 52 catalyzed the
hydration of CQ that precipitate as CaGOTlhe highest yields of enzyme extraction from the
microalgae P. tricornutum and S. sp. LEB 18 were obtained by using an ultrasonic
homogenizer; they were 31.3 U/g and 25.5 U/g, respdy. The biomass db. sp. LEB 18
also had potential for the phycobiliprotein extractand got high concentrations of C-
phycocyanin (100.5 mg/g) and allophycocyanin (62§/'g). Results show the potential of
microalgae and cyanobacteria for the productiorthef carbonic anhydrase enzyme and
phycobiliproteins, valuable biomolecules in indiestr This paper describes efficient
processes for the extraction of the enzyme and qifijproteins on both laboratory and
industrial scales.

Keywords: carbonic anhydrase, cultivation, g@nzymatic capture, microalgal biomass,

combined extraction, phycobiliproteins.
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1 INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos, muito interesse tem sido focam@atencial biotecnolégico
das microalgas, principalmente devido a identifimage diversas substancias sintetizadas por
estes organismos, como acidos graxos poli-insataradarotenoides, ficobiliproteinas,
polissacarideos, vitaminas, esterois, entre oURFEOMANN; COSTA, 2008; GUEDES;
AMARO; MALCATA, 2011; MORAES et al., 2011a; GERDE d., 2012; GOO et al., 2013;
JAPELT; JAKOBSEN, 2013), os quais podem ser emplegaespecialmente no
desenvolvimento de alimentos funcionais, por suagrfgdades nutricionais e farmacéuticas.
Nesse sentido, cultivos de microalgas tém siddzesdds visando a producdo de biomassa
tanto para uso na elaboragéo de alimentos quardacapabtencdo de compostos naturais com
alto valor no mercado mundial (DERNER et al.,, 2008n bioproduto, de alto valor
agregado, que também pode ser obtido a partiratedsisa microalgal, € a enzima anidrase
carbonica.

A anidrase carbonica (EC 4.2.1.1) € uma metaloemzime contém um atomo de
zinco na sua conformacéo, que catalisa a hidrateg@sivel do C@em bicarbonato com
alta eficiéncia: C@+ H,O ~ HCO; + H" (KHALIFAH, 1971). Assim, desempenha papel
fundamental em diversos processos fisiologicos euelvem reacbes de carboxilacdo e
descarboxilagdo, como fotossintese e respiracAoNRYE 1996), entre outros. Foi
primeiramente descoberta em eritrocitos de vertelsr§MELDRUM, ROUGHTON, 1933;
STADIE, O'BRIEN, 1933), mas desde entdo tem sidcoatrada em diversos organismos,
como animais, plantas e algas (HEWETT-EMMETT, TASN] 1996), sendo o ultimo uma
fonte potencialmente promissora para obtencéo denan

A importancia industrial da anidrase carbdOnica (£€63ontra-se na sua aplicagcéo
em sistemas de captura enzimatica de @mosférico (BOND et al., 2001; MIRJAFARI,
ASGHARI, MAHINPEY, 2007; DAVY, 2009; DILMORE et gl.2009; FAVRE, CHRIST,
PIERRE, 2009; VINOBA et al., 2012), poluente coesatlo como maior contribuinte para o
efeito estufa (IPCC, 2001). O aumento do aquecionglubal tem estimulado cada vez mais
o desenvolvimento de tecnologias eficazes pargagifio do C@ Dentro deste contexto, 0s
sistemas biologicos, utilizando a enzima anidras®&dnica, vém ganhando cada vez mais
atencdo. Estes sistemas sdo baseados em reactesogeen naturalmente nos organismos
Vivos e sdo uma via potencial para a melhoria ddéstaologias (FIGUEROA et al., 2008).

Nos trabalhos de captacdo, geralmente, sdo utiiz@ideparacdes enzimaticas
altamente purificadas e/ou oriunda de sangue humamofator importante para viabilidade

destes processos de mitigacdo € a obtencdo daaeazpartir de fontes viaveis e de facil
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ampliacdo de escala. Nessa perspectiva, pesquesadém estudando diferentes fontes de
anidrase carbbnicas, como bactérias e, mais reuente, biomassa da microalGalorella
vulgaris (SHARMA; BHATTACHARYA, 2010; SHARMA; BHATTACHARYA;
SHRIVASTAVA, 2011; LI et al, 2012). O grupo de pesa do Laboratério de
Microbiologia e Biosseparacdes ja vém desenvolvessiodos com fontes alternativas desta
biomolécula, como eritrécitos bovinos oriundos @mgue de abatedouros (ORES et al.,
2012).

As microalgas apresentam-se como uma fonte poteresiée atrativa para
obtencdo da anidrase carb6nica, devido a amplasitiagle de espécies disponiveis, além da
variedade de usos e aplicacdes da biomassa miat@aldo elevado nimero de compostos
sintetizados por estes organismos. Nesse sentdtaahm-se as cianobactérias, pois podem
ser extraidos da mesma biomassa uma série de timpsode alto valor agregado, como as
ficobiliproteinas e a anidrase carbbnica. Outraagam da utilizacdo de microalgas é que a
biomassa resultante do processo de extracdo poda ser utilizada para outros fins, como
producao de racao animal (CHISTI, 2008).

A C-ficocianina (C-PC), componente da familia dasHiliproteinas (PATIL E
RAGHAVARAO, 2007), é um dos principais pigmentosduzidos pel&piruling microalga
utilizada em muitos paises como um suplementotiietéOs pigmentos oriundos de algas
possuem um valor comercial enorme como corantegraigtna industria nutracéutica,
cosmética e farmacéutica, além de apresentar b@sefiara a saude (KUDDUS et al., 2013).

A aloficocianina é amplamente utilizada em técnibasquimicas como uma
sonda fluorescente de proteinas, particularmenteitmetria de fluxo (SHAPIRO et al.,
1983; YEH et al., 1987). Apresenta, também, praladie antioxidante (GE et al., 2006) e
atividade anti-enterovirus (SHIH et al., 2003),remutras. Apesar de suas propriedades, a
aplicacdo da aloficocianina € um pouco limitada, ggtar presente em menor quantidade nas
cianobactérias ou algas vermelhas (SU et al., 2010)

Como a anidrase carbbnica e as ficobiliproteinagdoeslocalizados
intracelularmente, um fator importante a ser carsido € a etapa de extracdo. O processo de
ruptura celular constitui o fator chave na produedmurificacdo de enzimas intracelulares, o
qual tem um importante efeito na recuperagdao eidpgd do extrato proteico obtido
(BECERRA et al., 2001).

Diferentes métodos podem ser empregados para &atrale proteinas
intracelulares, os quais dependem da forca fisicpatede celular dos micro-organismos,

localizacdo dentro da célula, estabilidade e do desejado para o composto de interesse
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(FARKADE, HARRISON, PANDIT, 2005). Assim, pode s&zér uso de pressdo osmatica,
condi¢cdes abrasivas, tratamento quimico, tratamentmmatico, secagem, congelamento-
descongelamento e tratamento ultrassénico, deatresométodos (MORAES et al., 2011a).
Com base no exposto, esta tese teve como objetinoigal a utilizacdo da
biomassa microalgal para obtencdo de biocompostosltd valor agregado importantes
industrialmente, como a anidrase carbdnica e abifiproteinas. Para isso, foi realizada a
investigacdo da producdo da enzima anidrase cadopor diferentes espécies de microalgas,
producado de ficobiliproteinas pelas cianobactéresliacdo de diferentes técnicas de

extracdo, bem como a aplicacdo da enzima em sistéeneaptura enzimética de £0

1.2 Objetivo geral
Produzir e extrair a enzima anidrase carbonicacebiiiproteinas a partir de

biomassa microalgal.

1.3 Objetivos especificos

» Estudar a extracdo da anidrase carbodnica a partnainassa dBunaliella tertiolecta
utilizando diferentes metodologias, concentrac@hgdares e tempos de extracao;

» Avaliar a potencialidade da enzima Danaliella tertiolectaem um sistema enzimético
para captura de GO

» Investigar a producgéo da anidrase carbonica amldogultivo de diferentes espécies de
microalgas marinhas e dulcicolas, realizando tamb&uoompanhamento em termos de
biomassa e pH;

* Avaliar a coproducdo de anidrase carbbnica e fipobteinas pelas cianobactérias
Spirulina platensid EB 52, Spirulinasp. LEB 18 e&synechococcus nidulans

» Estudar diferentes métodos de ruptura para extrdgdnzima e das ficobiliproteinas a

partir da biomassa de duas microalgas potenciadupsras de anidrase carbonica.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Microalgas

As microalgas pertencem a um grupo muito heteragéde organismos,
predominantemente aquaticos e geralmente micrasz®pinicelulares, que podem formar
colonia, com pouca ou nenhuma diferenciacéo cel@®ao caracterizadas pela presenca de
pigmentos, responsaveis por coloracdo variada engmanismo autotréfico (OHSE et al.,
2008).

Conforme descrito por Li et al. (2008) o termo m@gas pode ser usado para
definir todos os micro-organismos fotossintetizantenicelulares, compreendendo nesta
definicdo os procarioticos (cianobactérias) e a=medticos (algas verdes, diatomaceas, entre
outros). Trata-se de um grupo de micro-organisnuesagpresentam altas taxas de crescimento
e de eficiéncia fotossintética devido a simplesruasta celular. E estimado que a
produtividade de biomassa das microalgas é atéeb@svmaior que a das plantas terrestres
mais eficientes. Porém, o termo microalgas naovigor taxonémico (DERNER et al., 2006;
SCHMITZ; MAGRO; COLLA, 2012).

A caracterizacdo (sistematica) destes micro-orgamssimplica na consideracéo
de uma série de critérios. Estes micro-organisréos gido tradicionalmente classificados
guanto aos tipos de pigmentos, a natureza quimisa ptodutos de reserva e pelos
constituintes da parede celular. Também tém sidusiderados aspectos citolégicos e
morfologicos, tais como a ocorréncia de célulageiadas, a estrutura dos flagelos, os
processos de formacdo do nucleo e da divisdo celalgpresenca e a caracterizacao de
envoltorio do(s) cloroplasto(s) e a possivel conerétre o reticulo endoplasmético e a
membrana nuclear. Além desses, técnicas de biotogiacular igualmente tém sido usadas
(METTING, 1996). A Tabela 1 apresenta os grandepag de algas (divisdes ou filos) e suas
respectivas caracteristicas e a Figura 1 apreségueas imagens das microalgas utilizadas
no presente trabalho.

Séo principalmente encontradas no meio marinhcaguna doce e no solo, sendo
consideradas responsaveis por pelo menos 60% dagéo primaria da Terra. O namero
exato de espécies microalgas ainda € desconhe&idalmente sdo encontradas citacdes
relatando que podem existir entre 200.000 até alguithdes de representantes deste grupo.
Tal diversidade também se reflete na composicaquiticica e, desta forma, as microalgas
sao fonte de uma quantidade ilimitada de produedH Z; GROSS, 2004; DERNER et al.,
2006).
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Tabela 1 —Caracteristicas morfoldgicas, quimicas e reprodatiundamentais dos principais

grupos modernos de algas.

o Principais pigmentos Produto de
Divisdo/grupo

Cobertura celular

fotossintéticos reserva
Choroxybacteria  Clorofila a*, Gréanulos de Peptoglicano
(= Cyanophyta) ficocianina, cianoficina, amido

aloficocianina - das cianoficeas

caroteno, xantofilas  (glicogénio)

Chlorarachniophyta Clorofila a, clorofila ~ Glicanosp1-3

b, B-caroteno, hidrossolaveis
xantofilas

Glaucophyta Clorofila, Amido
ficocianina,

aloficocianina,

ficoeritrina, -

caroteno, xantofilas
Euglenophyta Clorofilaeb, B- Paramilo

caroteno, outros

carotenos, xantofilas

Crytophyta Clorofilaa ec, Amido
ficocianina,
ficoeritrina,
aloficocianinag-e -
caroteno, xantofilas
Prymnesiophyta  Clorofilaaec, - Crisolaminarina
(= Haptophyta) caroteno, xantofilas

Presente**

Celulose (parte das

espécies)

Pelicula formada por
bandas proteinaceas
espiraladas situada sob
a MP’

Periplasto composto de
placas proteinaceas e/ou
escamas associado a
MP*

Células nuas ou
recobertas com escamas
de CaCQ@

(cocolitoforideos)

Fonte: modificado de LOURENCO (2006).

*Ha pelo menos uma cianobactéria dotada de clamifihcaryocholris marina.

**A maioria das espécies alterna fases ameboidas (sarede celular) com outras cocoides, cuja coigimsgjuimica da

parede celular é desconhecida.
# Membrana plasmatica.
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Tabela 1.Caracteristicas morfolégicas, quimicas e reprodatiundamentais dos principais
grupos modernos de alga®tinuacag.

L Principais pigmentos Produto de
Divisao/grupo o Cobertura celular
fotossintéticos reserva
Dinophyta Clorofilaaec, p- Amido Placas celulésicas em

(= Pirrhophyta)

Ochrophyta
(diatoméaceas,
crisoficeas, etc.)

Eustigmatoficeas

Rhodophyta

Chlorophyta

caroteno, xantofilas

Clorofilaaec, p-

caroteno, xantofilas

Clorofila, p-

caroteno, xantofilas

Clorofila,
ficocianina,
ficoeritrina,
aloficocianinag-e -
caroteno, xantofilas

Clorofilea e b, -
caroteno, outros

carotenos, xantofilas

Crisolaminarina,

lipideos

Crisolaminarina

Amido das

florideas

Amido

vesiculas abaixo da MP

ou células nuas

Algumas sédo nuas, outras
possuem silica ou escamas
organicas; celulose e
alginatos estdo presentes
em alguns grupos
Presente, mas de
composicao quimica ainda
desconhecida
Celulose, polissacarideos
sulfatados; algumas séo
calcificadas

Celulose e outros
polimeros, escamas em
algumas; algumas espécies
sao nuas, outras sao

calcificadas

Fonte: modificado de LOURENCO (2006).

*Héa pelo menos uma cianobactéria dotada de clamdifihcaryocholris marina.
**A maioria das espécies alterna fases ameboidas (sarede celular) com outras cocdides, cuja coigimmsjuimica da
parede celular é desconhecida.

# Membrana plasmatica.
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Figura 1 — Fotos microscOpicas de algumas das algas estudayi@slorella vulgaris (b)
Dunaliella tertiolecta (c) Isochysis galbangd) Nannochloropsis oculatg¢e) Phaeodactylum
tricornutum (f) Tetraselmis sueccicég) Scenedesmus obliqyyk) Spirulina platensis

LEB 52 e (i)Spirulinasp. LEB 18 (todas com aumento de 400 vezes)

As microalgas sdo as principais responsaveis pesargdo bioldégica do GO
atmosférico nos oceanos que cobrem 3/4 da supgediciglobo terrestre, uma vez que estédo
presentes em grande numero na coluna de agua. Wme go CQ absorvido pelas
microalgas é transferida para o fundo oceéanico muatesso conhecido como "bomba
biolégica". Este processo, juntamente com a difa@ta do CQ@ para a agua, impede que o
acumulo de gases do efeito estufa seja ainda fB@RGES et al., 2007).

Além de seu rapido crescimento, as microalgas pogkmtultivadas em aguas
salobra e/ou salgada, liberando o uso de agua ghreeo consumo humano e agricultura.
Além disso, as microalgas apresentam uma ampleatmia a fatores ambientais extremos,
podendo ser cultivadas intensivamente em pequespe;@s e em regides improprias para
atividades agricolas (KURANO et al., 1995; BORGESIg 2007).
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Microalgas constituem um recurso biolégico enormepresentando uma das
fontes mais promissoras para novos produtos eagpks (PULZ, GROSS, 2004). As
aplicacdes mais simples de microalgas compreen@enuso na alimentacdo de animais e
homens (SPOLAORE et al.,, 2006), devido a sua coipgosquimica equilibrada. Além
disso, elas séo cultivadas como uma fonte de makaltamente valiosas, tais como &cidos
graxos poli-insaturados, pigmentos, antioxidargesgutos farmacéuticos e outros compostos
biologicamente ativos (GOUVEIA et al., 2008). Aiaptédo de biomassa e/ou metabolitos de
microalgas € uma abordagem interessante e inovg@@oeao desenvolvimento de produtos
alimentares mais saudaveis.

As principais microalgas cultivadas comercialmesde:Spirulinasp. eChlorella
sp. Para a adicdo em alimentos naturais, usats®liella salina para a obtencédo de
betacaroteno Elaematococcus pluvialigara a obtencéo de astaxantina. Todas possuem uma
quantidade alta de proteina, fator determinanta paglto valor nutricional da microalga
(SPOLAORE et al., 2006). A Tabela 2 apresenta algxemplos de produtos obtidos a partir
de microalgas, sendo que alguns deles séo prodetelevado valor comercial.

Entre os mais de 400 carotenoides conhecidos, pous&o usados
comercialmente:p-caroteno, astaxantina e, de menor importancieginai zeaxantina,
licopeno e bixina. Seus usos mais importantes s corantes de alimentos naturais (por
exemplo, suco de laranja) e como aditivo para mealtacdo animal (aves, peixes). Os
carotenoides também tém aplicacbes em cosmeéticompartancia nutricional e terapéutica
de certos carotenoides é devido, principalmentesua capacidade para atuar como
provitamina A. Entre as algas produtoras de caoides, destaca-selaunaliella saling pois
0 B-caroteno corresponde a 14% da sua massa secaABHRH et al., 2006).

Os principais produtores comerciais de ficobilipfoas (isto €, ficoeritrina e
ficocianina) sdo a cianobactémathrospira e a alga vermelhorphyridium O potencial
primério destas moléculas parece ser como coraatesais, mas um aumento do niumero de
investigacoes tem demonstrado suas propriedadgsetgicas e a ampla gama de aplicacbes
farmacéuticas (SPOLAORE et al., 2006).

Na aquicultura, as microalgas sdo empregadas conte primaria de alimento
para larvas, juvenis e até de adultos de moluscastaceos e peixes, bem como do
zooplancton, usado como alimento para crustacqmsxes. Outra funcdo na aquicultura é
proporcionar a melhoria da qualidade da agua, @drda absorcdo de produtos nitrogenados
toxicos (amonia e nitrito) e combate a bactériaegenicas pela producdo de substancias
antibiéticas (BORGES et al. 2007).
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Tabela 2— Alguns produtos obtidos de microalgas e suas abies

Produto Alga Aplicacéo

Alimento funcional Spirulinag Spirulina platensis Suplemento nutricional

Alimento funcional Chlorella) Chlorella spp. Suplemento nutricional

Alimento funcional Dunaliella) Dunaliella salina Suplemento nutricional

Alimento animal Scenedesmus obligqus Alimentacdo animal

Astaxantina Haematococcus pluvialis  Alimentacao de peixes
Chlorella

Acido linoleico Chlorella Aditivo alimentar

Acido linolénico Chlorella, Spirulina Aditivo alimentar

Acido y-linolénico Spirulina Aditivo alimentar

Acido eicosapentoico Phaeodactylum Uso médico, suplemento

Porphyridium cruentum nutricional, cosméticos

Chlorella
Acido docosahexaenoico Amphiridium Uso médico, suplemento
nutricional, cosméticos
Acido araquiddnico Porphyridium cruentum Uso médico, suplemento

nutricional, cosméticos

Fonte: modificado ®ERNER et al. (2006) e SPOLAORE et al. (2006)

Algumas aplicacbes mais recentes das microalgaa séafixacdo de dioxido de
carbono (ROSA et al. 2011; RADMANN et al., 2011peuso como matéria-prima para
producao de biodiesel (TANG et al., 2011; SLADE; AN, 2013).

Uma alternativa potencialmente atrativa, que € paxplorada € a utilizagdo de
biomassa de microalgas para a obtencédo da anickds@nica, enzima aplicada em sistemas
biologicos de captura de GONa maioria destes processos sdo empregadas snzima
purificadas e/ou oriundas de sangue humano (BON®.,e2001; MIRJAFARI, ASGHARI,
MAHINPEY, 2007; DAVY, 2009; DILMORE et al.,, 2009;AVRE, CHRIST, PIERRE,
2009; VINOBA et al., 2012).
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O uso de biomassa microalgal para a obtencédo dmasri carbbnica contribui
para a viabilizacdo de processos de captura baadde CQ. Além disso, a biomassa
resultante do processo de extracdo da enzima padetiizada para outros fins, como

producao de racdo animal (CHISTI, 2008), reduzim@asto de obtencdo da biomolécula.

2.2 Cultivo de microalgas

A cinética de crescimento e a composicdo das mngasa dependem
significativamente das condi¢bes de cultivo (CHENak, 2001). As microalgas podem
assumir varios tipos de metabolismo (por exempltoteodfico, heterotrofico, mixotréfico e
fotoheterotrofico) e sdo capazes de realizar urocEsento metabdlico como uma resposta
a alteracbes das condi¢cdes ambientais (MATA; MARSIKRAETANO, 2011). A diferenca
entre cada cultivo esta fundamentada na fonte db®ica empregada e na utilizacdo ou nao de

energia luminosa. A Tabela 3 apresenta um resuma@atacteristicas principais destes tipos
de cultivo.

Tabela 3 —Comparacao das caracteristicas das diferentesg@asdile cultivo

Condicdes de Fonte de Fonte de Densidade Problemas associados ao
cultivo energia carbono celular aumento de escala
Fotoautotrofico Luz Inorgéanica Baixa Baixa densidade celular

(Autotrofico)
Heterotrofico Organica Organica Alta Contaminacadte
custo do substrato
Mixotroéfico Luz e Inorgénica e Média Contaminacéao, alto custo
organica organica do substrato e de
equipamento
Fotoheterotrofico Luz Organica Média Contaminagéio, custo

do substrato e de
equipamento

Fonte: modificado de CHEN et al. (2011)

Nos cultivos autotroficos, ha o emprego de luz caxdusiva fonte de energia,
para a fixacdo do CL{® liberacdo de O Neste tipo de cultivo sdo menores os problemas co
contaminacgdo. Ja nos heterotroficos, ndo h4 wizae luz, mas ha o emprego de compostos
organicos como fonte de carbono para a biossietesergia (CHEN et al., 2011).
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O cultivo mixotréfico utiliza, simultaneamente, unfante luminosa e um
substrato organico e inorganico como fonte de carbisso significa que a microalga é capaz
de viver sob condicbes autotréficas ou heterotadficou ambas. A microalga assimila
compostos organicos e @@omo fonte de carbono, e o ¢liberado pela alga através da
respiracdo sera utilizado sob condi¢ctes autotiivATA; MARTINS; CAETANO, 2011).
Quando a microalga necessita de energia luminosaytéizar compostos organicos como
fonte de carbono, o cultivo é chamado de fotohet#ioco (CHEN et al., 2011).

Apesar do aumento da concentracdo de biomasspmdiividade em cultivos
heterotréficos, o mesmo possui pouca aplicacdosindy devido algumas desvantagens
como maior contaminagéo, limitado numero de espéligponiveis, inibicdo do crescimento
em substratos com baixas concentracdes de compwgisicos e incapacidade de produzir
produtos induzidos pela presenca de luz, como pitpeg§ CERON GARCIA et al., 2000). Ja
os cultivos mixotroficos apresentam elevada prodwbé clorofilas, carotenoides e &cidos
graxos, quando comparados aos cultivos autotr6fCERON GARCIA et al., 2005).

Micro-organismos fotossintéticos podem ser cultbsadem fotobiorreatores
abertos ou fechados. Os sistemas fechados saotecmmados por elevadas eficiéncias
fotossintéticas associados a um preciso contrasevdaiaveis operacionais, com destaque
para um menor risco de contaminacdo e minimizaedgdrdas de agua por evaporacao, que
sdo muito significantes em sistemas abertos. Pto dado, a construgdo dos sistemas
fechados possui custo mais elevado, uma vez quessitam de materiais transparentes, sao
mais complexos operacionalmente e sdo de dificdlesamento. A razéo entre o volume por
unidade de area € outro critério a ser consideradescolha dos sistemas, uma vez que a
implementacdo de sistemas abertos requer grandas disponiveis para elevados volumes
reacionais (BOROWITZKA, 1999).

Muitos avancos surgiram no projeto e operacao tidbifarreatores. Tém-se duas
configuracbes basicas, que séo os fotobiorreattegdaca plana e os tubulares. O principio
fundamental destas configuracdes é reduzir a drigetda luz de forma a aumentar a
quantidade de luz disponivel para cada célula dtarau Estes biorreatores possuem uma
adequada agitacdo para permitir uma disponibil@zagélhor da luz, bem como aumentar as
trocas gasosas (BOROWITZKA, 1999).

Como qualquer outro micro-organismo, as microalgesyem a variacdes do
meio exterior com alteracdes do seu meio intragellNo ambiente natural, assim como nos
cultivos, o crescimento de uma populacdo microadgedsultado da interacdo entre fatores

bioldgicos, fisicos e quimicos. Os fatores bioloégiestdo relacionados as proprias taxas
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metabdlicas da espécie cultivada, bem como conssiya influéncia de outros organismos
sobre o desenvolvimento algal. Quanto aos fatoigsofquimicos, sdo principalmente
reportados estudos sobre iluminagéo, temperatatiajdade e disponibilidade de nutrientes
(DERNER et al., 2006)

O diéxido de carbono é a fonte de carbono paraescinento fotossintético e
autotrofico de algas. O carbono é o elemento nédessm maiores concentracdes para algas.
Sua elevada demanda decorre do fato de que o cadmostitui-se no componente mais
importante de todas as substancias organicasizatas pelas células (LOURENCO, 2006).

O nitrogénio é um dos principais macroelementosa par desenvolvimento
microalgal, constituindo as proteinas, acidos ncatee pigmentos fotossintetizantes. Desta
forma, quando o suprimento de nitrogénio é abumrdaetifica-se uma tendéncia no aumento
das concentracdes de proteinas e clorofila (LOUREBNZDOG).

A temperatura é talvez um dos mais importantesrdateaambientais que
influenciam a taxa de crescimento das algas, orthmda célula, composi¢cao bioquimica e
exigéncias nutricionais. Outro fator importantenity&m, para o cultivo de algas € o pH, uma
vez que o mesmo determina a solubilidade e dispmisile de CQ e de nutrientes
essenciais, possuindo um impacto significativo esabrmetabolismo das algas. Devido a
absorgcéo de carbono inorganico pelas algas, o me pabir significativamente durante o
cultivo (JUNEJA; CEBALLOS; MURTHY, 2013).

2.3 Enzima anidrase carbénica
A anidrase carbonica (EC 4.2.1.1) € uma metaloemzime contém um atomo de

zinco na sua conformagéo, e catalisa a hidratag@sivel do C@em bicarbonato com alta
eficiéncia: CO, +H,0 - HCO; +H"(SHEKH et al., 2012). Por ser produzida por uma

variedade de tecidos, a anidrase carbbnica desé&@apem papel importante em muitas
funcdes fisioldgicas que envolvem reacdes de cddypdo e descarboxilacdo, incluindo a
fotossintese, respiragcdo (HENRY, 1996), equilik@ddo-basico, transporte de ions e de
diéxido de carbono, reabsorcdo 6ssea, ureagénesengogénese, lipogénese, geracdo de
fluidos corporais (BAYRAM et al., 2008), calcificag (SMITH; FERRY, 2000), formacao de
humor aquoso (CENTOFANTI et al., 1997) e tambéntigpa do transporte de carbono
inorganico (¢) (HENRY, 1996).

A anidrase carbonica (AC) tem a capacidade deisata hidratacdo de 600.000

moléculas de di6éxido de carbono por molécula degpACsegundo. S&o consideradas como as
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enzimas mais rapidas que se tem conhecimento.ehigma HCA Il do corpo humano pode
catalisar 1,4x10moléculas de COpor segundo. A anidrase carbénica pode fixar gsnd
quantidades de CGem CaCQ@ em presenca de cations e valores de pH adequatikak{H

et al., 2012; KANTH; PACK, 2013). Pode realizamts&m, a extracdo de G@o ar diluido
em uma concentragao inferior a 0,04 % (YAN Et2007).

A anidrase carbbnica (AC) foi primeiramente desdabem eritrocitos de
vertebrados (MELDRUM; ROUGHTON, 1933; STADIE; O'BR\, 1933), mas desde entao
tem sido encontrada em muitos organismos, incluamdmais, plantas, arqueobactérias, algas
e eubactérias (HEWETT-EMMETT; TASHIAN, 1996).

E uma enzima amplamente distribuida na naturezexpréssa em eucariotos (por
exemplo, animais e plantas), eubactérias e no domirthaea. E dividida em pelo menos
trés classes: (k-ACs encontrada em animais (todas as ACs de mamifegrtencem a esta
classe), plantas, eubactérias, e virus;pAACs encontradas plantas, bactérias e animais; e
(iii) y-ACs encontradas em bactérias e plantas (HEWETT-EVMM TASHIAN, 1996).
Existem trés outras classes de possiv&AC encontrada na diatomacddnalassiosira
weissflogij que é possivelmente um homologodAC; e-ACs encontradas em bactérias, que
provavelmente representam uma subclassp-@4; e (-ACs encontradas em diatoméceas
qgue requerem cadmio no lugar do zinco (KAUL et 2011). A Tabela 4 apresenta um
resumo das trés principais classes.

As trés familiasd, p ey) ndo possuem uma sequéncia significativa de idieaé,
parecem ter evoluido de forma independente e sdexemplo de evolucdo convergente da
funcao catalitica (HEWETT-EMMETT E TASHIAN, 199@mbora as sequéncias primarias

dessas familias de AC sejam diferentes, os sftivssadestes trés tipos de anidrase carbOnica
contem ZA" e todos eles utilizam um mecanismo cataliticoals passos, chamado também
de mecanismo de catalise “Zn-hidroxido” (LINDSKOG997). A anidrase carbdnica
apresenta algumas estruturas helicoidais, sendtrwiga dominante a folha beta pregueada

que se estende por toda a molécula (SARRAF €2G04).
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Tabela 4 -Resumo das diferentes familias de anidrase camonic

Coordenacéo com o

Familia Distribuicéo Inibicao
Zn no sitio ativo

o Vertebrados, algas, Altamente sensiveis Trés residuos de
eubactérias, plantas e as sulfonamidas. histidina*
virus.

B Algas, plantas, Menos suscetivel as Dois residuos de
eubactérias, fungos, sulfonamidas. cisteina e um residuo
invertebrados e de histidina.

arqueobactérias.

y Arqueobacterias, as  Altamente sensiveis Trés residuos de
cianobactérias, algas eas sulfonamidas. histidina**
plantas.

Fonte: adaptado de Hewett-Emmett e Tashian (1996)

*residuos de histidina s&o fornecidos pela mesrharsdade; **residuos de histidina séo fornecidos ghas
subunidades diferentes.

O grupo cataliticamente ativo € a agua ligada aaZip que pode ser ionizada a
um ion hidréxido. De acordo com o mecanismo prapoatreacdo enzimatica catalisada
ocorre em duas etapas distintas. A primeira seagae é a interconversao entre &HCQ
(Equacdes 1 e 2) (onde E=enzima e B=tampao). Ansklzggemi-reacao € a regeneracao da
forma ativa da enzima (Equacdes 3 e 4) (SMITH; FERROOO; LINDSKOG, 1997). A
etapa limitante da velocidade é a transferénciarmtlecular de prétons da molécula de zinco
ligada & agua para a His-64, que serve como unspioatador de prétons entre o centro
metalico e as moléculas do tampao no meio de redddDSKOG, 1997). A Figura 2
apresenta em esquema do mecanismo da anidraseicartidrante a reacao de hidratacéo do
CO..

E-2Zn%* -OH™ +CO, -~ E-2Zn%* -HCO; (1)
E-2Zn* —HCO; +H,0 « E-Zn* —H,0+HCO; )
E-Zn* -H,0 *H-E-Zn* —OH" 3)

*H-E-Zn* -OH+B « E-Zn? —~OH +OH+BH" (4)
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Figura 2 —Esquema do mecanismo catalitico da anidrase dagbon
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Fonte: RUSSO et al. (2013)

As reacdes de hidratacédo e desidratacdo nao-eatdisao lentas, enquanto as
reacOes de dissociacdo sdo consideradas instasitéhe®C acelera a hidratacdo do £0
dissolvido na solugcdo e aumenta a taxa na qualifasentes formas de ;Q(carbono
inorganico) em solucéo sao interconvertidas. Oldwia entre as formas de € dependente
do pH. Em condicbes de forca ibnica fisiolégicaoseH € inferior & primeira constante de
dissociacao (pK= 6,4), o CQ predomina; se o pH é entre 6,4 e aproximadaménie(fky),

0 HCOy predomina; enquanto que em pH acima de 10,3, § @&domina (MORONEY;
BARTLETT; SAMUELSSON, 2001).

As ACs da familiaa s@o as mais estudadas e encontram-se amplamente
distribuidas. Asi-ACs tém sido encontradas em animais, plantass adgdoactérias e virus, e
foram identificadas pela primeira vez em célulasmethas do sangue. As-ACs de
vertebrados podem ser classificadas em dois grigsagndo Jiang e Gupta (1999). Um
grupo inclui as isoformas soluveis como a CAIl, GAIAIIl, CAIV, CAIX, CAXIl e CAXIV.
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O segundo grupo inclui as encontradas associadesrdorana, como a CAIV, CAVI, CAIX,
CAXIl, CAXIV e CAXVI. Os humanos contem 11 isoenzs) incluindo as citoplasmaticas
(CAl, CAII, CAlll e CAVII), mitocondriais (CAVA e CAVg), secretadas (CAVI) e associadas
a membrana (CAIV, CAIX, CAXIl e CAXIV). A faixa deariacao de atividades especificas
destas isoenzimas é bastante grande, com a CAdsamando o maior valor, 2000-3000
WAU/mg (Wilbur e Anderson unit/mg), e a CAlll o marvalor, 1-5 WAU/mg.

Em organismos fotossintéticos pouca8Cs foram identificadas até o momento.
Uma foi identificada em cada uma das cianobactémebaenae SynechococcuUSOLTES-
RAK et al.,, 1997), e em ambos os casos a anidradmica estd localizada no espaco
periplasmatico. As algas verd@SARLSSON et al., 1998) e Aunaliella salinapossuem trés
e duasa-ACs, respectivamente. As ACs da salina estdo localizadas no periplasma
(FISHER et al., 1996). N&hlamydomonas reinhardtiduas das-ACs estao localizados no
periplasma e uma no limen do tilacoide (FUKUZAW Akt 1990).

B-ACs foram as primeiras ACs a serem reconhecidas @ganismos
fotossintéticos (FAWCETT et al.,, 1990;.BURNELL; @B; MASON, 1990). Uma vez
reconhecidaB-ACs foram encontradas em plantas superiores, ,adgdmctérias (HEWETT-
EMMETT; TASHIAN, 1996), arqueobactérias (SMITH; FER, 1999), em fungos, como
Saccharomyces cerevisiae S. pombe (GOTZ; GNANN; ZIMMERMANN, 1999),
Caenorhabditis elegans Drosophila melanogastermas ndo em vertebrados. Pode estar
localizada no estroma dos cloroplastos, onde gnatige ativa, no citoplasma e cloroplasto de
plantas superiores e no citoplasma da alga sinchihccomyxadHILTONEN et al., 1998).

O terceiro tipo de AC, §AC, foi descoberto na archaebactévlathanosarcina
thermophila (ALBER; FERRY, 1994). Genes dgAC sao encontrados em eubactérias e
plantas (NEWMAN et al., 1994). Um homologo foi daelserto, também, n8ynechococcus
PCC7942 (PRICE et al., 1993).

De uma forma geral, as isoenzimas da anidrase raebdmas cianobactérias
podem ser encontradas nos carboxissomos, enqua@toag microalgas eucarioticas podem
ser encontradas nos cloroplastos, citosol e egpaguiasmatico (MORONEY; SOMANCHI,
1999).

2.4 Captura e sequestro de dioxido de carbono

O aguecimento global é resultante do aumento daseotracdes atmosféricas de
diéxido de carbono, nitrogénio e enxofre, oxidogtano e outros gases de efeito estufa
(GHG, do inglésgreenhouse gasO aumento das concentracfes destes gases atananta
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temperatura média da superficie do planeta em @ @urante o século 21. Os provaveis
efeitos do aumento da temperatura da superficieestee incluem: (a) mudanca na
distribuicdo e quantidade de precipitacdes, (b)aictpp na producdo de alimentos, (c)
derretimento acelerado das calotas polares, (deaiondo nivel dos oceanos e (e) extingao
acelerada de espécies (BILANOVIC et al., 2009).

O primeiro estudo detalhado e quantitativo sobefeito estufa do diéxido de
carbono foi realizado ha pouco mais de cem anosSpante Arrhenius, Nobel de Quimica
Arrhenius (1896). Desde entdo um grande numeraatelhos foram realizados sobre o
aquecimento global, culminando recentemente noeP#mergovernamental de Mudancas
Climaticas, IPCC (do inglé@stergovernamental Panel on Climate Chapge

As maiores fontes de poluicdo sdo a queima de cstiveufossil para geracéo de
energia e transporte, a queima de combustivelspada aguecimento e a queima de florestas
e pastagens. O ultimo subproduto de todas essasapié o gas incolor diéxido de carbono
(IPCC, 2007). O mesmo tem sido reportado atualmeomeo o maior contribuinte para o
efeito estufa (FAVRE; CHRIST; PIERRE, 2009). O auatoecontinuo da concentracao de
CO, na atmosfera tem sido extensivamente documenRAMANATHAN; FENG, 2009).
Sua concentragcdo aumentou de 280 ppm em 1850 g@&woindustrial) (IPCC, 2007; WMO,
2010) para 398 ppm em fevereiro de 2014, e atuaggmem aumentando a uma taxa de 2,07
ppm/ano (NOAA, 2014).

Muitos paises e regides ao redor do mundo estavatacmetas para reducédo de
CO,, a fim de cumprir os objetivos de sustentabilidadevistos no Protocolo de Kyoto.
Atualmente, varias opc¢les estdo sendo estudadaplenientadas, com diferentes graus de
sucesso, e em diferentes fases de estudo e imgbggéenAlguns exemplos s&o energia solar,
térmica ou fotovoltaica, hidrelétrica, eolica, geatica, biocombustiveis, sequestro de
carbono, entre outros. Cada alternativa possuiagans e problemas, e a escolha da melhor
opcao ird depender da area de aplicacdo (MATA; MINST CAETANO, 2010).

Com o objetivo de reduzir os gases de efeito estudaias estratégias de
mitigacdo de C@tém sido investigadas, que podem geralmente assifitadas em duas
categorias: (i) abordagens baseadas em reacOegcasiien(ii) mitigacdo bioldgica do GO
(WANG et al., 2008).

As tecnologias de mitigacdo bioldgica sdo baseadaseactes naturais do €0
nos organismos vivos (FIGUEROA et al., 2008). Nes=#tido, destacam-se a utilizacéo de
sistemas de captura enzimatica utilizando a aredcasbdnica (AC) livre ou imobilizada
(BOND et al., 2001; MIRJAFARI; ASGHARI; MAHINPEY, @7; DAVY, 2009;
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DILMORE et al., 2009; FAVRE; CHRIST; PIERRE, 20@ORES et al., 2012) e a fixacao de
CO;, por microalgas (FULKE et al., 2013; KUMAR et &011; RADMANN et al., 2011;
WANG et al., 2008).

Nos processos enzimaticos de captura dg G6€brre primeiramente a hidratacao
do CQ, catalisada pela enzima, e posterior fixagdo mandode minerais de carbonato. O
sequestro baseado na fixagdo quimica de @Oforma de minerais de carbonato, como a
calcita, magnesita e dolomita, apresenta-se comomé&todo seguro e permanente de
eliminacdo de C® Os mesmos sdo abundantes na natureza e sao tainbérte seguros e
estaveis (MIRJAFARI; ASGHARI; MAHINPEY, 2007). A ilizacdo da anidrase carbbnica
para tal propdsito se constitui em uma alterndiivpa e viavel com o beneficio adicional da
formacdo de carbonatos que podem ser utilizadoplantas de tratamento de efluentes para
correcao de pH e tamponamento do meio.

A fixacdo biologica se baseia na utilizagdo do,Q@dr plantas e micro-
organismos fotossintéticos para producdo de bimnas®nergia através da fotossintese
(MORAIS; COSTA, 2007), sendo que as microalgas yerssa capacidade de fixar €€m
maior eficiéncia quando comparadas as plantas t(lal.e 2008). No entanto, os gases de
combustédo emitidos pelas industrias, além de attaxentracdes de GOapresentam
concomitantemente 6xidos de enxofre e nitrogérampostos organicos volateis e materiais
particulados que podem ser toxicos ao crescimeag@ljas por inibicao direta ou por induzir
a reducdo do pH (BRILMAN; ALBA; VENEMAN, 2013). Ald disso, sdo necessarias
grandes areas para o cultivo, o0 que ndo ocorredquae trata de sistemas de captura
enzimatica. Neste caso, a enzima pode ainda $iead# na forma imobilizada, aumentando
sua estabilidade e possibilitando, também, o reDatras vantagens do emprego da anidrase
carbonica que merecem destaque sdo seu alto nudeermrnover alta meia vida
(FIGUEROA et al., 2008) e manutencdo da atividadeleengo de uma ampla faixa de
temperatura e pH (DILMORE et al., 2009).

Nos sistemas de captura enzimatica, até 0 momsoempregadas preparacdes
enzimaticas altamente purificadas e de fontes filel dimpliacdo de escala, como o0 sangue
humano (BOND et al., 2001; MIRJAFARI; ASGHARI; MANPEY, 2007; DILMORE et
al., 2009; DAVY, 2009; FAVRE; CHRIST; PIERRE, 2009INOBA et al., 2012), o que
aumenta o custo do processo. No entanto, existerdassque se aplicam a enzima obtida a
partir de bactérias (SHARMA et al., 2008; RAMANANt al., 2009; SHARMA;
BHATTACHARYA, 2010; SHARMA; BHATTACHARYA; SHRIVASTAVA, 2011) e,
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mais recentemente, extraida de eritrocito bovirRES et al., 2012) e da microalGalorella
vulgaris(LI et al., 2012).

2.5 Producéao de anidrase carbdnica em microalgas

A funcao primaria de AC em algas, tal como em plausiuperiores, € aumentar a
concentracdo de dioxido de carbono em torno darenfotossintética ribulose-bisfosfato
carboxilase (Rubisco). As microalgas e cianobadévivem num meio aquoso em que a
concentracdo de diéxido de carbono em torno dasgaséé significativamente menor do que
em plantas aéreas. A fim de manter altas taxas afessintese estes organismos
desenvolveram um mecanismo de concentracdo de ncarf@CM — do ingléscarbon
concentrating mechanigggue funciona para aumentar a concentracao aedide carbono
intracelular para um nivel muito superior ao présemo meio ambiente circundante. O
dioxido de carbono € usado pela Rubisco para méciaimeira reacdo no ciclo de Calvin, a
carboxilacdo da ribulose-bifosfato. O sistema dagporte de carbono inorganicq)(€ AC
sdo fundamentais para o funcionamento do CCM (BARGERICE, 1989; BADGER,;
PRICE, 1992; VAN HILLE et al., 2003).

As cianobactérias sdo estruturalmente diferentss aligas eucariotas, com a
auséncia de cloroplastos. Neste caso, 0s pigmdatossintéticos sao concentrados em
carboxissomos. Assim o mecanismo é um pouco difereastes organismos (BADGER,;
PRICE, 1989; VAN HILLE et al., 2003).

O mecanismo pelo qual ocorre o transporte dent cianobactérias ainda néo é
bem compreendido. Varios métodos tém sido utilizgagara tentar discriminar entre o
transporte de COe HCQ, porém, de uma forma geral, existe uma ideia gdea que
ambas as espécies de carbono podem ser usadasgbsti@to. O transporte de £6, no
entanto, considerado constitutivo, e a capacidadacdmular HC@ parece ser induzida em
resposta as baixas concentracdes externas de I@@pendentemente da espécie, € o ion
HCO;3; que é entregue no interior do citosol. O HC&umulado internamente penetra nos
carboxissomos, que contém a maior parte de Rubt@océlula. ACs localizadas
especificamente nos carboxissomos geram ¢ &0Oredor da Rubisco (BADGER; PRICE,
1992; AL-MOGHRABI et al., 1996; VAN HILLE et al.,aD3).

Kupriyanova et al. (2011), relata ainda a exist#nda anidrase carbonica
extracelular (ligada a membrana). O ion bicarbgraaie € a principal forma dg €xterno em
lagos alcalinos, é capturado pelas células conicipatdo da AC extracelular. Segundo o

mesmo autor, a AC extracelular seria responsawvelaapor evitar a fuga do G@as células
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por sua rapida conversdo para HCo espaco periplasmatico e camada pericelular. O
HCO;*' é, entdo, transportado através da membrana da palta dentro da célula por
transportadores de carbono.

De uma forma geral, a enzima € induzida por bamwesis de CQ dissolvido e
luz (BADGER; PRICE, 1989; BADGER; PRICE, 1992; VANLLE et al., 2003). Segundo
Rigobello-Masini, Aidar e Masini (2003), a alcaliagdo do meio também induz a producéo
da enzima, como um mecanismo para aumentar a doag@m de C@ao redor da Rubisco,
pois, em pH alcalino ocorre uma predominancia deore na forma do ion bicarbonato.

Quando se almeja produtos biotecnoldgicos é esdancbnhecimento a respeito
do perfil de produgdo dos mesmos. Esse tipo danrdpdo permite obter o periodo de
maxima produtividade da biomolécula de interessan Qelacdo a producdo da anidrase
carbodnica ao longo do cultivo de microalgas, aigéa escassos 0s estudos encontrados na
literatura.

Rigobello-Masini, Aidar e Masini (2003) e RigobeNtasini, Masini e Aidar
(2006) avaliaram o perfil da anidrase carbénica anittato redutase ao longo do cultivo da
microalgaTetraselmis graciligpara compreender melhor o mecanismo de fotossidesta
alga em diferentes condicOes de aeragdo. Os awerdésaram que com a alcalinizacdo do
meio e o decréscimo da concentracdo de carbongénico, houve um aumento da atividade
da anidrase carbénica externa (enzima ligada a maab- ensaios de atividade realizados
com a célula inteira) e total (ensaios realizadwos o0 extrato enzimatico — célula rompida).

Li et al. (2012) acompanharam a producéo da endumante 5 dias de cultivo da
microalgaChlorella vulgaris sendo o objetivo maior do trabalho a caractefiaata enzima.
A microalga apresentou atividades especificas altasprimeiros dias, decaindo no quarto e
quinto dias de cultivo. Os autores verificaram, li@m, que a enzima extraida da microalga

possui a capacidade de induzir a precipitacdo don@a@rma de CaC9

2.6 Ficobiliproteinas

Ficobiliproteinas sédo complexos pigmento-protefmdossoluveis, envolvidos na
captacdo de luz, covalentemente ligadas com grgpmsoforos e muito fluorescentes,
encontradas em cianobactérias (algas verdes-aams)uma classe de algas eucaridticas
(Criptomonados) e em rodofitas (algas vermelha8AIDE et al., 1998). A maior parte da

energia luminosa usada por alguns organismos fotédsos € obtida por pigmentos

acessorios, como as ficobiliproteinas, porque eofila absorve energia luminosa somente
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em uma regido limitada do espectro solar (REIS|.et1898). As ficobiliproteinas podem
representar mais de 60% do contetdo de proteihages(VISKARI; COLYER, 2003)

De acordo com a presenca de diferentes grupos &waws¢ as ficobiliproteinas
sao classificadas em quatro grupos (DUCRET e1@88; SUN; WANG, 2003): ficoeritrinas
(FE; Amax = 490 — 570 nm), ficocianinas (F&;ax = 590 — 652 nm), ficoeritrocianinas (FEC;
Amax = 560 — 600 nm) e aloficocianina (AF&;ax = 650 — 665). Quanto a coloragdo, as
ficoeritrinas aparecem com coloracdo vermelho msad ficocianinas séo azul escuro e as
aloficocianina possuem coloracéo azul esverdeatBKARI; COLYER, 2002)

Os prefixos das ficobiliproteinas foram inicialmemropostos para distinguir a
sua origem taxondémica (R- algas vermelhas, C- bactérias). No entanto, apdés a
descoberta de dois espectros de ficoeritrina hgeénte diferentes em algas vermelhas da
ordem Bangiales, B-ficoeritrina e b-ficoeritrinan@menclatura “R” para algas vermelhas néo
seria mais valido. Consequentemente, estes prefiéms mais se referem ao tipo de
organismos de origem, mas as suas caracteristipastmis especificas (MARSAC, 2003).

As principais ficobiliproteinas sdo ficocianina,ofatocianina e ficoeritrina
(VISKARI; COLYER, 2002). Em cianobactérias a ficacina estd presente em maior
propor¢do, e nas algas vermelhas a ficoeritringuamo o conteudo da aloficocianina é
muito menor em ambas as espécies (SU et al., 2B%6§o localizadas dentro de estruturas
subcelulares de cianobactérias chamadas de fiestnifios, onde se encontram organizadas de
modo a maximizar a transferéncia ressonante degianaor fluorescéncia. Essa transferéncia
ocorre da FE para a FC, desta para a AFC e finaénmaan AFC para o centro de reacéo
fotossintético (clorofila a) (VISKARI; COLYER, 2002

O grande interesse nestas biomoléculas esté r@agdd como corantes naturais.
Quando purificadas, as ficobiliproteinas podem agdicadas como corante em alimentos
(C-ficocianina) e cosméticos (C-ficocianina e Ro#@dtrina). A C-ficocianina oriunda de
Spirulina é utilizada como corante natural em goma de magcadutos lacteos e geleias
(SEKAR; CHANDRAMOHAN, 2008).

Os corantes empregam um papel especial nos alimgoirdo ser consumidos.
Sendo as criangas 0s principais consumidores deemidos e guloseimas artificialmente
coloridos, o crescimento da consciéncia da impoidéte corantes naturais, especialmente de
alimentos e cosméticos, tem ocupado uma granderdlente fontes naturais e bioldgicas de
corantes (SARADA,; PILLAI; RAVISHANKAR,1999). Dentraleste contexto, espécies do
géneroSpirulina sédo fontes ndo dispendiosas de ficobiliproteiMVIBKOVA et al., 2003),
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além de possuir certificado GRAGdnerally Recognized as Satiw FDA Food and Drug
Administratior), permitindo seu uso em alimentos.

Em sua forma purificada, a C-ficocianina (C-FC) quos também, atividade
antioxidante contra radicais hidroxil (ESTRADA; BESS; DEL FRESNO, 2001), radicais
peroxidos (BHAT; MADYASTHA, 2000) e radicais DPPIBANTAR et al., 2012), e tem
sido utilizada como agente anti-tumoral e antiamfatério (REDDY et al., 2003), pela sua
capacidade hepatoprotetora (NAGARAJ et al., 2012¢le potencial contra diabetes (OU et
al., 2013) e hipertenséo (ICHIMURA et al., 2013).

A aloficocianina € amplamente utilizada em técnlmiagjuimicas como marcador
fluorescente (SHAPIRO et al., 1983; YEH et al., 798Além disso, varios estudos tém
relatado que a aloficocianina possui propriedagatoprotetora, antioxidante, de eliminacao
de radicais, antiartritica, propriedades anti-miorias (REDDY et al., 2003; ROMAY et
al., 1998) e atividade anti-enterovirus (SHIH et 2003). Apesar de sua ampla aplicagéo, a
aloficocianina continua a ser a ficobiliproteina noe estudada devido ao seu baixo
rendimento e a falta de métodos eficazes de pagdic (FAN et al. 2012). Estudos de
purificacdo de ficobiliproteinas geralmente focaaoabtencao de ficoeritrina ou ficocianina,
gue estao presentes em maior quantidade em cidédbacou algas vermelhas (SU et al.,
2010). Uma forma de melhorar o baixo rendimentoed&acdo de aloficocianina é o
aperfeicoamento do processo de ruptura celular.

2.7 Producéo de ficobiliproteinas em cianobactérias

Na literatura sédo encontrados diversos trabalhogxtiecao e purificacdo de
ficobiliproteinas, mas poucos estudos avaliam alyg@o destes pigmentos ao longo do
cultivo de microalgas.

Saleh, Dharb e Singh (2011) realizaram um comparatds perfis de pigmentos
de diferentes cepas dgpirulina ao longo de 25 dias de cultivo. Os autores awathaa
producdo das ficobiliproteinas, carotenoides Pecaroteno. Maiores producbes de
C-ficocianina e aloficocianina sao obtidas entré56 e 20° dias de cultivo. As maximas
concentracdes obtidas pelos autores foram 82, @ludé C-ficocianina e 62, 3 pg/mL de
aloficocianina.

Chen et al. (2013) avaliaram a fixacédo de,@@ producao de C-ficocianina pela
Spirulina platensisdurante 10 dias de cultivo. Os autores verificargne uma maior

produtividade de C-ficocianina é alcancada en3@ @ o 4° dias de cultivo.
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2.8 Extracdo de biomoléculas intracelulares

O aumento na demanda por produtos intracelulaosap roteinas e enzimas,
pelas industrias alimenticia e farmacéutica, terdegxciado a importancia dos processos de
rompimento celular. Os critérios utilizados parsebecao da técnica de ruptura celular devem
considerar alguns fatores como: tamanho da céolerancia a tensées de cisalhamento,
necessidade de controle de temperatura, tempoatag@o, rendimento do processo, gasto de
energia, custo e capital de investimento (PESSQRIKKAN, 2005).

Microalgas podem ser utilizadas para a producaaurdegrande numero de
bioativos de alto valor agregado. A producdo corakeme metabdlitos intracelulares de
microalgas requer as seguintes etapas: (1) a piodeqn larga escala de biomassa da
microalga apropriada; (2) recuperacdo da biomasgartr de um cultivo relativamente
diluido; (3) extracdo do metabdlito a partir danbassa; e (4) purificacdo do extrato bruto
(GRIMA et al., 2003).

Diferentes métodos podem ser empregados para ac&atrde proteinas
intracelulares, os quais dependem da forca fisicpatede celular dos micro-organismos,
localizacdo dentro da célula, estabilidade e dodesejado para 0 composto de interesse
(FARKADE, HARRISON, PANDIT, 2005).

N&o existe um método Unico ou um conjunto de métaghdicaveis ao isolamento
de todas as proteinas indistintamente, porém,qatguer proteina, é possivel escolher uma
sequéncia de etapas de separacdo que, dependepdoeda desejada, podem resultar em
aumento do custo e reducdo da producédo (LIMA e@D2). Técnicas baseadas no use de
pressdo osmotica, condi¢des abrasivas, tratameimauap, tratamento enzimético, secagem,
congelamento-descongelamento e tratamento ultriassdodem ser utilizadas para uptura
celular (MORAES et al., 2011a).

O rompimento celular pode ser conseguido por umigdade de técnicas, e 0s
métodos disponiveis podem ser classificados de adorgeral em métodos mecéanicos e nao
mecanicos (Figura 3). Os métodos mecéanicos tambédenp ser combinados com os
métodos ndo mecanicos para aumentar a eficiénclzlgtia ruptura celular. Os métodos
mecanicos incluem moinhos de bola, homogeneizadieealta pressdo e a cavitacdo. A
cavitacdo pode ser ainda gerada através de somjchgénogeneizadores ultrassénicos e
reatores de cavitagdo hidrodindmica. Os métodosme@nicos incluem tratamentos
quimicos, enzimaticos, calor, solucbes alcalinadjogue osmotico, ciclos de
congelamento/descongelamento (BALASUNDARAM; HARRIMS@RACEWELL, 2009).
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Embora uma variedade de técnicas esteja dispopdval a extracdo de produtos
intracelulares, os métodos mecanicos tém encontrador aplicacdo comercial em
comparacao com os métodos ndo mecanicos, poisimesibossuem limitacdes operacionais
e econdmicas quando aplicados em larga escalaodbos de bolas e homogeneizadores de
alta pressdo tendem a ser utilizados em largaaepeah ruptura de células microbianas, ao
passo que outros métodos mecanicos e ndo meca&dicqgredominantemente utilizados na
escala laboratorial (BALASUNDARAM; HARRISON; BRACERLL, 2009).

Figura 3 — Classificacdo das técnicas ruptura celular

Ruptura celular

Métodos mecanicos Meétodos ndo mecdnicos
|
\ ] ' \. | I |
Suspensao Sélido Fisico Quimico Biologico
I | | |
pressao agitagdo - calor - alcalis - lizosima
‘ mecanica - congelamento - acido - enzimas de
. - choque - detergentes  lise celular
- m(”“']ho de osmético - solventes - mutanolisina
C;lOlOldCS . - secagem -EDTA - autolise
- omogenelzrildores - cavitagdo - antibidticos - inibidores
de alta pressdo ’7“ ultrassonica - agente de parede
- cavitagio caotropico
moagem pressao hidrodinamica
| |
- moinho - prensas de
de bolas alta pressao
-gral e
pistilo

Fonte: adaptado de HARRISON (1991)

Os moinhos de bola e homogeneizadores de altadprgssssuem algumas
desvantagens, como a liberacdo nédo seletiva dafarodto €, a liberacdo de contaminantes
juntamente com o biocomposto de interesse, e aomeacdo dos fragmentos celulares, que
prejudicam as etapas que sucedem a extracdo fegatdo e/ou filtracdo)
(BALASUNDARAM; HARRISON; BRACEWELL, 2009).

A economia do processo pode ser melhorada se Pper@iio seletiva dos
produtos durante os passos iniciais for levada ensideracdo. No caso de um produto

intracelular, isto pode ser conseguido atraveshaeatdcado do produto seletivamente durante a
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primeira operacdo de recuperacdo, a ruptura celalae o tratamento ultrassbnico tem

demonstrado

ser uma técnica promissora (BALASUNDARA HARRISON;

BRACEWELL, 2009). A seletividade relativa e recuggfo que podem ser conseguidos com

0s métodos de ruptura celular acima mencionadogesionidos na Figura 4. Embora os

métodos mecanicos industrialmente preferidos, coramho de bolas e homogeneizador de

alta pressao, sdo superiores em termos de recépedacproduto, a sua fraca seletividade é

uma grande desvantagem.

Figura 4 —Relacao entre seletividade do produto liberadaiéidade de recuperacéo de

Seletividade/pureza

diferentes técnicas de ruptura conhecidos

> Ideal hipotético

Engenharia celular 5@
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Metodos quimicos | s | = LS Sonicagdo

[ e |

Cavitacdo hidrodinidmica

Moinho de bolas |e .'-!

¥

Recuperacao

Fonte: adaptado de BALASUNDARAM; HARRISON; BRACEWEI2009)

O rompimento celular € muitas vezes necessario paeguperacdo de produtos

intracelulares a partir de microalgas. A maioria deetodos de ruptura celular que foram

desenvolvidos para a utilizagdo com micro-organgsméo fotossintetizantes podem ser

aplicados para as microalgas. Alguns dos métodosliados para rompimento de biomassa

microalgal sdo o homogeneizador de alta pressagjtacdo de biomassa em presenca de
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pérolas de vidro e de ceramica, autoclavagem,sstira, tratamento com acido, solventes,
alcalis e enzimas. Os homogeneizadores de altadwresdo amplamente utilizados para
romper as células deaematococcuslestinado a alimentacdo dos peixes. O rompimento
aumenta grandemente a biodisponibilidade e a das#ni dos pigmentos (GRIMA et al.,
2003).

2.9 Extracao de anidrase carbonica e ficobiliproteias

Na literatura ndo existem estudos a respeito dagid da anidrase carbdnica a
partir de algas e/ou de cianobactérias. Os autdsas apenas o isolamento da enzima para
sua caracterizacdo, ndo importando o rendiment@rdoesso de extracdo. Algumas das
metodologias utilizadas para a extracdo da enzestes estudos sdo: agitacdo com pérolas de
vidro, prensa francesa, sonicacdo, maceracédo drmagnanitrogénio liquido, congelamento e
descongelamento e homogeneizacdo mecanica, trataneezzimatico com lisozima e
homogeneizador ultrassénico (GHOSHAL; HUSIC; GOYA2002; XIA; GAO, 2005;
RIGOBELLO-MASINI; MASINI; AIDAR, 2006; SHARMA et al, 2008; CHINNASAMY et
al., 2009; RAMANAN et al., 2009; KUPRIYANOVA et al2011; LI et al., 2012).

Com relagdo a biomassa de cianobactéria, sdo eadostdiversos trabalhos que
avaliam a extracdo de C-ficocianina a partir demaissa seca (SILVEIRA et al., 2007;
MORAES; BURKERT; KALIL, 2010) e de biomassa Umid&ARADA; PILLAI;
RAVISHANKAR, 1999; MORAES et al., 2011a). Porémongéo encontrados trabalhos de
extracdo conjunta de ficobiliproteinas e da enamdrase carbonica.

No estudo de Sarada, Pillai e Ravishankar (199)ird as técnicas estudadas
para a extracdo de C-ficocianina$grulina platensiso congelamento e descongelamento e
a homogeneizacdo em gral e pistilo foram as qupopcgonaram os maiores rendimentos,
1947 e 196,6 mg/g, respectivamente. Os autoresdaairrelatam que o0
congelamento/descongelamento foi o método que pmpou maior qualidade de C-
ficocianina e o extrato obtido ndo continha cldeofi

Silveira et al. (2007) estudaram os efeitos da &atpra e da razdo de biomassa-
solvente sobre a concentracéo e pureza da C-filanei@xtraida a partir de biomassa seca da
cianobactérigpirulina platensid EB 52. As condi¢fes Otimas para a extracdo doobémte
foram uma proporcdo de biomassa-solvente de O0/O8 g/ temperatura de 25 °C. Nestas
condicbes, foi possivel obter um extrato de C-feomioa com uma concentracdo de

3,68 mg/mL com um grau de pureza{#A.so) de 0,46.
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No trabalho de Moraes, Burkert e Kalil (2010), priramente, a biomassa
oriunda da cianobactériapirulina platensid. EB 52 foi submetida a diferentes tratamentos
para a ruptura celular. Definida a metodologia dptura, o processo de extracdo foi
otimizado, avaliando os efeitos da velocidade dacéwm (agitacdo da suspensao foi realizada
em agitador orbital) e razdo biomassa-solvente dssam metodologia de planejamento
experimental e superficie de resposta. A secaggmidsede congelamento e maceracao até
particulas com tamanho entre 0,106 e 0,125 mmanjuerite com uma razao de biomassa-
solvente de 0,16:1 e extracdo sem agitacdo a 26ra@ as melhores condi¢cGes de extracao
obtidas pelos autores. Nestas condi¢Oes foi aldangma concentragcdo de C-ficocianina de
13,2 mg/mL com pureza de 0,603 e rendimento der83/§.

Moraes et al. (2011a) avaliaram a extracdo de @&iimina a partir de biomassa
umida deSpirulina platensisLEB 52. Dentre os tratamentos estudados pelos esjt@r
sonicacdo com pérola de vidro foi a técnica quelti@s nos maiores rendimentos. Os autores
obtiveram valores de C-ficocianina em torno de 43g7g.

Com relacédo a extracdo de aloficocianina, sao eramws poucos trabalhos.
Apenas no estudo de ElI-Mohsnawy (2013) € avaliadati@acao deste pigmento por duas
técnicas, lisozima juntamente com alta pressdmmada a agitagcdo em vOrtex com pérolas
de vidro, com biomassa da cianobactéflaermosynechococcus elongatuds ensaios

realizados com o vortex foram os que resultaranuma maior extragdo de aloficocianina.

2.10 Consideracoes finais

A utilizacdo de biomassa microalgal para obtengécampostos de alto valor
agregado vem crescendo de maneira significativailtimsos anos requerendo cada vez mais
estudos a respeito da producdo e recuperacdo damawmeDentro do exposto na revisao
bibliografica, observou-se que o0s processos enmdlvea producdo e extracdo de
biomoléculas intracelulares de microalgas vem s@odao estudados.

Esta tese vem a contribuir no avangco do desenvehtionde um processo de
obtencdo e extracdo de bioprodutos de interesseerc@ly anidrase carbbnica e
ficobiliproteinas, uma vez que inova quando apfesem processo de obtencédo conjunta
destes compostos a partir de biomassa de cianadbacté

Além disso, o estudo da producdo da enzima ao ldogeultivo das algas, que
permite avaliar o periodo de maxima producdo darenzvisando a obtencdo de maxima
produtividade, € interessante, visto que a maideos artigos sdo apenas de isolamento e

caracterizagao da enzima.
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CAPITULO 1lI
DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO
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ARTIGO 1: EXTRACAO DE ANIDRASE CARBONICA DA MICROAL GA Dunaliella
tertiolecta: POTENCIALIDADE PARA USO EM CAPTURA DE CO ,
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EXTRACAO DE ANIDRASE CARBONICA DA MICROALGA Dunaliella tertiolecta:
POTENCIALIDADE PARA USO EM CAPTURA DE CO »

RESUMO

Nos ultimos tempos existe um forte interesse nabégtacdo atmosférica do G@ outros
gases de efeito estufa para mitigar os riscos decamento global. Dentre as estratégias para
reducdo das emissdes esta a captura e sequesif® aemosféerico, onde sistemas utilizando
a anidrase carbbnica tém sido muito estudados. &stama encontra-se amplamente
distribuida na natureza, sendo as microalgas umée fpotencialmente atrativa desta
biomolécula. Este trabalho apresenta a obtencanidease carbbnica a partir da biomassa da
microalga marinhaDunaliella tertiolectae sua aplicacdo na captura enzimatica de.CO
Foram testados trés métodos para a extracdo dananagitacdo com abrasivo, maceragéo
com gral e pistiio e tratamento ultrassénico. Forastudadas, também, diferentes
concentragcdes de biomassa Umida e tempos de extRgaultimo, a enzima obtida a partir
da microalga foi aplicada em um sistema enzimateeaptura e sequestro de £Obteve-

se um extrato enzimatico com uma atividade na ordier7 U/g de biomassa, sendo que 0s
maiores rendimentos em extracdo foram obtidos ctre@mento ultrassdnico, concentracdes
de biomassa entre 0,1 e 0,2 g/L e tempos de egtrded@B min. A enzima foi aplicada na
captacdo enzimatica do ¢@ficazmente, demonstrando que a biomassa mictdadga-se

de uma fonte potencialmente atrativa para obtededmidrase carbonica.

Palavras-chave: captacdo enzimatica; mitigacdo do LL@atamento ultrassénico; ruptura

celular.

1 INTRODUCAO

O aquecimento global tem estimulado o desenvolvimda tecnologias eficazes
para mitigacdo do COO aumento continuo da concentracdo deste gasnoafara tem sido
extensivamente documentado (RAMANATHAN; FENG, 200)a concentracdo aumentou
de 280 ppm em 1850 (revolucéo industrial) (IPCQ720VMO, 2010) para 398 ppm em
fevereiro de 2014, e atualmente vem aumentando @ tawa de 2,07 ppm/ano (NOAA,
2014).

Este poluente € oriundo principalmente da queimaaebustiveis fosseis para
geracdo de energia e transporte, que esta assoctadao aumento da populacédo e
industrializacdo (CHANG; YANG, 2003). Outras fontssriam a queima de florestas e
cerrado, e a queima de combustiveis de uso doméRAMANATHAN; FENG, 2009).

Os gases de efeito estufa contribuem ndo somerde@uecimento global, mas
também para outros impactos no meio ambiente eideahumana. Os oceanos absorvem
aproximadamente um terco do £€mitido a cada ano pelas atividades humanas,ndona

agua gradualmente mais acida, o que pode causanda @pida de barreiras de corais e da
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biodiversidade do ecossistema marinho com enormggicacées na vida marinha e,
consequentemente, na vida terrestre (ORMEROD, &002).

Muitos paises e regides ao redor do mundo estavatacmetas para reducéo de
CO,, a fim de cumprir os objetivos de sustentabilidadevistos no Protocolo de Kyoto.
Vérias opcdes estdo sendo estudadas e implementadasliferentes graus de sucesso, e em
diferentes fases de estudo e implementacdo. Algyesiplos sdo energia solar, térmica ou
fotovoltaica, hidrelétrica, edlica, geotérmica, dumbustiveis, sequestro de carbono, entre
outros. Cada alternativa possui vantagens e pralsiem a escolha da melhor opcéo ira
depender da area de aplicacdo (MATA; MARTINS; CARI 2010).

Dentre as estratégias para reducéo de emiss6ed.0est@ 0 sequestro deste gas a
partir de fontes pontuais ou atmosféricas atraeégdhicas naturais e de engenharia (LAL,
2008). Dentro deste contexto, os sistemas biol8gicue utilizam a enzima anidrase
carbonica, vém ganhando cada vez mais atencae gtstemas sao baseados em reagdes que
ocorrem naturalmente nos organismos vivos e sdovisnpotencial para a melhoria destas
tecnologias (FIGUEROA, 2008). Porém, a viabilidatte processo de captura enzimatica
reside inicialmente na obtencdo da enzima a fhetiontes viaveis.

A anidrase carbdnica é uma metaloenzima que catabisn alta eficiéncia a
hidratacdo reversivel do GGem bicarbonato, uma reacdo fundamental para Eoses
biolégicos como a fotossintese e respiragdo. Pederscontrada em diversos organismos,
como animais, vegetais e algas (HEWETT-EMMETT; TASMN, 1996), sendo o ultimo uma
fonte potencialmente atrativa para obtencao darenzi

O cultivo de microalgas possui algumas vantageos)ocrapido crescimento,
comparado as plantas superiores; possibilidadeutliyac em aguas salobra e/ou salgada,
liberando o uso de agua doce para o consumo humagricultura; tolerancia a fatores
ambientais extremos, podendo ser cultivadas intams&nte em pequenos espacos e em
regibes impréprias para atividades agricolas (KURAN al., 1995).

Dunaliella tertiolecta (D. tertiolectg foi usada neste estudo, porque € uma
espécie relativamente facil de cultivar e utilizarientes inorganicos presentes na agua do
mar, aguas residuais ou agua salobra, juntamemteactuz solar para produzir biomassa
usando C@como fonte de carbono. Além disso, possui elet@ldadncia ao sal, temperatura
e luz (TANG et al., 2011), possui, também, capalgedde crescer sobre uma ampla faixa de
pH (YOUNG; BEARDALL; GIORDANO, 2001). Tem sido utdlda em estudos de
biofixacdo devido sua resisténcia a altas conogisa de C® (ONO; CUELLO, 2006;
WANG et al., 2008). Segundo Young, Beardall e Gaow (2001) a microalgBunaliella
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tertiolecta expressa uma capacidade de acumulagdo de carbongénito dissolvido
extremamente eficiente, relacionada a capacidadéldir de utilizar o ion HCO

Neste trabalho foi avaliada a potencialidade dénemanidrase carbodnica extraida
da microalga marinhBunaliella tertiolectaem um sistema enzimatico para captura de. CO
Para isso, foi estudada a extracdo da enzima amidi@bonica da biomassa danaliella
tertiolecta por trés métodos de ruptura celular. Foram estgjathmbém, diferentes
concentracdes celulares e tempos de extracaoirRofof aplicada esta enzima em sistemas

de captura do CO

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Microalga e meio de cultivo
Foi utilizada a microalga marintiaunaliella tertiolecta gentilmente cedida pelo
Laboratério de Biologia Marinha e Biomonitorame(it&BIOMAR) do Instituto de Biologia
da Universidade Federal da Bahia. Para o prepari@ulo, cultivo e manutencdo da
microalga foi utilizado o meio Conway (WALNE, 1966pm agua marinha natural com
salinidade de 28 (OLIVEIRA et al., 2011).

2.2 Cultivo

Os cultivos foram realizados em erlenmeyer de Vdlufme atil de 800 mL),
sendo adicionado 20% de inoculo. As algas forambadas a 25+1 °C, por 10 dias e a
agitacao realizada por injecdo constante de anlg&t® vvm). A iluminéncia foi promovida
por lampadas florescentes do tigaylight (40,5 pE/M.s), com fotoperiodo fixado em 12 h
claro/escuro.

Ao final do cultivo, a biomassa foi obtida por aéngacéo (520 g por 20 min)
e ressuspendida em tampao Tris-HCI 10 mM pH 8,%(8BELLO-MASINI, AIDAR E
MASINI, 2003) para realizagéo dos testes de extraca

2.3 Extracao da anidrase carbonica

A extracdo da enzima foi estudada em duas etapagprifeira, foi avaliado o
desempenho de trés métodos de ruptura, que forgitac@ com pérolas de vidro,
homogeneizagdo em gral e tratamento ultrassdniestaNprimeira etapa foi utilizado uma
suspensdo de biomassa em tampao Tris-HCI 10 mM ,8Hn& concentracdo de 5 g/L
(MORAES et al., 2011).
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Para a agitacdo foram adicionadas pérolas de {igfhh4 mm) a biomassa na
proporcao de 1:1,1 (mL de suspensao: g pérolagdde)ve a mistura agitada vigorosamente
em vortex durante 40 min, intercalando 2 min déaggo e 2 min de resfriamento em banho
com gelo (MEDEIROS et al., 2008).

Na homogeneizacdo em gral, a biomassa congela®a °Glpor 24 h) foi
homogeneizada com auxilio de um pistilo, na preselecterra diatomacea, na propor¢édo de
5:1 (g de biomassa: g terra diatomacea) (MORAES. €2011).

No tratamento ultrassénico, o rompimento celularréalizado utilizando um
homogeneizador ultrassénico (Sonic Ruptor 250, Ommbternational Inc., EUA) com
frequéncia de 20 kHz (ponteira micro com potén@a6@ W) por 10 min. O ensaio foi
realizado em banho de gelo.

Na segunda etapa, foi fixado o método de extradamaen testadas suspensoes de
biomassa com concentragédo entre 0,1 e 9 g/L. Hetat® a melhor concentragdo, esta foi
utilizada para avaliar o rendimento de extragaofemgdo do tempo, onde foram testados
tempos de 1 a 10 min. O ensaio foi realizado sempreéanho de gelo.

Apoés a ruptura celular, a suspenséo resultanteada teste foi centrifugada a
5200x g por 20 min a uma temperatura de 4 °C, e o sobaee, livre de células, utilizado
para medida da atividade enzimatica, clorofilalarofila b e carotenoides totais. Todos os

ensaios foram realizados em triplicata.

2.4 Captura enzimatica do CQ

A anidrase carbbnica extraida da biomassa microdiga utilizada como
catalisador para a hidratacdo do G0 mesmo foi precipitado na forma de carbonato de
calcio (CaCQ). Em erlenmeyers contendo o extrato enzimatic@i@wu-se tampao Tris
1,2 M contendo 4,5% de cloreto de calcio dihidraté@aCh.2H,O) na proporcdo 1:1. A
reacdo foi iniciada com a adicdo de uma soluc&mgyda deionizada saturada com,CApos
determinados intervalos de tempo, a mistura fdrafla e seca para ser mensurada a
quantidade de CaGQprecipitado (ensaio enzimatico). Também foramizadbs ensaios
substituindo o extrato enzimatico por agua deiataz@nsaio ndo-enzimatico) (ORES et al.,
2012).

2.5 Métodos analiticos
Para a determinacdo da atividade enzimatica fiizadio o teste de atividade de
esterase (POCKER; STONE, 1967), adaptado. Nessadatetia a mistura reacional
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consistiu em 1,8 mL de tampéo Tris-S& mM pH 7,4, 0,2 mL de solucdo enziméatica e 1
mL de solugcdo 3 mM de-nitrofenil acetato. Apdés a adicdo do substrato,régistrado o
aumento da absorvancia a 400 ‘. fioteno= 11,9 mL/cm.pumol). Uma unidade de atividade
enzimatica (U) é definida como a quantidade de neazinecessaria para liberar
1 umol dep-nitrofenol por minuto, sob as condi¢cdes do engasoresultados foram expressos,
também, em termos de rendimento de extracdo, aedlculividindo-se a atividade enzimatica
(U/L) pela concentragao de biomassa (g/L)

A concentracdo de biomassa foi determinada pauréeila densidade Optica a
680 nm e conversao para biomassa seca atravesaleuna padrao previamente preparada
(MASSART,; AUBRY; HANTSON, 2010).

A extracdo da clorofila a ¢ clorofila b (G) e carotenoides totais () foi
realizada com éter dietilico segundo metodologiaDeee, Glnes e Sivaci (1998) e as
concentracdes destes pigmentos foram calculadagoromn Equacbes 1, 2 e 3
(LICHTENTALER; WELLBURN, 1985).

C, = 1005[A,,, - 0766[A,,, (1)
C, =1637[A,,, - 3140(A,, )
C... =10000A ,,, - 1280[C, - 567(C, /230 3)

2.6 Analise estatistica
Os resultados foram tratados por anéalise de vasi&eguida pelo teste de Tukey,

considerando um nivel de confianca de 95 % (p<0,05)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extracao da anidrase carbonica

Foram realizados testes de extracao da anidrabéniea e as concentracdes de
clorofila a, clorofila b e carotenoides totais, t#m foram determinadas nestes primeiros
ensaios como uma forma de verificar a eficaciardasdologias de extracdo escolhidas, ja
gue nédo sao encontrados na literatura trabalhoavlem a extracdo da anidrase carbonica.

Observa-se na Tabela 1 que o tratamento ultrassdoico que proporcionou
maior extracdo da enzima, com atividade enzimated4,4 U/g de biomassa, e maiores
concentracoes de clorofila a (17,2 pg/g), clorofda(5,6 pg/g) e carotenoides totais

(10,2 ug/g).
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Tabela 1—Valores experimentais (média + desvio padrao) obtitbs ensaios de extracao da
enzima por diferentes tratamentos

Atividade Clorofilaa  Clorofilab  Carotenoides totais

Método
(Ulg) (M9/9) (M9/9) (Hg/g)
Agitacdo com
gras _ 7,0+0,2 41+0,3 0,8+0,P 23+0,?
abrasivo
Ultrassonico 144+0%7 17,2+0,2 56+0,2 10,2 +0,1
Gral e pistilo 23+03 0,5+0,2 0,1+0,08 0,4+0,%

Letras iguais indicam que nao ha diferenca sigatifi@ entre as médias (p>0,05).

Através da Figura 1, que mostra a biomassa da alga@®unaliella tertiolecta
antes e apos os processos de ruptura celular,ggodenfirmar que o tratamento ultrassénico
foi mais eficiente na extracdo dos pigmentos, cafoofila e carotenoides. Sendo assim,
como a enzima e intracelular, o ultrassom foi, eguentemente, mais eficiente na extracao
da enzima.

Figura 1 —MicroalgaDunaliella tertiolecta(a) antes da extragdo da enzima; e biomassa apdés
extracao por (b) tratamento ultrassénico, (c) ggibacom abrasivo e (d) homogeneizacao
com gral e pistilo; todas com aumento de 400 v€zaesostra diluida)

LS AT
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O tratamento ultrassonico tem sido reconhecido gadanais como um eficiente
método de extracdo e tem sido comumente utilizaata fise celular. O ultrassom tem
demonstrado ser um tratamento eficaz para rompgrarade celular de microalgas
(BERMEJO et al., 2001; FURUKI et al., 2003; PATHLa¢, 2005, BERMEJO et al., 2006;
MORAES et al.,, 2011). No ultrassom, as ondas sengé&n convertidas em vibracoes
causando o fenbmeno de cavitacdo. Essas vibragd@as gocos de baixa pressdo no liquido
suficientes para a formacéo de bolhas muito peguénmedida que se prolonga o tempo das
vibracdes, essas bolhas entram em colapso, quaelgeranda de choques que circulam pelo
meio liquido e resultam em um impacto e aumentotatsdo de cisalhamento, com
consequentemente rompimento celular (PESSOA JUNIORKIAN, 2005) e liberagao da
enzima para o meio.

O uso de reatores de cavitacao hidrodinamica men@imento celular tem sido
aprovado, inclusive, para aplicacées em larga &spais tem demostrado maior eficiéncia
em comparagdo com técnicas convencionais baseadagilimacdo da energia mecanica
(GOGATE; KABADI, 2009). No geral, a cavitacdo € umegnologia bem estabelecida em
escala de laboratério e piloto (GOGATE et al., 20BALASUNDARAM; HARRISON;
BRACEWELL, 2009), mas sdo necessarios os esfommbinados de quimicos, engenheiros
e fisicos para aproveitar eficazmente o potenasialtecnologia em escala industrial.

Furuki et al. (2003) ainda ressaltam que o ultrassata-se de um método rapido,
em comparacao com as técnicas tradicionais, e seltivo para larga escala. Ao estudar a
extracdo de C-ficocianina depirulina platensis os autores verificaram que a pureza do
biocorante pode ser controlada pela frequénciarafa alo ultrassom irradiada. O efeito
seletivo do ultrassom é relatado, também, na édrate enzimas (BALASUNDARAM;
PANDIT, 2001; BALASUNDARAM; HARRISON; BRACEWELL, 209; GOGATE;
KABADI, 2009).

O ultrassom também apresenta resultados satisfatGd extracdo de clorofila,
carotenoides e lipidios a partir de biomassa deraaligas. Simon e Helliwell (1998)
avaliaram a extracdo de clorofila da aRglenastrum obliquustilizando solvente juntamente
com as técnicas de banho ultrassénico, sondasdtres, gral e pistilo, triturador mecanico
de tecidos e a imersdo em solvente (método tramibioOs autores verificaram que a sonda
ultrass6nica proporcionou uma extracao de clor8fiavezes superior ao método tradicional.
Henriques, Silva e Rocha (2007) também verificavamaumento no rendimento da extracao
de clorofila da algaNannochloropsis gaditanaitilizando o tratamento ultrassénico em

conjunto com o solvente organico.
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Macias-Sandhez et al. (2009) avaliaram a extragadatofila e de carotenoides
da algaDunaliella salina Para isso, os autores testaram duas metodoladiesssom e a
utilizacdo de fluidos supercriticos, ambos em amigicom solventes organicos. A técnica de
ultrassom foi a que proporcionou as maiores exé®mcdanto de carotenoides como de
clorofila.

Serive et al. (2012) observaram em seu estudo goeieacao apresenta-se como
um metodo eficaz, de facil operacdo e reprodutperla a extracdo de pigmentos e
metabolitos da alg®haeodactylum tricornutumA agitacdo com pérolas de vidro também
demonstrou ser um método eficaz pafRhaeodactylum tricornutura para &orphyridium
purpureum Dentre os pigmentos avaliados pelos autores astéwofila a e o betacaroteno.

Adam et al. (2012), Gerde et al. (2012) e Araujalef2013) avaliaram o uso do
tratamento ultrassénico para a extracdo de lipidisolsiomassa microalgal. Nos trés trabalhos
o tratamento ultrassOnico aumentou a extracédo deriaa intracelulares, demonstrando ser
uma técnica promissora.

A partir dos resultados obtidos na Tabela 1 escedfeeo tratamento ultrassénico
para a proxima etapa, onde foram realizados telte=xtracdo variando a concentracdo de
biomassa e, posteriormente o tempo de processoeiPaimente, foram realizados ensaios
com concentracdo de biomassa entre 1,5 e 9 ¢g/L eesndtados estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2 —Valores experimentais de atividade (média + depeaidrao) obtidos nos ensaios
de extracdo com diferentes concentracdes de biamass

Biomassa (g/L) Atividade (U/L) Atividade (U/g)
1,5 4,0+0,12 9,3+0°2
3 3,9+0,22 9,0 + 0%
6 3,4+0,44 7,9 +1,0°
9 3,2+0,08 7,4+0,08

Letras iguais indicam que n&o ha diferenga sigatifra entre as médias (p>0,05).

N&o houve diferenca significativa entres as atoega(U/L e U/g) obtidas nos
ensaios com 1,5, 3 e 6 g/L, sendo alcancado ummoade 9,3 U/g e 4,0 U/L com 1,5 g/L.
Porém, nota-se pelos resultados da Tabela 2 queauitdo a concentracdo de biomassa de 9
para 1,5 g/L houve um aumento na atividade enziad# partir disso, foram realizados

novos ensaios para avaliar o rendimento em extrég¢éy) com concentracfes de biomassa
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entre 0,5 e 1,5 g/L (Tabela 3), pois para realimaracompanhamento da atividade ao longo
do cultivo, concentragfes baixas de biomassa s&im@ressantes do ponto de vista pratico.

Tabela 3 —Resultados (média + desvio padrdo) obtidos nosiansia extracdo com baixas
concentracdes de biomassa

Concentracéao celular (g/L)

Resposta
0,5 1,0 1,5
Atividade (U/L) 10,8 £ 0,2 10,8 +0,3 10,5+0,7
Atividade (U/g) 66,7 £ 2% 67,2+1,3 65,3 +3,8

Letras iguais indicam que n&o hé diferenga sigatifra entre as médias (p>0,05).

Observa-se na Tabela 3 que os valores de ativetaimatica obtidos com as trés
concentracdes foram estatisticamente iguais. Asdo@icentracdes celulares resultaram em
um bom rendimento em termos de extracdo da enifl@smo diminuindo a concentracao de
biomassa para 0,5 g/L, ndo houve uma diminuicanifgigtiva da atividade enzimatica.
Assim, foi verificada a necessidade de estudarteagdo da enzima com concentracbes
inferiores a 0,5 g/L (Figura 2a) para verificar gt& ponto pode-se diminuir a concentracdo

de biomassa sem acarretar em perdas de rendimeptdrdcao.

Figura 2 —Extracdo da enzima anidrase carbonica em funcata(epncentracéo de
biomassa e (b) do tempo (letras iguais indicamngueeha diferenca significativa entre as
meédias, p>0,05, n=3)

60

= Ia a,b
K T
S ? b
!
-‘g i
S 20-
< i
0 T T T T T T I
0,1 0,2 0,3 0,4
20+ a
Q 15—
3 il
% 104
_g | d
s 5
p i
0,

0,2 0,3
Biomassa (g/L

(@)



CAPITULO Ill — 43

40; ab a ab

b aln ! a,b

I R by

330— I I

3 201

3

-

E 10

< 4

-

2

(]

©

3

S

=

<

1 2 3 4 5 6 8 10
Tempo (min

(b)

Observa-se na Figura 2 (a) que quanto maior a otagdo de biomassa
utilizada, maior foi o valor de atividade enziméatiJ/L) dos ensaios, conforme esperado
para essa faixa de concentracdes de biomassa. @ wador de atividade (16,9 U/L) foi
obtido com 0,4 g/L, valor este estatisticamenterdiite dos demais, e 0 menor valor (6 U/L)
foi obtido com 0,1 g/L. Porém, o maior rendimen® ektracdo (U/g) foi obtido com a
suspenséao de 0,1 g/L (53,9 U/g), valor este estatisente igual ao obtido no ensaio com
0,2 g/L (53,2 U/g).

Nota-se, também, que as concentracbes de 0,2, @3 @/L apresentaram
rendimentos estatisticamente iguais, ou seja, cdragdes de biomassa acima de 0,2 g/L
proporcionam o mesmo rendimento de extracdo damenZlJ/g), quando utilizado o
tratamento ultrassonico.

Por ultimo, foram realizados ensaios fixando a eatracdo de biomassa
(0,1 g/L) e variando o tempo de extracdo de 1 enitl) sendo os resultados apresentados na
Figura 2b. Um aumento do tempo de extracdo até r8 proporcionou um aumento na
atividade e rendimento da extracdo da enzima. Roaépartir de 3 min, ndo houve um
incremento nas respostas. Os valores obtidos conm3Joram estatisticamente iguais aos
tempos de 4 a 10 min, sendo assim, poderia se p@tarabalhar com um tempo de extracao

de 3 min, onde se obteve alta atividade e rendiment
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Uma das desvantagens geralmente apontada comarglag&o do ultrassom é a
geracado de calor, principalmente nas proximidadesotida, que pode causar a desnaturagéo
de enzimas. Em virtude disso, a técnica necessitant controle eficiente de temperatura
(CHISTI; MOO-YOUNG, 1986; GECIOVA; BURY; JELEN, 2@). Porém, os resultados
obtidos neste trabalho para a biomassaDdetertiolecta demonstram que o ultrassom
alcancou seu rendimento maximo em extracdo em gmain, 0 que torna o controle da

temperatura mais facil.

3.2 Captura enzimética do CQ

Para verificar a potencialidade do uso da anidcagednica extraida da biomassa
microalgal deD. tertiolectg foi realizado um ensaio de captacdo enzimaticaC@a A
cinética de precipitacdo do G@a forma de carbonato de calcio (Calé€sta apresentada na

Figura 3.
Como pode ser observado na Figura 3, a anidrabérgea obtida da biomassa

microalgal daDunaliella tertiolecta catalisou a hidratacdo do gQOgue precipitou mais

rapidamente na forma de Ca&ia presenca da enzima.

Figura 3 —Cinética de precipitacdo do carbonato de calcio
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Estudos anteriores (MIRJAFARI; ASGHARI; MAHINPEY,0Q7; FAVRE;
CHRIST; PIERRE, 2009; ORES et al., 2012) demorastnaque a massa total de CagO
precipitada ndo depende da concentracdo da enaimaajdrase carbOnica apenas altera a
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cinética para atingir o equilibrio, pois se tragauin catalisador. Este comportamento pode ser
observado na Figura 3, a reacdo na presenca deasmidarbbnica (ensaio enzimatico)
apresentou uma taxa inicial de precipitacédo do Gat@erior ao ensaio nao-enzimatico.

A maioria dos estudos que usam a anidrase carb@aica a captura de GO
utilizam preparacfes enzimaticas altamente pudéisaou de fontes de dificil ampliacdo de
escala, como sangue humano (BOND et al., 2001; AFHRRI; ASGHARI; MAHINPEY;
2007; FAVRE; CHRIST; PIERRE, 2009; DILMORE et a2009; DAVY, 2009), o que
aumenta o custo do processo, limitando a apliciule deste tipo de tecnologia. No entanto,
ja existem estudos que aplicam a enzima obtidata da bactérias (SHARMA et al., 2008;
RAMANAN et al, 2009; SHARMA; BHATTACHARYA, 2010; BARMA,
BHATTACHARYA; SHRIVASTAVA, 2011) e, mais recentemin extraida de eritrocito
bovino (ORES et al., 2012) e da microal@alorella vulgaris(LI et al., 2012). No presente
trabalho, além de a enzima ter sido obtida de wntefpotencialmente viavel, a biomassa
resultante do processo de extracdo pode aindaestinabla para outros fins, como, por
exemplo, incorporacdo em racdo animal, dependendeu contetido proteico, ou conversao

em biogas para a producéo de energia.

4 CONCLUSOES

A biomassa microalgal mostrou ser uma fonte poadmente atrativa para
obtencédo da enzima anidrase carbdnica. Maioresmentbs de extracdo da enzima a partir
da microalga Dunaliella tertiolecta foram obtidos utilizando tratamento ultrassénico,
juntamente com baixas concentracdes de biomassdaferntre 0,1 e 0,2 g/L. O ultrassom
também mostrou ser um método de ruptura rapidoicazefsendo necessarios tempos
minimos de extracao de 3 min.

O estudo demonstrou que a anidrase carbOnicadtiai biomassa da microalga
marinhaDunaliella tertiolectaapresenta potencial para aplicagdo em processoapiacao
enzimatica do C@ contribuindo, assim, para os estudos de mitigded@0O.
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PRODUCAO DE ANIDRASE CARBONICA POR MICROALGAS MARIN HAS E
DULCICOLAS

RESUMO

A biomassa microalgal € uma fonte potencialmentatiaa para obtencdo de diversos
bioprodutos, dentre eles a anidrase carbonicameneesponsavel por catalisar a hidratacdo
reversivel do C@ Esta biomolécula tem sido estudada para aplicag@o sistemas
enzimaticos de captura e sequestro de. Bl@ste sentido, o objetivo deste trabalho foiiaval

a producdo da enzima anidrase carbdnica ao longoulfivo de microalgas marinhas e
dulcicolas, acompanhando, também, o crescimentoteemos de biomassa e pH. As
microalgas marinhas Dunaliella tertiolecta Tetraselmis suecci¢a Phaeodactylum
tricornutum Isochysis galbanae Nannochloropsis oculatae as microalgas dulcicolas
Chlorella vulgarise Scenedesmus obliquiram cultivadas em erlenmeyer de 1 L (ensaio
em triplicata), adicionado de 20% de indculo, iremlds a 25+1 °C, com fotoperiodo fixado
em 12 h claro/escuro e agitacao por injecado destérile(0,5 vvm). A microalga dulcicola
maior produtora da enzima foia vulgaris que apresentou uma atividade maxima 44,0 U/L.
Dentre as marinhas, a microalgatricornutumse destacou como maior produtora, com uma
atividade maxima de 19,9 U/L. Em termos de atividadpecifica, os maiores valores foram
obtidos com as microalgd3. tertiolecta (44,6 U/g) e &. tricornutum(24,5 U/g). Através
dos resultados obtidos, pode-se verificar a potdidede das microalgas para producéo da
enzima anidrase carbonica. A biomassa microalgalctariza-se, portanto, como uma fonte
atrativa para a obtencao desta biomolécula.

Palavras-chave:anidrase carbonica, biomassa, cultivo, microalgas.

1 INTRODUCAO

A anidrase carbonica (AC) catalisa com alta efigi@ra hidratacdo reversivel do
dioxido de carbono, uma reacdo fundamental paraosiyprocessos biolégicos, como
fotossintese, respiracdo e reabsorcdo 6ssea (HEVEEIMETT; TASHIAN, 1996). E
composta de um Unico polipeptideo sem pontes f$sue contém um fon Zhnecessario
para a atividade catalitica (LINDSKOG, 1997).

Esta biomolécula tem recebido mais atencéo devidaplicacdo em sistemas de
captura enzimatica de GQatmosférico (BOND et al., 2001; MIRJAFARI; ASGHARI
MAHINPEY, 2007; SHARMA et al., 2008; DAVY, 2009; DMORE et al., 2009; FAVRE;
CHRIST; PIERRE, 2009; RAMANAN et al., 2009; SHARMBHATTACHARYA, 2010;
SHARMA; BHATTACHARYA; SHRIVASTAVA, 2011; ORES et al 2012; LI et al., 2012,
VINOBA et al., 2012). Estes sistemas sao baseadagacbes que ocorrem naturalmente nos
organismos vivos (FIGUEROA et al., 2008), porémyiabilidade do processo de captura
enzimatica reside inicialmente na obtenc&o da emzienfontes viaveis, como por exemplo, a

biomassa microalgal, o0 que minimiza os custos degsso e possibilita 0 seu emprego.
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O cultivo de microalgas é usado para a producamagostos quimicos valiosos,
incluindo pigmentos naturais, biocombustiveis e lsupntos dietéticos (ANDRADE;
COSTA, 2007). Devido a este potencial, cultivos ®do realizados visando a producéo de
biomassa tanto para uso na elaboracdo de alimgontgo para a obtencdo de compostos
naturais com alto valor no mercado mundial (DERNERI., 2006). Um bioproduto, de alto
valor agregado, que também pode ser obtido a metibiomassa microalgal, é a enzima
anidrase carbonica.

O uso da biomassa microalgal para obtencdo da anai@m de se caracterizar
como uma fonte viavel, possui vantagens operagamano rapido crescimento e tolerancia a
fatores ambientais extremos (KURANO et al., 1998¢m disso, a biomassa resultante do
processo de extracdo da enzima pode ser utilizada qutros fins, como incorporacdo em
racdo animal, ou até mesmo para a extracdo desdoitvoompostos de alto valor agregado
gue sao produzidos por estes organismos (CHIST8)2@omo lipideos e acidos graxos
(RADMANN; COSTA, 2008), que podem ter permaneciemanescentes na biomassa.

S&o poucos os trabalhos que avaliam a producaozima durante o cultivo de
microalgas. Nos trabalhos de Rigobello-Masini, AidaMasini (2003) e Rigobello-Masini,
Aidar e Masini (2006) foi avaliada a producdo daima, juntamente com a nitrato redutase,
ao longo de 10 dias com o intuito de compreendéhane® mecanismo da fotossintese da
microalga marinhd@etraselmis gracili€m diferentes condi¢cdes de aeracéo.

Li et al. (2012), também observaram a producédorddrase carbdnica, porém
para a microalg&hlorella vulgarise por um periodo de apenas 5 dias. O objetivo dioses
foi de caracterizar a enzima, apresentando-a conealternativa as preparacdes comerciais
altamente purificadas aplicadas para em sistemaaptara de C® Porém, quando se almeja
a obtencdo de enzimas intracelulares, € necessal@r o perfil completo de producdo da
mesma, para obter o maior rendimento possivel gardduto.

Dentro deste contexto, o objetivo deste traballhoirfeestigar a produgéo da
anidrase carbbnica ao longo do cultivo de difeserdspécies de microalgas marinhas e
dulcicolas, realizando também o acompanhamentceemos de biomassa e pH, bem como

verificar a potencialidade das microalgas como pi@@s da enzima.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microalgas e meios de cultivo

Para este estudo foram utilizadas cinco microalgawinhas Dunaliella
tertiolectq Tetraselmis suecci¢ca Phaeodactylum tricornutum Isochysis galbanae
Nannochloropsis oculajagentiimente cedidas pelo Laboratério de Biolo§darinha e
Biomonitoramento (LABIOMAR) do Instituto de Biolagida Universidade Federal da Bahia,
e duas microalgas dulcicolasCalorella vulgaris gentilmente cedida pelo Laboratorio de
Engenharia Bioguimica da Escola de Quimica e Alioeila Universidade Federal do Rio
Grande, e &cenedesmus obligywggentiimente cedida pelo LABIOMAR.

No preparo dos cultivos e manutencédo das algamhaarifoi utilizado o meio
Conway (WALNE, 1966), empregando-se agua marinharalacom salinidade de 28
(OLIVEIRA et al., 2011). Para as microalgas duldsdoi utilizado o meio BG-11 (RIPPKA
et al., 1979).

2.2 Cultivo

Os cultivos foram realizados em erlenmeyer de ddlufme atil de 800 mL),
sendo adicionado 20% de in6culo. As algas forambadas a 2511 °C e a agitacdo realizada
por injecdo constante de ar estéril (0,5 vvm). wmihancia foi promovida por lampadas
florescentes do tipdaylight (40,5 uE/M.s), com fotoperiodo fixado em 12 h claro/escuro.

A separacdo da biomassa foi realizada por cenagiiug (520& g por 20 min) e a
mesma destinada para leitura em espectrofotomeéter(ninacéo de célula seca) e para a
extragdo da enzima. O sobrenadante foi utilizada peedida do pH.

Foi realizado um acompanhamento da concentrac&oodeassa, da variagdo do
pH e da atividade enzimatica durante o periodo déve das diferentes microalgas
estudadas, sendo retiradas amostras assepticameata 24 ou 48 horas. Todos os cultivos

foram realizados em triplicata.

2.3 Extracao da anidrase carbonica

Como a anidrase carbonica é intracelular, € netessaa etapa de extracao. O
rompimento celular foi realizado através de tratame ultrassénico utilizando o
homogeneizador Sonic Ruptor 250 (Omni Internatidmal, EUA) com frequéncia de 20 kHz
(ponteira micro com poténcia de 60 W) por um periatek 4 min. Foram utilizadas
suspensdes de biomassa em tampao Tris-HCI 10 mM,pldom concentracdo de 0,2 g/L.

Durante o tratamento ultrassOGnico as amostras fa@mpre mantidas em banho de gelo.
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Apoés a etapa de rompimento celular, as suspenséas fcentrifugadas a 52060g por 20

min, e 0 sobrenadante, livre de células, utilizaaia medida da atividade enzimatica.

2.4 Determinacao dos parametros cinéticos de creswnto
Para cada curva de crescimento, a partir dos wttdeoncentracdo de biomassa,

foram determinados os parametros cinéticos: coraggitd de biomassa maximénky, g/L),
velocidade especifica maxima de crescimentqs 1l/dia) e produtividade de biomassa
(P, g/L/d) de cada alga. As velocidades especificaammas de crescimento foram calculadas
pela regressdo exponencial da porcéo logaritmicaida de crescimento (BAILEY; OLLIS,
1986). A produtividade de biomassa foi calculadavéts da Equacao 1, segundo Schmidell et
al. (2001).
Pz(xméx_xo)/tf (1)

Onde X, é a concentracdo de biomassa inicial (gHqax € @ concentracdo de
biomassa méaxima (g/L) teé o tempo necessario para atingifx (d). Para cada microalga,

foi calculada, também, a produtividade em termospdeducdo da anidrase carbonica
(Pac, U/L/d).

2.5 Métodos analiticos

Para a determinagdo da medida da atividade enezanfi utilizado o teste de
atividade de esterase (POCKER; STONE, 1967), adaptdessa metodologia a mistura
reacional consistiu em 1,8 mL de tampao TrissSO mM pH 7,4, 0,2 mL de solucéo
enzimética e 1 mL de solucdo 3 mM mhaitrofenil acetato. Apds a adicado do substrato, fo
registrado o aumento da absorvancia a 400eyRitloteno= 11,9 mL/cm.umol). Uma unidade
de atividade enzimatica (U) € definida como a gdade de enzima necessaria para liberar
1 umol dep-nitrofenol por minuto, sob as condi¢cdes do ensasoresultados foram expressos,
também, em termos de atividade especifica (U/ddulzada dividindo-se a atividade enzimatica
(U/L) pela concentragcéao de biomassa (g/L).

A concentragdo de biomassa foi determinada pasr¢éeitla densidade Optica a
680 nm e conversao para biomassa seca atravésadewma padrao previamente preparada.
Para construcdo da curva padréo, as células foodetadas por centrifugacdo, lavadas com
agua destilada e ressuspendidas com agua para léguabsorvancia. Para determinacdo da
biomassa seca as células lavadas com agua de$titadasecas a 105 °C até peso constante.
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A determinagéo do pH foi realizada através daneitla amostra em um medidor
de pH (Hanna Instruments pH 21) segundo AOAC (2000)

2.6 Analise estatistica
Os resultados foram tratados por analise de vasi&eguida pelo teste de Tukey,
considerando um nivel de confianca de 95 % (p<0,05)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo da enzima anidrase carbonica foi avaleal longo do cultivo de 7
microalgas, sendo acompanhados também o cresciroelotar e a variagdo do pH do meio.
Os resultados obtidos ao longo dos cultivos eqtéesantados nas Figuras 1 a 3.

As microalgasl. sueccicee |. galbanaapresentaram comportamento semelhante
ao longo do cultivo (Figura 1). A atividade (U/Ljraentou gradativamente, sendo o pico de
maximo na fase estacionaria, ao final do cultivd.al atividade especifica de ambas as
microalgas permaneceu praticamente constante,espaeslo algumas oscilagdes, e o pico de
maximo também ocorreu no final do cultivo. A midgaaC. vulgaris (Figura3), também
apresentou maximas atividade e atividade especifidaal do cultivo, sendo que a atividade
especifica apresentou uma oscilagdo maior nos pasndias de cultivo.

A microalga S. obliquus(Figura 3) apresentou um pico de atividade (U/L)
maxima no 38° dia de cultivo, j4 a atividade edpexi(U/g) manteve-se praticamente
constante apresentando um pico ndo muito pronumciad2° dia. AP. tricornutum(Figura
1) apresentou comportamento semelhan®& abliquus O pico de méaxima atividade (U/L)
ocorreu ao final do cultivo (30° dia), ao contrada atividade especifica (16° dia). A
microalgaN. oculata(Figura 2) apresentou dois picos pronunciados igelatle, o primeiro
no 8° dia e o segundo (maximo) no 23° dia. Em teria® atividade especifica, a mesma
permaneceu praticamente constante, sendo a maridadia.

A microalga D. tertiolecta (Figura 2) apresentou um comportamento bem
diferente das demais microalgas. Apresentou al@lsres de atividade especifica nos
primeiros dias de cultivo (fase log de crescimerdeido o pico de maxima no 4° dia. Apds o
8° dia, os valores de atividade especifica cairastante, permanecendo constante apds o 12°
dia. Apesar dos altos valores de atividade espacii microalga apresentou baixos valores de
atividade em U/L, devido a baixa producéo de bi@aa® pico de atividade em U/L ocorreu

ao final do cultivo, no 23° dia.
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Figura 1 —Acompanhamento da atividade enzimatica, da proddedmomassa e a variacao
do pH durante o cultivo das microaldstricornutum T. sueccica |. galbana(n=3)
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Figura 2 —Acompanhamento da atividade enzimatica, da proddedmomassa e a variacao
do pH durante o cultivo das microaldastertiolectae N. oculata(n=3)
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Figura 3 —Acompanhamento da atividade enzimatica, da proddedmomassa e a variacao
do pH durante o cultivo das microalgasvulgarise S. obliquugn=3)
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Durante muitos anos, a anidrase carbonica (AC)stdmconhecida por existir em
muitos organismos fotossintéticos, onde desempenimarpapel importante no processo da
fotossintese. Nestes processos, a enzima € respbpsa catalisar a interconversao entre o
CO; e o ion bicarbonato (HGQ. No entanto, o papel que a AC desempenha pods yeara
cada organismo (BADGER; PRICE, 1994).

Algumas algas podem ter varios tipos de ACs enpsdocais celulares e cada
AC pode desempenhar um papel diferente no prodessssintético. Por exemplo, a AC
pode estar envolvida no processo de transportardoico para o interior da célula, quando o
mesmo encontra-se na forma do ion bicarbonato e, pacthbém, realizar essa conversao no
interior da célula, fornecendo o @@ara a Rubisco durante o processo da fotossintese
(BADGER; PRICE, 1994).

A regulacédo da atividade da AC esta correlaciorama varios fatores e esta
regulacéo ndo segue o mesmo padrao para todasrasigas (BADGER; PRICE, 1994). No
entanto, a concentragao de ££de carbono total inorganico sao considerad@stoses mais
importantes que induzem a atividade da AC (KAPLAREINHOLD, 1999), sendo que a
alcalinizacdo do meio também exerce um importaaf®elp Uma das consequéncias dessa
alcalinizacdo, causada pelo processo fotossintéticpela absor¢cdo de nitrato, € o
deslocamento do equilibrio das espécies de carbmrganico em direcdo ao ion HgO
assim diminuindo a concentragao de,GRIGOBELLO-MASINI; AIDAR; MASINI, 2003;
RIGOBELLO-MASINI; AIDAR; MASINI, 2006).

Durante o cultivo de todas as sete microalgas adasineste trabalho, o pH do
meio manteve-se sempre alcalino, o que justificaaautencdo da producdo da enzima pela
microalga, inclusive na fase estacionaria. Com oafifdlino ocorre uma predominancia de
carbono na forma do ion bicarbonato, que ndo asava membrana com a mesma facilidade
do que o CQ necessitando da atuacdo da AC para fazer o tdasplém disso, os cultivos
foram realizados com a injecdo de ar atmosféritériesque contem baixos niveis de £0
induzindo a producédo da enzima no interior da aélBbrém, para um melhor entendimento
do metabolismo das microalgas testadas, seria s@@ama analise das concentracdes de
carbono inorganico e CQlissolvido.

Rigobello-Masini, Aidar e Masini (2003), verificana durante o cultivo da
Tetraselmis gracilisque com a alcalinizacdo do meio e o decréscimoodaentracdo de
carbono inorganico, houve um aumento da atividadarddrase carbdnica externa (enzima
ligada a membrana — ensaios de atividade realizaoimsa célula inteira) e total (ensaios

realizados com o extrato enzimatico — célula rompiccomo meio de absorver o ion
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bicarbonato, fonte de carbono majoritaria deviddcalinizacdo do meio. A partir do 4° dia a
concentracdo de GQaiu a valores muito baixos (menores que,pdé Rubisco), assim, a
atividade da anidrase interna aumenta como um neecarpara aumentar a concentracao de
CO;, ao redor da Rubisco.

A presenca de anidrase carboOnica externa (ligaderabrana), o aumento da
atividade em baixos niveis de €® em pH alcalino, também foi observado para outras
microalgas, como &hlorella, ChlamydomonasDunaliella tertiolecta Isochrysis galbana
Skeletonema costatuem Micromonas pusilla(WILLIAMS; COLMAN, 1993; IGLESIAS-
RODRIGUEZ; NIMER; MERRETT, 1998; NIMER; WARREN; MHBRETT, 1998;
YOUNG; BEARDALL; GIORDANO, 2001; BHATTI; HUERTAS; OLMAN, 2002,
GHOSHAL; HUSIC; GOYAL, 2002; XIA; GAO, 2005; RIGOBE.O-MASINI; AIDAR,;
MASINI, 2006; YINGYING; CHANGHAI, 2009).

Satoh et al. (2001) verificaram a auséncia de d#tde da AC externa para a
microalgaPhaeodactylum tricornutunpois os autores detectaram atividade apenastradi@x
rompido (anidrase intracelular). Verificaram, tamh@&ma reducéo da atividade em cultivos
com injecao de CO

Poucos autores avaliam a producédo da enzima ao mgultivo de microalgas.
Rigobello-Masini, Aidar e Masini (2003) e RigobeNasini; Masini e Aidar (2006)
avaliaram o perfil da anidrase carbodnica e datoittredutase ao longo do cultivo da microalga
Tetraselmis gracilis Da mesma forma que os perfis obtidos neste trapal atividade
especifica da enzima (U/g) ndo decai ao final dtvo,) permanecendo constante mesmo
durante a fase estacionaria.

Li et al. (2012) acompanharam a produgcéo da ACrder& dias de cultivo da
microalga Chlorella vulgaris A microalga apresentou atividades especificaas aftos
primeiros dias, decaindo no quarto e quinto diasuvo. Os autores citam, também, que
em estudos anteriores foi verificada a existéneiattvidade de uma AC externa.

Os trabalhos da literatura geralmente utilizam dodwogia de atividade de
hidratase para determinar a atividade da anidrad®gica, onde o substrato da analise é o
CO, (WILBUR; ANDERSON, 1948), o que torna dificil readr uma comparacédo dos dados
obtidos neste trabalho com outros autores.

No inicio do estudo foram realizados ensaios pgévutlizando o C@ como
substrato, porém, como a enzima esta presente gquemes quantidades em microalgas e
possui uma atividade enzimatica baixa comparada @oamidrase de eritrocitos bovinos,

foram encontradas dificuldades na determinacadidialade e a mesma apresentou desvios
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muito elevados. Kupriyanova et al. (2003) e SoRe&; Mulligan e Coleman (1997), também
relataram dificuldades para determinacdo da atld#a anidrase carbdnica em microalgas
utilizando a metodologia eletrométrica (atividade kidratase com Cp de Wilbur e
Anderson (1948).

Assim, optou-se por trabalhar com a metodologiaateidade de esterase
(POCKER; STONE, 1967), onde o substrato p-mitrofenil acetato, por ser uma analise
colorimétrica, rapida, facil, precisa e sensiveArglo a enzima esta presente em pequenas
quantidades. Aléem disso, a atividade de esterasai® utilizada em estudos de captacao e
imobilizagdo da enzima de diferentes fontes (BONDak, 2001; HOSSEINKHANI;
NEMAT-GORGANI, 2003; FAVRE; CHRIST; PIERRE, 2009JNOBA et al., 2012).

Zhang et al. (2011) utilizaram o método coloringgtr{atividade de esterase) para
acompanhar a atividade da anidrase carbdnica @uoariltivo deBacillus mucilaginosusOs
autores estudaram a otimizacdo dos constituintéscionais do meio para producdo da
enzima, alcancando uma atividade méxima de 33,4.pA)/enzima extraida a partir das
microalgas estudadas no presente trabalho aprasmatatividade muito superior a obtida a
partir da bactéri®. mucilaginosus

As maximas atividades enzimaticas, biomassa e depaametros cinéticos de
crescimento obtidos para cada microalga estadoayees nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Atividade volumétrica maxima (U/L) e valores devitade especifica (U/Q)
biomassaX) e produtividadeR) obtidos no ponto de maxima U/L

Microalga u/L Dia Ulg X (g/L) Pac (U/L/d)

T.sueccich 11,0+0,4° 30 16,4+0,9° 0,685+0,012 0,368 + 0,013
. galbané 72+04 30 13,9+0,6% 0,520+0,022" 0,240 + 0,014
Marinhas D. tertiolecte: 9,3+ 0,69 23 242+158 0,386 +0,007 0,406 +0,02%
N. oculatz 13,0+1,4 23 76+16 1,777+0,052 0,564 + 0,059

P.tricornutun 199+13 30 174+17 1,145+0,03% 0,664 + 0,042

C. vulgarig 440+358 37 17,0+1,83° 2,634+0,042 1,189 + 0,092
Dulcicolas
S.obliquus  243+2,7 38 10,9+049 2,167 +0,133 0,640+ 0,070

U/L: atividade volumétrica, U/g: atividade espezfiP,c: produtividade de anidrase carbénica, *U/L e Ulg
maximos no mesmo dia de cultivo. Letras iguaisdani ndo ha diferenca significativa entre as mégiag,05).
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Tabela 2 —Atividade especifica maxima (U/g) e parametrogtios de crescimento obtidos

para as sete microalgas estudadas

Microalga U/g Xmax (9/L) Pxmax (9/L/d) Mmax (1/d)
T.sueccica 16,4+0,9 0,685+0,012 0,020<0,001 0,128 +0,00%
l. galband  13,9+0,6° 0,743+0,011 0,022 <0,001 0,339 + 0,002
Marinhas D. tertiolecta 44,6 +1,4 0,393 +0,003 0,017 <0,001 0,231 + 0,008
N. oculata 98+1%8 1,777+0,052 0,069 + 0,002 0,389 + 0,001
P. tricornutum 24,5+2,2 1,145+0,03% 0,035+ 0,001 0,275 + 0,003
C.vulgari¥  17,0+1,8 2,746 +0,061 0,069 + 0,002 0,166 + 0,003
Dulcicolas
S.obliquus 12,2+1,7 2,167 +0,133 0,055+ 0,002 0,256 + 0,001

U/g: atividade especificd®xmax: produtividade em biomassa s, *U/L e U/g maximos no mesmo dia de
cultivo. Letras iguais indicam que nao ha diferesigaificativa entre as médias (p>0,05).

As maximas atividades enzimaticas (Tabela 1) froacampreendidas entre 7,2 e
44,0 U/L e as maximas atividades especificas (Babekntre 9,8 e 44,6 U/g. Avaliando os
resultados para atividade enzimatica, pode semnadde nas Figuras 1, 2, 3 e na Tabela 1 que
a microalgaC. vulgarisse destacou, dentre as dulcicolas, como maior fm@dda enzima
atingindo uma atividade enziméatica volumétrica d@®4J/L, atividade especifica de 17,0 U/g
e produtividade de anidrase carbbnica de 1,189dUib/37° dia de cultivo.

Analisando as microalgas marinhas, a que apresemadr atividade volumétrica
(19,9 U/L) e produtividade de enzima (0,664 U/Lfol) a P. tricornutum J& em termos de
atividade especifica, B. tertiolecta se destacou, apresentando uma atividade maxima de
44,6 U/g, porém, a mesma apresenta uma produchimmh@assa muito inferior as demais. Os
resultados deste trabalho demonstram que a bionmissaalgal caracteriza-se como uma
fonte altamente potencial para a obtencdo da enzamdrase carbOnica. A biomassa
resultante do processo de extracdo pode ainda pewestada para outros fins, como
incorporacdo em racao animal e extracdo de outoe®inpostos que podem estar presentes
nas células remanescentes.

Observando a Tabela 2, nota-se que as algas cooresij,sx apresentam as
maiores produtividades, devido a maior producaddidmassa. Houve uma maior variacao
entre as velocidades especificas maximas de crestnentre as sete algas estudadas. Lavin
e Lourenco (2005) e Campos, Barbarino e Louren@dQRobservaram em seus estudos que

espécies dotadas de menores volumes celularesenfaes maiores velocidades de
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crescimento. De acordo com o0s volumes encontradobtaratura para as microalg&s
tertiolectg T. sueccicaP. tricornutum |I. galbang N. oculata C. vulgarise S. obliquus
(OLENINA et al., 2006; FONSECA et al., 2014), o mescomportamento foi observado.
Segundo Lavin e Lourenco (2005) e Campos, Barbaihourenco (2010), tais
resultados devem estar associados a maior efiaiéreiabsor¢cdo de nutrientes por células
menores, devido a maior razdo superficie-volumetadesbem como a diferengca no

metabolismo celular.

4 CONCLUSAO

A microalga Chlorella vulgarisse destacou como maior produtora da enzima
anidrase carbodnica dentre as sete avaliadas, ratmgio 37° dia de cultivo valores de
atividade enzimatica de 44,0 U/L, atividade espeifle 17,0 U/g, concentragcao celular de
2,6 g/L e produtividade de enzima de 1,2 U/L/d. @sametros cinéticos velocidade
especifica maxima de crescimento e produtividadeim@ alcancados para @ vulgaris
foram 0,166 1/dia e 0,069 g/L/dia, respectivamente.

Dentre as algas marinhasPhaeodactylum tricornuturee destacou como maior
produtora da enzima, apresentando no pico maximatidelade volumétrica (19,9 U/L, 30°
dia do cultivo) uma atividade especifica de 17,4, Woncentracdo celular de 1,14 g/L e
produtividade de enzima de 0,7 U/L/d.

Através dos resultados obtidos neste trabalho,-pedeerificar a potencialidade
das microalgas para producdo e obtencédo da enunii@se carbdnica, biomolécula de alto

valor industrial.
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ARTIGO 3: CINETICAS DE PRODUGCAO DE ANIDRASE CARBONI CAE
FICOBILIPROTEINAS POR CIANOBACTERIAS
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CINETICAS DE PRODUCAO DE ANIDRASE CARBONICA E
FICOBILIPROTEINAS POR CIANOBACTERIAS

RESUMO

A anidrase carb6nica € uma metaloenzima conheddagtalisar a hidratacdo reversivel do
CO, em bicarbonato e pode ser encontrada em diferemgmismos, inclusive nas algas.
Atualmente existe uma busca por fontes alternatieasbtencdo desta enzima, uma vez que
possui potencial aplicacdo em sistemas de captaséquestro de G@tmosférico. O cultivo

de microalgas é usado para a producdo de comppstogcos valiosos, como a C-ficocianina
e a aloficocianina, pigmentos naturais extraidosaldemas cianobactérias que podem ser
aplicados como corantes para alimentos e cosmgtaés disso, possuem propriedades
terapéuticas e farmacoldgicas. Considerando a btpoa industrial destes trés
biocompostos, o objetivo deste trabalho foi avaigroducdo da enzima anidrase carbonica e
das ficobiliproteinas ao longo do cultivo de ciaatBrias, acompanhando, também, o
crescimento em termos de biomassa e pH. As ciat@msSpirulinasp. LEB 18,Spirulina
platensis LEB 52 e Synechococcus nidulan®ram cultivadas em erlenmeyer de 1 L,
adicionado de 20% de inéculo, incubados a 25+1ilt@inancia de 40,5 pE/s, com
fotoperiodo fixado em 12 h claro/escuro e agitggdioinjecdo de ar estéril (0,5 vwm). As
cianobactérias apresentaram valores de atividddenétrica de anidrase carbénica entre 41,6
e 45,9 U/L. As maiores concentracfes de ficobitgiras obtidas no ponto de maxima
atividade volumétrica foram alcancadas co®paulina sp. LEB 18, que foram 65,9 pg/mL
de C-ficocianina e 82,2 pg/mL de aloficocianinara&és dos resultados obtidos neste
trabalho, pode-se verificar a potencialidade dasmabactérias para producdo da enzima
anidrase carbénica e das ficobiliproteinas.

Palavras-chave:anidrase carbonica, co-producéo, C-ficocianinajacianina.

1 INTRODUCAO

Atualmente existe uma grande procura por solucliemativas para o acumulo
de dioxido de carbono na atmosfera terrestre, um gises causadores do efeito estufa.
Dentre as estratégias que podem ser utilizadasgaege 0 sequestro ou a captura de CO
utilizando sistemas bioldgicos, que tem como ppiacieacdes que ja ocorrem normalmente
em organismos vivos (LAL, 2008).

A anidrase carbbnica (AC) € uma metaloenzima gue $&lo amplamente
estudada para aplicacdo nestes sistemas (BOND.,eR0dll; MIRJAFARI; ASGHARI;
MAHINPEY; 2007; FAVRE; CHRIST; PIERRE, 2009; DILMGRet al., 2009; DAVY,
2009, LI et al., 2012; ORES et al., 2012; VINOBAatt, 2012), pois catalisa a hidratacao
reversivel do C® em bicarbonato com alta eficiéncia (HEWETT-EMMETTASHIAN,
1996). Porém, a viabilidade do processo de captumzmatica reside inicialmente na

obtencéo da enzima de fontes viaveis.
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Esta enzima pode ser produzida por diversos ongasispois desempenha papel
fundamental em processos bioldégicos como fotossnterespiragdo (HEWETT-EMMETT;
TASHIAN, 1996). Uma fonte potencialmente viavel ai#encdo desta enzima séo as algas
que por sua vez possuem grande importancia industimomento. Cianobactérias e algas
possuem, também, uma ampla variedade de compostns carotenoides, clorofila e
ficobiliproteinas (SARADA; PILLAI; RAVISHANKAR, 199). Espécies do géne8pirulina
sao fontes ndo dispendiosas de ficobiliproteinablNKMVA et al., 2003), além de possuir
certificado GRAS Generally Recognized as Safeoncedido pelo FDARood and Dug
Administratior), permitindo seu uso em alimentos.

O cultivo de microalgas apresenta algumas vantageomo seu rapido
crescimento comparado as plantas terrestres, raltlugio de biomassa, resisténcia a fatores
ambientais extremos, assim como a possibilidadrili’go em espacos pequenos (KURANO
et al., 1995), ndo oferecendo grandes competicdesepras agricolas (BRILMAN; ALBA;
VENEMAN, 2013). Além disso, a biomassa resultartepdocesso de extracdo da enzima
pode ser utilizada para outros fins, como incorg@vaem racdo animal (CHISTI, 2008), ou
até mesmo para a extracdo de outros biocomposeosaguproduzidos por estes organismos,
como lipideos e acidos graxos (RADMANN; COSTA, 200fue podem ter permanecido
remanescentes na biomassa.

A biomassa de cianobactérias, além de ser fonteamldrase carbonica,
caracteriza-se como uma fonte potencial de fiqoimiteinas. As principais ficobiliproteinas
em cianobactérias e algas vermelhas séo a ficoaiani ficoeritrina, enquanto o conteudo da
aloficocianina é muito menor (SU et al., 2010). I&fiaocianina é amplamente utilizada em
técnicas bioquimicas como uma sonda fluorescenteprdéeinas, particularmente em
citometria de fluxo (SHAPIRO et al., 1983; YEH ek, al987). Apresenta, também,
propriedades antioxidantes (GE et al., 2006) adatile anti-enterovirus (SHIH et al., 2003),
entre outras. Apesar de suas propriedades, a ggdica aloficocianina € um pouco limitada
pela dificuldade na purificagcdo de grandes quadédgala proteina. Estudos de purificagdo de
ficobiliproteinas geralmente focam na obtencao ideefitrina ou ficocianina, que estao
presentes em maior quantidade em cianobactériayas vermelhas (SU et al., 2010).

A C-ficocianina (C-FC), principal componente da fiandas ficobiliproteinas
(PATIL; RAGHAVARAO, 2007), é um pigmento fotossititsh acessoério azul, que apresenta
varias aplicacbes, como corante natural para atmser cosmeéticos (ARAD; VARON,
1992). Sua forma purificada possui atividade amd@nxte (ESTRADA; BESCOS; DEL
FRESNO, 2001; GANTAR et al., 2012) e tem sido zditla como agente anti-tumoral e anti-
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inflamatorio (REDDY et al., 2003), possui capacieldtepatoprotetora (NAGARAJ et al.,
2012) e potencial contra diabetes (OU et al., 2@ltdpertensdo (ICHIMURA et al., 2013).

Quando se almeja a obtencédo de enzimas biotecnatognte, torna-se essencial
avaliar a producéo da biomolécula de interessermalm-organismo que se pretende utilizar.
N&o sdo encontrados estudos sobre a producéo ae Adhgo do cultivo de cianobactérias.
S&o encontrados trabalhos que avaliam a producéta dszima durante o cultivo da
microalga Tetraselmis gracilis (RIGOBELLO-MASINI; AIDAR; MASINI, 2003;
RIGOBELLO-MASINI; AIDAR; MASINI, 2006) para entendemelhor o mecanismo da
fotossintese nessa microalga em diferentes corsligéeaeracdo. Li et al. (2012), também
observaram a producéo da anidrase, porém pararaatgaChlorella vulgarise durante 5
dias. O objetivo dos autores foi apenas de caraatea enzima. Para entender melhor a
producao da enzima, é necessario obter o perfiptionde producédo da mesma.

S&o encontrados poucos trabalhos que avaliam aigiodde C-ficocianina e
aloficocianina durante o cultivo de cianobactértaaleh, Dharb e Singh (2011) avaliaram a
producdo de pigmentos (C-ficocianina, aloficocianirC-ficoeritrina, carotenoides g
caroteno) de diferentes cepas Sarulina ao longo de 25 dias de cultivo. Tanto para a C-
ficocianina, como para a aloficocianina, houve uoo pnais pronunciado no meio do cultivo,
e 0 mesmo decai até o final do cultivo. O mesmopmitamento foi observado nos estudos
de Chen et al. (2013), que analisou a producao-fiso€ianina durante a biofixacdo de €0
pela cianobactérigpirulina platensis

Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar@pcao da anidrase carbbnica e
das ficobiliproteinas C-ficocianina e aloficociaminodos bioprodutos de interesse industrial,
durante o cultivo das cianobactéri@pirulina platensisLEB 52, Spirulina sp. LEB 18 e
Synechococcus nidulanBoi verificada, também, a potencialidade de wsenmzima extraida

daS. platensi$ EB 52 em um sistema de captura do,CO

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Microalgas e meio de cultivo
Para este estudo foram utilizadas trés cianobasiépirulina sp. LEB 18,
Spirulina platensid.EB 52 eSynechococcus nidulangentiimente cedidas pelo Laboratério
de Engenharia Bioguimica da Escola de Quimicamexiios da Universidade Federal do Rio
Grande. No preparo dos cultivos e manutencdo dges aharinhas foi utilizado o meio
Zarrouk 20% (ZARROUK, 1966; REINEHR; COSTA, 2006).
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2.2 Cultivo

Os cultivos foram realizados em erlenmeyer de Vdlufe atil de 800 mL),
sendo adicionado 20% de indculo. As algas foramhbadas a 25+1 °C e a agitacdo realizada
por injecdo constante de ar estéril (0,5 vvm). #mihancia foi promovida por lampadas
florescentes do tipdaylight (40,5 LE/M.s), com fotoperiodo fixado em 12 h claro/escuro. A
separacao da biomassa foi realizada por centrifiaggg200x g por 20 min) e a mesma
destinada para leitura em espectrofotometro (détagéo de célula seca) e para a extracao
da enzima e ficobiliproteinas. O sobrenadantetibzado para medida do pH.

Foi realizado um acompanhamento da concentrac@oodeassa, da variagdo do
pH, da atividade enzimatica e da concentracdo debifiproteinas (C-ficocianina e
aloficocianina) durante o periodo de cultivo daterdntes microalgas estudadas, sendo
retiradas amostras assepticamente a cada 24 oord8 ffodos os cultivos foram realizados

em triplicata.

2.3 Extracao da anidrase carbonica e ficobiliproteias

Tanto a anidrase carb6nica, como as ficobilipraeieisdo intracelulares, sendo
necessdaria uma etapa de extracdo. O rompimentarcéurealizado através de tratamento
ultrassonico utilizando o homogeneizador Sonic Bugb0 (Omni International Inc., EUA)
com frequéncia de 20 kHz (ponteira micro com patde 60 W) por um periodo de 4 min.
Foram utilizadas suspensfes de biomassa em tamp&didl 10 mM pH 8,3 com
concentracdo de 0,2 g/L. Durante o tratamento ssifnsico as amostras foram sempre
mantidas em banho de gelo. Ap6s a etapa de romfonmular, as suspensdes foram
centrifugadas a 52009 por 20 min, e 0 sobrenadante, livre de célulabzadio para medida

da atividade enzimatica e concentracdes dos biotsa

2.4 Determinagédo dos parametros cinéticos de cresento

Para cada curva de crescimento, a partir dos wttgeoncentracdo de biomassa,
foram determinados os parametros cinéticos: coragid de biomassa maximéq by, g/L),
velocidade especifica maxima de crescimepiy( 1/dia) e produtividade de biomas$g (
g/L/dia) de cada alga.

As velocidades especificas maximas de crescimeotamf calculadas pela
regressao exponencial da porcao logaritmica daacdev crescimento (BAILEY; OLLIS,
1986). A produtividade de biomassa foi calculadavats da Equacéo 1, segundo Schmidell et
al. (2001).
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P = (X e — Xo)/ 1, (1)

Onde X, é a concentragdo de biomassa inicial (gHasx € @ concentracdo de
biomassa maxima (g/L) teé o tempo necessario para atingigx (d). As produtividades em
termos de producdo da enzimBad, U/L/d), de C-ficocianina Rgc, pg/mL/d) e de

aloficocianina Pagc, pg/mL/d), também foram calculadas.

2.5 Captura enzimatica do CQ

Para verificar a potencialidade do uso da enzinti@ala partir de cianobactérias
foram realizados ensaios de captura enzimatica@o C

A anidrase carbdnica extraida da biomassa microdl§pirulina platensis
LEB 52) foi utilizada como catalisador para a hid¢cdo do C@e o mesmo foi precipitado na
forma de carbonato de calcio (CagfOEm erlenmeyers contendo o0 extrato enzimatico,
adicionou-se tampao Tris 1,2 M contendo 4,5% destihade célcio dihidratado (Ca(dH,0)
na proporgcdo 1:1. A reacao foi iniciada com a ari¢géd uma solucdo de agua deionizada
saturada com COApds determinados intervalos de tempo, a mighirfiltrada e seca para
ser mensurada a quantidade de Ca@€cipitado (ensaio enzimatico). Também foram
realizados ensaios substituindo o extrato enzimagior agua deionizada (ensaio né&o-
enzimatico) (ORES et al., 2012).

2.6 Métodos analiticos

Para a determinacdo da medida da atividade enzemfti utilizado o teste de
atividade de esterase (POCKER; STONE, 1967), adaptdessa metodologia a mistura
reacional consistiu em 1,8 mL de tampao TrissSO mM pH 7,4, 0,2 mL de solugao
enzimética e 1 mL de solucdo 3 mM mhaitrofenil acetato. Apés a adicdo do substrato, fo
registrado o aumento da absorvancia a 400eyRitltenoi= 11,9 mL/cm.pumol). Uma unidade
de atividade enzimatica (U) € definida como a gdade de enzima necessaria para liberar
1 umol dep-nitrofenol por minuto, sob as condi¢cdes do engasoresultados foram expressos,
também, em termos de atividade especifica (U/ddulzada dividindo-se a atividade enzimatica
(U/L) pela concentragéao de biomassa (g/L).

As concentragcdes de C-ficocianina (C-FC) e alofammoa (AFC) foram
determinadas por leitura da densidade o6ptica (D@2@ e 652 nm, sendo calculadas
conforme as Equacgdes 2 e 3 (BENNETT; BOGORAD, 1973)
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DOGZO B 0’474(D0652)

C-FC= 534 (2)
AFC = DO, — 2%098(D0620) (3)

A concentracdo de biomassa foi determinada pauréeila densidade Optica a
680 nm (GRIFFITHS et al.,, 2011) e conversao pacenbbsa seca através de uma curva
padrdo previamente preparada. Para construcdorda padrdo, as células foram coletadas
por centrifugacdo, lavadas com agua destilada sugpsndidas com agua para leitura da
absorvancia. Para determinacao da biomassa seélukss lavadas com agua destilada foram
secas a 105 °C até peso constante.

A determinagéo do pH foi realizada através daneitla amostra em um medidor
de pH (Hanna Instruments pH 21) segundo AOAC (2000)

2.7 Andlise estatistica
Os resultados foram tratados por analise de vasi&eguida pelo teste de Tukey,

considerando um nivel de confianca de 95 % (p<0,05)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A producgdo da enzima anidrase carbbnica e dasilffpoibeinas foi avaliada ao
longo do cultivo das cianobactéri&pirulina platensisLEB 52, Spirulina sp. LEB 18 e
Synechococcus nidularsendo acompanhados também o crescimento celalaagacao do
pH do meio. Os resultados obtidos ao longo dosvoslte os parametros cinéticos de
crescimento estdo apresentados nas Figuras 1 a 3.

As trés cianobactérias apresentaram um perfil dédatle volumétrica (U/L)
semelhante. A atividade aumentou gradativamentelosgue o pico maximo ocorreu no final
do cultivo durante a fase estacionaria e/ou deirdeclA atividade especifica (U/g) das
microalgas Spirulina platensisLEB 52 (Figura 1) eSpirulina sp. LEB 18 (Figura2)
permaneceu constante, com oscilacbes ao longoeaseimrento, apresentando um pico de

maximo mais pronunciado ao final do cultivo.
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Figura 1 —Acompanhamento da atividade enzimatica, da proddedmomassa e a variacao
do pH durante o cultivo da microal§pirulina platensidEB 52 (n=3)
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Figura 2 —Acompanhamento da atividade enzimatica, da proddedmomassa e a variacao
do pH durante o cultivo da microal§pirulinasp.LEB 18 (n=3)
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Figura 3 —Acompanhamento da atividade enzimatica, da proddedmomassa e a variacao
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Ja para a microalg&ynechococcus nidular(§igura 3) a atividade especifica
permaneceu praticamente constante apenas até odid6°de cultivo, aumentando
gradativamente a partir deste ponto até o pico maxio 37° dia. Este aumento iniciou ainda
na fase logaritmica de crescimento, ao contrarsoddias cepas d&piruling, onde o aumento
ocorreu apenas na fase estacionaria.

A funcdo primaria da anidrase carbonica (AC) emaslg@ aumentar a
concentracdo de dioxido de carbono em torno damenzotossintética ribulose-bisfosfato
carboxilase (Rubisco). O sistema de transporte atbooo inorganico ( e AC séo
fundamentais para o funcionamento do mecanismaudeeatracdo de carbono (CCM — do
inglés Carbon Concentrating MechanignfBADGER; PRICE, 1989; BADGER; PRICE,
1992; VAN HILLE et al., 2003).

O mecanismo pelo qual ocorre o transporte dent cianobactérias ainda néo é
bem compreendido. Segundo Kupriyanova et al. (201ibn bicarbonato, que é a principal
forma de ¢ externo em lagos alcalinos, é capturado peladasétiom participagdo da AC
extracelular. A AC presente nos carboxissomos ateve HCQ™ acumulado em CO
fornecendo o substrato para a Rubisco. De formal,gsabe-se que a enzima € induzida por
baixas concentragdes de £dissolvido e luz (BADGER; PRICE, 1989; BADGER; [,
1992; AL-MOGHRARBI et al., 1996; VAN HILLE et al.,d03), sendo induzida, também, pela
alcalinizacdo do meio (RIGOBELLO-MASINI; AIDAR; MASII, 2003) devido ao
deslocamento do equilibrio das espécies de catibonganico em dire¢cdo ao ion HgO

Durante o cultivo das trés cianobactérias estudadsie trabalho, o pH do meio
manteve-se sempre alcalino, o que justifica a nesugdb da producdo da enzima pela
microalga, inclusive na fase estacionaria. Alénsalios cultivos foram realizados com a
injecdo de ar atmosférico estéril, que contem lsacancentracbes de G que também
induz a producédo da enzima no interior da célula.

Kupriyanova et al. (2003) verificaram a presenca afiwidade da anidrase
carbbnica nas células inteiras (enzima extracglu@rnos extratos enzimaticos das
cianobactérias alcalofilicasRhabdoderma sp., Rhabdoderma linearee Microcoleus
chthonoplastes Os autores também verificaram o efeito do pH deiorma atividade
extracelular da enzima da microallyiicrocoleus chthonoplaste$-oi observado uma alta
atividade sob condi¢gbes alcalinas extremas (pH d@pprovando, mais uma vez, que a
producao da enzima é induzida em valores de pHiradsa

Kupriyanova et al. (2007) identificaram uma anidrasrbdnica extracelular na

cianobactériaMicrocoleus chthonoplastesupriyanova et al. (2011), mais recentemente,
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identificaram e caracterizaram, em relacdo a semp@ento de DNA e RNA, a enzima
anidrase carbonica obtida da cianobactéria alikedifilicrocoleus chthonoplaste®s autores
relatam que alta capacidade de crescer em meiamaite alcalinos pH (9-10) esta
relacionada com a atuacéo da anidrase carbonica.

Badger e Price (1989) investigaram o envolvimerdoadidrase carbdnica no
processo de acumulagdo den@ cianobactéri&ynechococcuBCC 7942. Tanto as células
inteiras da microalga, como 0 extrato enzimaticoesgntaram atividade de anidrase
carbonica. Nos cultivos com injecao de 1% de, GGuve uma diminuicdo da producéo da
enzima.

N&o é possivel tracar um comparativo em termosrdedgza de atividade da
anidrase carbodnica, porque os trabalhos geralmgiiteam a metodologia de atividade de
hidratase, onde o substrato da anélise ¢ p(GALBUR; ANDERSON, 1948). Porém, como
a enzima esta presente em pequenas quantidadesioroalgas, e possui uma atividade
enzimatica baixa, foram encontradas dificuldadesdeterminacdo da atividade. Assim,
optou-se por utilizar a metodologia de atividadeesierase (POCKER; STONE, 1967), onde
0 substrato € @-nitrofenil acetato, por se tratar de uma anal@eronétrica, rapida, facil,
precisa e sensivel quando a enzima esta presergesqmanas quantidades.

Kupriyanova et al. (2003) e Soltes-Rak, MulligarCeleman (1997), também
relataram dificuldades para determinacdo da atld#a anidrase carbdnica em microalgas
utilizando a metodologia eletrométrica (atividade kidratase com Cp de Wilbur e
Anderson (1948). Além disso, a atividade de estemsmuito utilizada em estudos de
captacdo e imobilizacdo da enzima de diferentesteson(BOND et al.,, 2001;
HOSSEINKHANI; NEMAT-GORGANI, 2003; FAVRE; CHRIST;IERRE, 2009; VINOBA
et al., 2012).

Zhang et al. (2011) utilizaram o método coloringgtr{atividade de esterase) para
acompanhar a atividade da anidrase carb6nica @uoatltivo deBacillus mucilaginosusOs
autores estudaram a otimizacdo dos constituintéscionais do meio para producdo da
enzima, alcancando uma atividade maxima de 33,4.uOd seja, a enzima extraida de
cianobactéria apresenta uma atividade muito superimbtida a partir da bactérid.
mucilaginosus

N&o sao encontrados trabalhos que acompanham acamda enzima ao longo
do cultivo de cianobactérias. S&o encontrados algstudos com as algd®traselmis
gracilis e Chlorella vulgarisque também acompanham a producédo da enzima ao tting
cultivo. Rigobello-Masini, Aidar e Masini (2003)Rigobello-Masini; Masini e Aidar (2006)
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avaliam o perfil da anidrase carbobnica e da nitratlutase ao longo do cultivo da microalga
Tetraselmis gracilis Da mesma forma que os perfis obtidos neste traba atividade
especifica da enzima (U/g) nao decai ao final diivoy permanecendo alta mesmo durante a
fase estacionaria.

Li et al. (2012) acompanharam a producgéo da endumante 5 dias de cultivo da
microalga Chlorella vulgaris A microalga apresentou atividades especificaas alios
primeiros dias, decaindo um pouco no quarto e quilias de cultivo. Porém, os autores
deveriam ter acompanhado a producdo da enzima g@isrtempo para verificar se realmente
se trata de uma diminuicdo de atividade. Os auteeg$icaram, também, que a enzima
extraida da microalga possui a capacidade de induprecipitacdo do COna forma de
CaCQ.

Com relacdo a producao das ficobiliproteinas, mmlebservar nas Figuras 1 a 3
que os perfis de producédo de C-ficocianina e alofanina sao diferentes. & platensid EB
52 eS.sp. LEB 18 apresentaram comportamento semelharmgeodacdo de C-ficocianina. A
concentracdo de C-ficocianina maxima foi obtidaimicio do cultivo, no 12° dia par8.
platensisLEB 52 e 13° dia par&. sp. LEB 18, decaindo gradativamente apds o pico de
méximo. J& no caso d& nidulansapds o pico de méaxima (14° dia) a concentracaG-de
ficocianina decaiu até o 18° dia, permanecendotantesa partir deste dia.

J& no caso da aloficocianina, apds o pico de masinsoncentracdo, seu valor
permaneceu praticamente constante até o final leaUuEste comportamento foi observado
nas trés cianobactérias estudadas. As maximas rdoap@es de aloficocianina foram
alcancadas no 13° di&.(platensisLEB 52 eS.sp. LEB 18) e 14° di&S. nidulany

Saleh, Dharb e Singh (2011) realizaram um comparakps perfis de pigmentos
de diferentes cepas @&pirulina ao longo de 25 dias de cultivo. Os perfis de pgadude
C-ficocianina e aloficocianina foram semelhantes abtidos neste trabalho. As maximas
concentracdes obtidas pelos autores foram 82,9 LugenC-ficocianina e 62,3 pg/mL de
aloficocianina, valores inferiores aos obtidos ee¢sibalho. No cultivo d&.LEB 18 foram
obtidos valores de C-ficocianina acima de 120 pgémalores de aloficocianina ao redor de
90 pug/mL nos picos de maxima producao. No estudGlien et al. (2013), cor8pirulina
platensis também ocorreu um caimento da producdo de Cifinowm apdés o pico de
maximo.

As maximas atividades enzimaticas e concentracdes ficbbiliproteinas,
biomassa e produtividades obtidas no pico de makifhastdo apresentados nas Tabelas 1 e
2.
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Tabela 1 —Atividade volumétrica maxima (U/L) e valores devatade especifica (U/g),
biomassaX) e produtividadeR) obtidos no ponto de maxima U/L

Microalga U/L Dia U/g X(g/L) Pac (g/L/d)

S. platensi¢EB 52 41,6 +0,4 30 22,6+0,2 1,846+0,018 1,387 +0,013
S.sp.LEB 18* 459 +5,9 33 26,3+1,0 1,749+0,24d 1,390+0,179

S. nidulan$ 41,8+1,3 37 453+72 0,935+0,112 1,129 + 0,038

U/L: atividade volumétrica, U/g: atividade espemfiPac: produtividade de anidrase carbdnica, *U/L e Ulg
maximos no mesmo dia de cultivo. Letras iguaisdani ndo ha diferenca significativa entre as mégiag,05).

Tabela 2 —Concentragfes de ficobiliproteinas obtidas nogdaetatividade maxima (U/L)

_ C-Ficocianina Aloficocianina Prc Parc
Microalga
(Hg/mL) (Hg/mL) (Mg/mL/d) (Mg/mL/d)
S. platensiéEB 52 36,5+ 0,8 451+1,6 1,218 + 0,027 1,502 + 0,052
S.sp.LEB 18 65,9+9,3 82,2+12,0  1,996+0,281 2,492 +0,36%
S. nidulans 45,0 + 4,6 499+1,3 1,216 + 0,107 1,348 + 0,038

Prc: produtividade de C-ficocianind?arc: produtividade de aloficocianina. Letras iguaiglid]am ndo ha
diferenca significativa entre as médias (p>0,05).

As maximas atividades enzimaticas (Tabela 1) froa@ompreendidas entre
41,6 e 45,9 U/L, sendo que nao ha diferenca sagtifia entre os valores obtidos para as trés
microalgas estudadas. Os valores de produtividagleenkzima Rac), também foram
estatisticamente iguais para as cianobactériagadaal Em termos de atividade especifica, o
valor maximo foi obtido pel&. nidulang45,3 U/g), sendo este diferente estatisticameoge d
demais. AS. nidulandoi inferior as duas cepas &pirulinaapenas em termos de producéo
de biomassa.

Porém, a producdo de ficobiliproteinas &pirulina platensisLEB 52 e
Spirulina sp. LEB 18 foi superior a producdo &ynechococcysalém disso, &pirulina
possui o certificado GRASGEgnerally Recognized as Safdo FDA (ood and Drug
Administratior). Como pode ser observado na Tabela Zpaulina sp. LEB 18 foi a
microalga que apresentou as maiores concentracGesdetividades de C-ficocianina e
aloficocianina no pico de maxima atividade, dem@am&to que a mesma apresenta potencial
tanto para a obtencéo destas duas ficobiliprote@maso para a obtencéo da enzima anidrase

carbobnica.
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Com relacdo aos parametros cinéticos de crescinf€abeela 3), como esperado,
as algas com maioreg,sx apresentaram as maiores produtividades, devidaiér producéo
de biomassa. Os valores Hgax Mmax € Pxmax (produtividade em biomassa) obtidos para as
duas cepas dgpirulinaforam proximos, provavelmente, por pertencerermasmo género,
sendo que Xnax € a produtividade foram estatisticamente iguascdmparando com a
Synechococcyshouve uma variacdo grande entre as algas. Coataela velocidade

especifica, houve uma maior variacdo entre oseslabtidos para cada alga.

Tabela 3 —Atividade especifica maxima (U/g) e parametrogtios de crescimento obtidos
para cianobactérias estudadas

Microalga U/g Xmax (9/L) Pxmax (9/L/d) Mmax (1/d)

S.platensi¢tEB52 28,2+1,3 1,846+0,018 0,055+0,000 0,207 + 0,003
S.sp.LEB 18* 26,3+1,0 1,882+0,142 0,055+0,005 0,118 + 0,005

S. nidulan$ 453+7,2 1,139+0,061 0,038+0,002 0,641 +0,033

*U/L e U/g maximos no mesmo dia de cultivo, U/gviatade especificaPxmax produtividade em biomassa no
Xmax Letras iguais indicam ndo ha diferenca signifigaéntre as médias (p>0,05).

Os valores de jkx Obtidos para as cianobactérias estdo de acordamsarbtidos
na literatura. Radmann et al. (2011), em seu edledeolamento de microalgas resistentes a
SO e NQ, a partir de usinas termelétricas e aplicacdo esfixagdo de C@ cultivou a
cianobactérigpirulinasp. LEB 18 em reatores tubulares, alcancando dedes especificas
entre 0,22 e 0,23 1/d. Rosa et al. (2011) obteveuygade 0,26 1/d no cultivo da mesma
microalga, para a fixacdo de gOem reatores abertos (tip@aceway sob condi¢des
controladas.

Andrade e Costa (2008) avaliaram o crescimentSmerulina platensid . EB 52
em meio de cultivo complementado com melaco liqyMBL) e melaco em pé (MEP). No
cultivo autotrofrico (sem MEL ou MEP), os autordgiveram um paxde 0,117 1/d. Fu et al.
(2007) estudaram os efeitos da temperatura e deeotacdo de COna fotossintese,
crescimento e concentracdo de pigmentos para abaatériaSynechococcusp. Os autores
obtiveram valores depaxem torno de 0,6 1/d nos cultivos a 24 °C e niveldode CQ (380
ppm), valor préximo ao obtido no presente trab&h641 1/d).

Lavin e Lourencgo (2005) e Campos, Barbarino e Lugo€2010) observaram em

seus estudos que espécies dotadas de menores sohehsares apresentam maiores
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velocidades de crescimento. Este comportamente@se & maior eficiéncia na absorcao de
nutrientes por células menores, devido a maiororgederficie-volume destas, bem como a
diferenca no metabolismo celular. De acordo commadsmes encontrados na literatura para
as cianobactérias estudadas (OLENINA et al., 26(@BNSECA et al., 2014), o0 mesmo
comportamento foi observado.

Em termos de produtividade em biomasPam§y), 0S valores também estdo
proximos aos obtidos para estas microalgas natliber. Para &pirulina sdo encontrados
valores em torno de 0,045-0,08 g/L/d e parayaechococcuem torno de 0,03-0,07 g/L/d
(ANDRADE; COSTA, 2008; RADMANN et al., 2011). Samantrados valores d¥qax
entre 1,4 e 1,6 g/L para 8pirulina e SynechococcufANDRADE; COSTA, 2008;
RADMANN et al., 2011)

Para verificar a potencialidade do uso da anidcaggdnica extraida da biomassa
de cianobactérias, foi realizado um ensaio de captanzimatica do GO O teste foi
realizado com a enzima extraida$jairulina platensid. EB 52 por apresentar alta atividade
volumétrica ao longo de todo o cultivo e, alémali$d existem diversos estudos na literatura
sobre a purificacéo da C-ficocianina produzidagsia cepa (SILVEIRA et al., 2008; SILVA
et al., 2009; ANTELO et al., 2010; MORAES et aD12; MORAES et al., 2013). A cinética
de precipitacdo do Gna forma de carbonato de calcio (Calésta apresentada na Figura
4,

Como pode ser observado, a anidrase carbonicaaaddidhiomassa cianobactéria
catalisou a hidratacdo do gQgue precipitou mais rapidamente na forma de Ga@®D
presenca da enzima. Sabe-se, através de estudasorast (MIRJAFARI; ASGHARI;
MAHINPEY, 2007; FAVRE; CHRIST; PIERRE, 2009; ORESGat, 2012), que a massa total
de CaCQ precipitada ndo depende da concentragéo da enaiamagdrase carbonica apenas
altera a cinética para atingir o equilibrio, pa@dmata de um catalisador. Este comportamento
pode ser observado na Figura 4, onde a reacdoesanga da anidrase carbonica (ensaio
enzimatico) apresentou uma taxa inicial de preagaid do CaC@superior ao ensaio nao-
enzimatico.

A maioria dos estudos que usam a anidrase carb@aica a captura de GO
utilizam preparacfes enzimaticas altamente pudéisaou de fontes de dificil ampliacdo de
escala, como sangue humano (BOND et al., 2001; AFHRRI; ASGHARI; MAHINPEY;
2007; FAVRE; CHRIST; PIERRE, 2009; DILMORE et &Q09; DAVY, 2009, VINOBA et
al., 2012), o que aumenta o custo do processotalghd a aplicabilidade deste tipo de

tecnologia. No entanto, ja existem estudos queaplia enzima obtida a partir de bactérias
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(SHARMA et al., 2008; RAMANAN et al., 2009; SHARMABHATTACHARYA, 2010;
SHARMA; BHATTACHARYA; SHRIVASTAVA, 2011) e, mais reentemente, extraida de
eritrécito bovino (ORES et al., 2012) e da micraedldplorella vulgaris(LI et al., 2012).

Figura 4 — Cinética de precipitacdo do carbonato de calcio
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No presente trabalho, além de a enzima ter siddaklie uma fonte potencialmente
viavel, biomassa microalgal, este trabalho propoéambém, a obtencdo conjunta de
ficobiliproteinas, com destaque para a C-ficocianibiocorante azul de alto valor para a
indUstria alimenticia e farmacéutica. Além dissobiamassa resultante do processo de
extracdo pode ainda ser destinada para outros domep incorporacdo em racao animal,
dependendo do seu conteudo proteico. A biomass&éSmiailina pode inclusive ser

incorporada em alimentos para consumo humano ppssui certificado GRAS.

4 CONCLUSAO

As cianobactérias apresentaram valores de atividadiemétrica da anidrase
carbodnica de 41,6 U/L paraSpirulina platensid.EB 52 no 30° dia de cultivo, 45,9 U/L para
a Spirulinasp. LEB 18 no 33° dia e 41,8 U/L paré&gnechococcus nidulam® 37° dia. A
partir das cinéticas, constatou-se que um maioratmda atividade especifica da enzima da
Spirulina platensislEB 52 e Spirulina sp. LEB 18 ocorreu durante a fase estacionaria de
crescimento. Ao contrario do observado par@yaechococcus nidulanende ocorreu um
aumento da atividade especifica da anidrase card@mda na fase log, continuando na fase

estacionaria e de morte.
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A microalga Synechococcus nidularepresentou atividade especifica superior,
que foi de 45,3 U/g, porémgpirulina platensid. EB 52 eSpirulinasp. LEB 18 apresentaram
maiores producdes de C-ficocianina e aloficociank& maiores concentracdes obtidas no
ponto de maxima atividade volumétrica foram alcdasacom &pirulinasp. LEB 18, que
foram 65,9 pg/mL de C-ficocianina e 82,2 pg/mL lidieocianina.

A anidrase carb0nica extraida da biomass8.daatensid EB 52 catalisou com
eficiéncia a hidratacdo do GQue precipitou na forma de CagQlemosntrando que a
enzima obtida de cianobactérias pode ser aplicad@arecessos de captacdo enzimatica do
CO..

Através dos resultados obtidos neste trabalho,-pedeerificar a potencialidade
das cianobactérias para producdo conjunta da enzamdrase carbOnica e das

ficobiliproteinas, biomoléculas de alto valor inttizs.
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EXTRACAO DE ANIDRASE CARBONICA E FICOBILIPROTEINAS DE
MICROALGAS POR DIFERENTES METODOS

RESUMO

O cultivo de microalgas em condi¢des controladigsn @le promover a biofixacdo de dioxido
de carbono da atmosfera, pode gerar produtos elesse comercial, como a enzima anidrase
carbonica e as ficobiliproteinas, C-ficocianina lefieocianina. Atualmente a anidrase
carbbnica tem recebido destaque por catalisarrathigho reversivel do GOsendo aplicada,
entdo, em sistemas enzimaticos de captura de Béntre as ficobiliproteinas produzidas
pelas cianobactérias do génépirulina destaca-se a C-ficocianina, corante natural azul e
quando purificada, apresenta propriedades terajp8ué farmacoldgicas. Por se tratarem de
biomoléculas intracelulares, um fator importantepducesso € a etapa de extragdo. Assim, no
presente trabalho foi avaliado o uso de diferetéiesicas de ruptura celular para a extracao
da anidrase carbénica e de ficobiliproteinas arpdatbiomassa microalgal, visando obter um
maximo rendimento em extracdo. A partir da micraatarinhaPhaeodactylum tricornutura

da cianobactéri8pirulinasp. LEB 18 foram obtidos altos rendimentos de e&vada enzima
utilizando homogeneizador ultrassénico, 31,3 U/g2®5 U/g, respectivamente. Os
tratamentos com secagem, congelamento e maceta@iocomo a agitagdo com abrasivo,
também demonstraram serem técnicas eficazes. Aabgand&pirulinasp. LEB 18 também
apresentou potencial para a extracao de ficobigfmas em conjunto com a enzima anidrase
carbodnica, obtendo-se extratos com alta concemtragi C-ficocianina (100,5 mg/g) e
aloficocianina (69,9 mg/g). Neste trabalho, a pad mesma biomassa, foi possivel obter trés
biomoléculas de alto valor industrial.

Palavras-chave:anidrase carbonica, ficobiliproteinas, microalg@tura celular.

1 INTRODUCAO

O cultivo de microalgas é usado para a producamagostos quimicos valiosos,
incluindo pigmentos naturais, biocombustiveis e lesupntos dietéticos (ANDRADE;
COSTA, 2007). Devido a este potencial, cultivos ®do realizados visando a producao de
biomassa tanto para uso na elaboracdo de alimgotgo para a obtencdo de compostos
naturais com alto valor no mercado mundial. Um tmdpto, de alto valor agregado, que
também pode ser obtido a partir de biomassa mgaha a enzima anidrase carbonica.

A anidrase carboénica (AC) € uma metaloenzima qmééoo um atomo de zinco
em seu centro ativo, amplamente encontrada naezatugue catalisa a hidratacdo reversivel
do diéxido de carbono (CHno ion bicarbonato (HCQ. Devido sua propriedade catalitica,
esta enzima tem sido estudada em sistemas deaapizimatica do C{anto na forma livre
como imobilizada (SHEKH et al., 2012).

Sao encontrados na literatura trabalhos de captagdasam a enzima altamente
purificada e/ou oriunda muitas vezes de sangue har(BOND et al., 2001; MIRJAFARI,
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ASGHARI; MAHINPEY; 2007; FAVRE; CHRIST; PIERRE, 200DILMORE et al., 2009;
DAVY, 2009), obtida a partir de bactérias (SHARMpRak, 2008; RAMANAN et al., 2009;
SHARMA; BHATTACHARYA, 2010; SHARMA; BHATTACHARYA,; SHRIVASTAVA,
2011) e, mais recentemente, extraida de eritrédotwino (ORES et al., 2012) e da microalga
Chlorella vulgaris(LI et al., 2012).

Outros bioprodutos que podem ser obtidos de biamasEroalgal sdo as
ficobiliproteinas, pigmentos fotossintéticos acessdque participam de uma cadeia de
transferéncia de energia extremamente eficient®toasintese (ROMAN et al., 2002). S&o
responsaveis por cerca de 50% de captacdo de lwdadebactérias e algas vermelhas
(WILLIAMS; GINGRICH; GLAZER, 1980). Os trés grupgwincipais das ficobiliproteinas
sdo as ficocianinas, aloficocianinas e ficoeriSiENNETT; BOGORAD, 1973). As
principais ficobiliproteinas encontradas e®pirulina platensissdo a C-ficocianina e a
aloficocianina (KUDDUS et al., 2013).

A cianobactéria denominadgpirulina (renomeada com@rthrospira), tem sido
comercializada em diversos paises por seu uso etimento saudavel e suas propriedades
terapéuticas devido aos seus componentes valipaoscularmente proteinas e vitaminas.
Além disso, também é uma fonte rica e econdmicigmentos, como a C-ficocianina
(KUDDUS et al., 2013).

Aloficocianina € um complexo pigmento-proteina emiado no ndcleo dos
ficobilissomas dépirulina Esta proteina solivel em agua € amplamenteaddizomo uma
sonda fluorescente, particularmente para a andéseitometria de fluxo (SHAPIRO et al.,
1983; YEH et al., 1987). Além disso, varios estutdws relatado que a aloficocianina possui
propriedade hepatoprotetora, antioxidante, de e#dgdo de radicais, antiartritico e
propriedades anti-inflamatorias (REDDY et al, 200B8QMAY et al., 1998). Apesar de sua
ampla aplicacdo, a aloficocianina continua a sicadiliproteina menos estudada devido ao
seu baixo rendimento e a falta de métodos eficde gmrificacdo (FAN et al. 2012).

Como a anidrase carbbnica e as ficobiliproteinagdoeslocalizadas
intracelularmente, um fator importante a ser carsido € a etapa de extracdo. O processo de
ruptura celular constitui o fator chave na produggmurificacdo de compostos intracelulares,
0 qual tem um importante efeito na recuperacao aidpde do extrato proteico obtido
(BECERRA et al., 2001).

Cada micro-organismo possui caracteristicas pé#atiesi referentes a localizacao
de proteinas produzidas intracelularmente, sengdimmas molécula de interesse pode estar

localizada no citoplasma, periplasma ou até mestas armazenada no interior de organelas,
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como a mitocondria. Dessa forma, o protocolo deag#b pode variar de acordo com a
proteina desejada (MORAES et al., 2011).

Diferentes métodos podem ser empregados para &atrale proteinas
intracelulares, os quais dependem da forca fisicpatede celular dos micro-organismos,
localizacdo dentro da célula, estabilidade e do desejado para o composto de interesse
(FARKADE et al., 2005). Assim, pode se fazer us@ussdo osmotica, condigdes abrasivas,
tratamento quimico, tratamento enzimatico, secageomgelamento-descongelamento e
tratamento ultrassénico, dentre outros métodos (MEXRet al., 2011).

O processo de extragdo da enzima anidrase carb@nipartir de biomassa
microalgal ainda é pouco explorado, na literatuea@ntrado apenas o trabalho de Ores et al.
(2013). Os autores estudaram a extracdo da enzananidroalga marinhaDunaliella
tertiolecta a partir de diferentes proporcbes de biomassars@yevaliando, também, a
potencialidade da enzima em sistemas de captumna&icza de CQ

Com relacdo a extracdo de ficobiliproteinas, sammnados diversos trabalhos
com relacdo a extracdo de C-ficocianina (SILVEIRAak, 2007; MORAES; BURKERT;
KALIL, 2010; MORAES et al., 2011), porém ndo exmtestudos de extracdo conjunta de
anidrase carbonica e ficobiliproteinas a particideobactérias.

A literatura apresenta, ainda, uma lacuna com&elacde aloficocianina. Apenas
no estudo de ElI-Mohsnawy (2013) é avaliada a extratpste pigmento por duas técnicas,
lisozima juntamente com alta pressdo ou somad#@acag em vortex com pérolas de vidro,
com biomassa da cianobactéftaermosynechococcus elongatOs ensaios realizados com o
vortex foram os que resultaram em uma maior extrdegaloficocianina.

Com base na importancia industrial da anidrasebcéch e das ficobiliproteinas,
desenvolveu-se este trabalho. Diferentes tratarmeimi@m avaliados para a extracdo da
enzima a partir de duas fontes, a microalga mariRhaeodactylum tricornutune a
cianobactériaSpirulina sp. LEB 18. Para &piruling este trabalho propds, também, a
extragdo conjunta da enzima e dos biocorantesdCiéinina e aloficocianina.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Microalga e meio de cultivo
Para este estudo foi utilizada a microalga marifhaeodactylum tricornutum
gentilmente cedida pelo Laboratério de Biologia iMiaa e Biomonitoramento
(LABIOMAR) do Instituto de Biologia da Universidadeederal da Bahia, e a cianobactéria
Spirulina sp. LEB 18, gentilmente cedida pelo LaboratorioEdsenharia Bioquimica da
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Escola de Quimica e Alimentos da Universidade Fédbr Rio Grande. Para o preparo do
inoculo, cultivo e manutencdo das microalgas forditizados o meio Conway (WALNE,
1966) com agua marinha natural com salinidade d€(8VEIRA et al., 2011) para a
P. tricornutume o0 meio Zarrouk 20% (ZARROUK, 1966; REINEHR; C@$PR006) para a
S.sp. LEB 18.

2.2 Obtencéo da biomassa

Os cultivos foram realizados em erlenmeyer de ddlufme atil de 800 mL),
sendo adicionado 20% de in6culo. As algas foranubadas a 251 °C, por 28 dias
(P. tricornutun) e 33 dias$.sp. LEB 18), e a agitacao realizada por injecacteore de ar
estéril (0,5 vvm). A iluminancia foi promovida p&mpadas florescentes do tigaylight
(40,5 pE/M.s), com fotoperiodo fixado em 12 h claro/escuro fidal do cultivo, a biomassa
foi obtida por centrifugacdo (52009 por 20 min) e ressuspendida em tampao Tris-HCI
10 mM pH 8,3 em uma concentracao de 5 g/L par&zegao dos testes de extragao.

2.3 Extracao da anidrase carbonica e ficobiliproteias

Para a extracdo da enzima e dos biocorantes fbadoao desempenho de nove
metodologias de ruptura:

1. Tratamento ultrassonico: o rompimento celularréalizado utilizando um
homogeneizador ultrassénico (Sonic Ruptor 250, Ommtérnational Inc., EUA) com
frequéncia de 20 kHz (ponteira micro com poténei®d W) por 10 min, em banho de gelo e
com intervalos de 2 min de descanso (ORES etGl3)2

2. Sonicacdo com abrasivo: foram adicionadas perdéavidro (r<0,4 mm) a
suspensao de biomassa na proporcdo de 1:1,1 (nsusgeenséo: g pérolas de vidro), e a
mesma foi colocada em um banho ultrassénico (50,kiHzante 40 min, intercalando 2 min
no sonicador e 2 min em banho com gelo (MEDEIRQS.£2008).

3. Agitacdo com abrasivo: foram adicionadas pérdsvidro (r<0,4 mm) a
suspensao de biomassa na proporcdo de 1:1,1 (nsusgeenséo: g pérolas de vidro), e a
mistura agitada vigorosamente em vortex durantmih intercalando 2 min de agitacdo e 2
min em banho com gelo (MEDEIROS et al., 2008);

4. Homogeneizacédo em gral e pistilo: a biomassgetada (-18 °C por 24 h) foi
homogeneizada com auxilio de um pistilo, na preselgcterra diatomacea na proporcéo de
5:1 (g de biomassa: g terra diatomacea) (MORAES. €2011).
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5. Congelamento e descongelamento: a suspensammaska em tampéo foi
submetida a dois e a quatro ciclos de congelan{el80’C) e descongelamento (temperatura
ambiente), sendo que cada ciclo corresponde aahbsrde 24 h.

6. Secagem e maceracao: a suspensao de biomasame#o foi seca por 24 h
em estufa a 50 °C em placas de petri, raspada erauc utilizando gral e pistilo. Apds, a
biomassa foi ressupendida em tampéao Tris-HCI 10phIM8,3 e a suspensao foi mantida em
agitacao por 30 min.

7. Secagem, congelamento e maceracéo: a suspengiunthssa em tampéao foi
seca por 24 h em estufa a 50 °C em placas de mtpada e congelada a -18 °C por 24 h.
Apés, a biomassa foi macerada utilizando gral @l@igessupendida em tampao Tris-HCI
10 mM pH 8,3 e a suspensao resultante mantidagtatao por 30 min.

8. Extracao com etanol: a biomassa foi tratadae@mol p.a. na proporcao de 1:1
(g de biomassa: mL de solvente), sendo deixadosostato por 24 h a uma temperatura de
10 °C.

9. Extracdo com acetona: a biomassa foi tratadaam@tona p.a. na proporcéo de
1:1 (g de biomassa: mL de solvente), sendo deixadosontato por 24 h a uma temperatura
de 10 °C.

Apoés a ruptura celular, a suspenséo resultanteada teste foi centrifugada a
5200x g por 20 min a uma temperatura de 4 °C, e o saleerie, livre de células, utilizado
para medida da atividade enzimatica e leitura deedCianina e aloficocianina. Todos os

ensaios foram realizados em triplicata.

2.4 Métodos analiticos

Para a determinacdo da medida da atividade enzemfti utilizado o teste de
atividade de esterase (POCKER; STONE, 1967), adaptdessa metodologia a mistura
reacional consistiu em 1,8 mL de tampao TrissSO mM pH 7,4, 0,2 mL de solugao
enzimética e 1 mL de solu¢cdo 3 mM mhaitrofenil acetato. Apds a adicdo do substrato, fo
registrado o aumento da absorvancia a 400eyRitltenoi= 11,9 mL/cm.pumol). Uma unidade
de atividade enzimatica (U) € definida como a gdade de enzima necessaria para liberar
1 umol dep-nitrofenol por minuto, sob as condi¢gdes do engasoresultados foram expressos
em termos de rendimento de extracdo da enzimajladtr dividindo-se a atividade enzimatica
(U/L) pela concentragéao de biomassa (g/L).

As concentragcbes de C-ficocianina (C-FC) e alofammoa (AFC) foram

determinadas por leitura da densidade Optica (D&9Cae 652 nm e calculadas conforme as
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Equacbes 1 e 2 (BENNETT; BOGORAD, 1973). Da mesorand que a atividade os
resultados foram expressos em termos de rendindergatracéo (mg/g), calculadovidindo-

se a concentracdo de cada ficobiliproteina (mgéld poncentragdo de biomassa (g/L).

Doezo B 0'474(D0652)

C-FC= 534 1)
AFC = Doesz B g(z)ngoezo) (2)

A concentracdo de biomassa foi determinada pauréeila densidade Optica a
680 nm e conversao para biomassa seca atravesalewa padrao previamente preparada
(GRIFFITHS et al., 2011; HUANG et al., 2011). Padmstrucdo da curva padrdo, as células
foram coletadas por centrifugacdo, lavadas com &gstilada e ressuspendidas com agua
para leitura da absorvancia. Para determinacddodaabsa seca as células lavadas com agua

destilada foram secas a 105°C até peso constante.

2.5 Analise estatistica
Os resultados foram tratados por analise de vasi&eguida pelo teste de Tukey,

considerando um nivel de confianca de 95 % (p<0,05)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando a biomolécula de interesse € intracelulakt@cio passa a ser uma das
etapas mais importantes do processo. Assim, medtallto foi realizada uma comparacéo de
diferentes procedimentos para a extracdo de amidcasbonica de duas microalgas:
Phaeodactylum tricornuturaSpirulinasp. LEB 18, e no caso da cianobacté®ipifuling) foi
realizada a extragdo conjunta da enzima e dasilffpmiteinas C-ficocianina e aloficocianina.
Os resultados de extracdo da enzima estédo aprésemas Figuras 1 e 2.

N&o foi possivel determinar a atividade enzimatios extratos obtidos nos
tratamentos com etanol e acetona. Como se tratanmde metodologia colorimétrica, os
solventes interferiram na absortividade do prodaéalido na reacao, @nitrofenol. Por estes
motivos os dados de extracdo com 0s solventesauamastrados.

Com a biomassa da microalda tricornutum foram obtidos rendimentos em
extragdo de anidrase carbdnica entre 31,3 U/g (benezador ultrassonico) e 4,8 Ulg
(sonicador com pérolas de vidro). ConSasp. LEB 18 foram obtidos rendimentos entre
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25,5 U/g (homogeneizador ultrassonico) e 2,5 U/gc@gnacao em gral e pistilo). Para ambas
as algas, o tratamento ultrassonico fol 0 que poob@@ou maior extragcdo da enzima e o
mesmo se diferenciou estatisticamente dos demiaisl @e significancia de 5%).

A Tabela 1 apresenta os rendimentos em extracadiatdmliproteinas obtidos
com a biomassa da cianobact&f@rulinasp. LEB 18. O tratamento que proporcionou maior
extracdo de C-ficocianina foi o congelamento/degetamento de 4 ciclos (100 mg/g), sendo
este estatisticamente igual ao valor obtido cororadgeneizador ultrassénico (90,4 mg/g). O
tratamento com o homogeneizador ultrassénico, tam@®porcionou a maior extracdo de

aloficocianina (69,9 mg/g).

Figura 1 —Rendimento em extragdo de anidrase carbonicdiagabiomassa de.
tricornutumutilizando diferentes tratamentos: 1 — homogemeizaltrassonico; 2 —
sonicador com pérolas de vidro; 3 — vortex comlpéte vidro; 4 — macera¢do com gral e
pistilo; 5 — congelamento/descongelamento 2 cidlesgongelamento/descongelamento 4
ciclos; 7 — Secagem e maceragao; 8 — secagem,lanoreggo e maceracao
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Letras iguais indicam que ndo existe diferencaifsigiiva entre as médias (p>0,05, n=3)
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Figura 2 —Rendimento em extracdo de anidrase carbdnicdiageabiomassa dSpirulina
sp. LEB 18 utilizando diferentes tratamentos: bmbgeneizador ultrassonico; 2 — sonicador
com pérolas de vidro; 3 — vortex com pérola deojidr— maceracao com gral e pistilo; 5 —
congelamento/descongelamento 2 ciclos; 6 — congegltnfuescongelamento 4 ciclos; 7 —
Secagem e maceracgdo; 8 — secagem, congelamenteego
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Letras iguais indicam que nao existe diferencaifiigiva entre as médias (p>0,05, n=3)

Tabela 1 —Concentracdes de ficobiliproteinas (média + depadrdo) obtidas a partir da
biomassa d&pirulinasp. LEB 18 utilizando diferentes tratamentos

Tratamento C-Ficocianina (mg/g) Aloficocianina (mg/qg)
Homogeneizador ultrassonico 90,4 +%9,4 69,9 +0,3
Sonicador com pérolas de vidro 46,8 +°9,4 35,1+7,8
Vértex com pérolas de vidro 83,4 +1%1 52,6 +1,0
Maceracgdo em gral e pistilo 59,1 +%,0 26,9 +2,7¢
Congelamento/Descongelamento 2 ciclos 57,7 %5,1 22,1+2,6
Congelamento/Descongelamento 4 ciclos 100,5% 0,2 26,4 +0,8
Secagem e maceragao 74,4 £1,9 19,8 +2,3
Secagem, congelamento e maceracéao 76,2+1,5 21,1 +0,8

Letras iguais indicam que ndo existe diferencaifsigiiva entre as médias (p>0,05)

As Figuras 3 e 4 apresentam imagens de microsc@pmomassa das microalgas
Phaeodactylum tricornutum Spirulinasp. LEB18 antes e ap0s os tratamentos estudacos pa
a extracdo da anidrase carbbnica e, também, paxtragdo das ficobiliproteinas no caso da
cianobactériagpirulingd). Pode-se verificar através das imagens que resdntetratamento
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com o homogeneizador ultrassénico foi o que provagna maior desintegracdo das células
das microalgas.

Para a alga marintR. tricornutumnota-se que a secagem seguida de maceracao,
ou de congelamento e maceracéao (imagens h e gdeaaR3), também proporcionou uma alta
desintegracdo das células, comparada com a biomassétante dos tratamentos com
sonicador, vértex, gral e pistilo e congelamenta¢dagelamento. Essas observacdes vao ao
encontro com os resultados de extracdo da enzimgagados na Figura 1, onde estes dois
tratamentos, apés o homogeneizador ultrasséniaamfoos que proporcionaram maior

rendimento de extracdo da enzima, que foram 18%8U/g.

Figura 3 —MicroalgaPhaeodactylum tricornutuifa) antes da extracdo e biomassa apos (b)
homogeneizador ultrassoénico, (c) sonicacdo comaémvidro, (d) agitacdo em vértex com
pérola de vidro, (e) maceracdo com gral e pidijasongelamento/descongelamento 2 ciclos,
(g) congelamento/descongelamento 4 ciclos, (h)gesnae maceracéo e (i) secagem,
congelamento e maceracéo (todas com aumento de266)

No caso da cianobactérf@pirulina sp. LEB 18 nota-se que a biomassa dos
tratamentos com sonicador e agitacdo em vortexgémac e d Figura 4) ainda apresentam
pedacos de células inteiras. Porém, observa-sgguneaR2 que, juntamente com o tratamento
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ultrassbnico, foram os que proporcionaram maioegglimentos de extracdo da enzima.
Apesar de a desintegracdo celular aparentementeefs@ente nos tratamentos que
envolveram secagem, maceracdo e congelamento/detzmoento, a atividade obtida nos
extratos foram menores comparadas aos valoresosbtidm a sonicacdo e agitacdo em

vortex. Possivelmente, pode ter ocorrido desnafiord@ enzima nestes tratamentos.

Figura 4 —MicroalgaSpirulinasp. LEB 18(a) antes da extracao e biomassa apés (b)
homogeneizador ultrassoénico, (c) sonicacdo comaémvidro, (d) agitacdo em vértex com
pérola de vidro, (e) maceracdo com gral e pidfijaongelamento/descongelamento 2 ciclos,

(g) congelamento/descongelamento 4 ciclos, (h)gesnae maceracéo e (i) secagem,

congelamento e maceracéo (todas com aumento de266)

Em estudos de isolamento e caracterizacdo da aeidarbodnica, algumas das
metodologias utilizadas para a extracao da enzéimaagitacdo com pérolas de vidro, prensa
francesa, sonicagdo, maceracdo em gral com nitmgéquido, congelamento e
descongelamento e homogeneizagdo mecanica, trataneezimatico com lisozima e
homogeneizador ultrassonico (GHOSHAL; HUSIC; GOYA2Q02; XIA; GAO, 2005;
RIGOBELLO-MASINI; MASINI; AIDAR, 2006; SHARMA et al, 2008; CHINNASAMY et
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al., 2009; RAMANAN et al., 2009; KUPRIYANOVA et al2011; LI et al., 2012). Porém, o
processo de extracdo da enzima ndo é avaliadcriesalhos.

Na literatura € encontrado apenas um trabalho yakaaa extracdo da enzima
anidrase carbdnica a partir de microalgas. Ores. €2013) estudaram a extracdo da enzima
da microalga marinhaDunaliella tertiolecta a partir de diferentes propor¢cdes de
biomassa:solvente utilizando um homogeneizadoragdtnico. Foram alcancados altos
rendimentos com esta biomassa (67,2 U/g) utilizaneoa suspensdo de 1 g/L. A
desvantagem desta microalga é que o cultivo apgees®ixas producdes de biomassa. O
cultivo de D. tertiolecta alcanga valores de biomassa em torno de 0,4 gfdpiamto os
cultivos comP. tricornutume S.sp.LEB 18 resultam em valores de biomassa em torriglde
e 1,8 g/L, respectivamente.

Com relacdo a biomassa de cianobactéria, sdo eadosttrabalhos que avaliam
a extragdo de C-ficocianina a partir de biomassa $8ILVEIRA et al., 2007; MORAES;
BURKERT; KALIL, 2010) e de biomassa umida (SARADRJLLAI;, RAVISHANKAR,
1999; MORAES et al., 2011). No estudo de Sarad&i i Ravishankar (1999), dentre as
técnicas estudadas para a extracao de C-ficociaeiSairulina platensiso congelamento e
descongelamento e a homogeneizacdo em gral eopisthm as que proporcionaram oS
maiores rendimentos, 194,7 e 196,6 mg/g, respectate. Os autores ainda relatam que o
congelamento/descongelamento foi o método que pmpou maior qualidade de C-
ficocianina; o extrato obtido ndo continha clomfiNeste estudo, o maior rendimento em
extracdo de C-ficocianina, também, foi alcancadm técnica de congelamento e
descongelamento (4 ciclos).

Nos trabalhos de Silveira et al. (2007) e Moraegtk&t e Kalil (2010) séo
alcancados valores de rendimento de extracdo e tier 82 mg/g quando utilizado secagem
seguida de congelamento e maceracéo para a exttagadicocianina a partir da biomassa
da cianobactéri&pirulina platensid. EB 52. Com o tratamento de secagem, congelamento e
maceracéo utilizado neste trabalho, utilizando lssa deSpirulina sp. LEB 18, foi
alcancado um valor de C-ficocianina (76,2 mg/gkjpn®@ ao dos autores citados acima.

Ja no estudo de Moraes et al. (2011) com biomassdaSpirulina platensis
LEB 52, a sonicagdo com pérola de vidro foi o treato que resultou nos maiores
rendimentos. Os autores obtiveram valores de @iAoma em torno de 43,7 mg/g, valor
proximo ao obtido neste trabalho utilizando o mesm@a@mento, que foi de 46,8 mg/g.

Poucos trabalhos sdo encontrados com relacéo @c@&atde aloficocianina (EL-

MOHSNAWY, 2013). Sado encontrados mais estudos cetac@io a purificacdo deste
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pigmento (PARMAR; SINGH; MADANWAR, 2010; YAN et al2011; FAN et al., 2012,
HASHIMOTO et al., 2012; EL-MOHSNAWY, 2013), ondeocsdtilizadas técnicas como
agitacao com pérolas de vidro, sonicacao, tratammemzimatico, alta pressdo, congelamento
e descongelamento, liofilizacdo e a combinacaceddsitamentos.

No estudo de EI-Mohsnawy (2013) é avaliada a edtrag aloficocianina a partir
da biomassa déhermosynechococcus elongapes duas técnicas, lisozima juntamente com
alta pressdo ou somada a agitacdo em vortex catapéle vidro. Os autores avaliam ainda a
purificacdo da aloficocianina por diferentes téamicEm todos os ensaios € verificado,
também, o conteldo de C-ficocianina. Os ensaioizadas com o voértex foram os que
resultaram em uma maior extracdo de aloficociaminas experimentos de alta presséo
ocorreu uma maior extracdo de C-ficocianina. Ogragtrelatam que as pérolas de vidro
possuem um efeito mais forte de destruicdo, levamdibertacdo de mais conteudo de
aloficocianina. No presente trabalho, o vortex tdmbproporcionou altos rendimentos de
extracdo da aloficocianina dg&pirulina sp. LEB 18, que foi de 52, 6 mg/g, ficando atras
apenas do tratamento ultrassonico.

Em operacdes de ruptura celular de micro-organignokarga escala comumente
sdo utilizados métodos mecéanicos de desintegragidac como moinho de bolas e
homogeneizadores de alta presséo, porém a efigiénergética destes métodos é geralmente
em torno de 5-10%. O restante é dissipado na falenealor, que precisa ser removido de
forma eficiente para manter a integridade de bdyas sensiveis (GOGATE; KABADI,
2009). Embora os métodos mecanicos sejam induserdae preferidos, devido sua alta
recuperacdo do produto, a sua fraca seletividadeaégrande desvantagem, juntamente com
a micronizacdo dos fragmentos celulares (BALASUNBPAR HARRISON;
BRACEWELL, 2009).

O tratamento com ultrassom é um dos métodos dareuptais usados em escala
laboratorial (GECIOVA; BURY; JELEN, 2002) e tem sideconhecido cada vez mais como
um eficiente método de extracdo, sendo utilizada fise celular de leveduras (MEDEIROS
et al., 2008; LEMES; ALVARES; KALIL, 2013) e de maalgas (BERMEJO et al., 2001;
FURUKI et al., 2003; PATEL et al., 2005, BERMEJCakt 2006; MORAES et al., 2011).

O uso de reatores de cavitacao hidrodinamica men@imento celular tem sido
aprovado, inclusive, para aplicacées em larga &spals tem demostrado maior eficiéncia
em comparacdo com técnicas convencionais baseadasilizacdo da energia mecanica
(GOGATE; KABADI, 2009). No geral, a cavitacdo € umegnologia bem estabelecida em
escala de laboratério e piloto (GOGATE et al.,, 20BALASUNDARAM; HARRISON;
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BRACEWELL, 2009), mas sdo necessarios os esfommbinados de quimicos, engenheiros
e fisicos para aproveitar eficazmente o potenasiadtecnologia em escala industrial.

Altos valores de rendimento em extracdo da enzimiaseficobiliproteinas foram
obtidos neste trabalho com técnicas possiveis reéensetilizadas tanto em escala laboratorial
como industrial. A escolha da metodologia mais apada, bem como da biomassa
microalgal, vai depender do uso destas biomolé@jlemmbém, do suporte disponivel.

4 CONCLUSAO

Maiores rendimentos de extracdo da enzima a pdairmicroalga marinha
Phaeodactylum tricornuture da cianobactéri@pirulinasp. LEB 18 foram obtidos utilizando
homogeneizador ultrassénico, que foram 31,3 U/g 5 2J/g, respectivamente. Os
tratamentos com secagem, congelamento e maceta@iocomo a agitagdo com abrasivo,
também demonstraram ser técnicas eficazes pateag@xda enzima.

A biomassa deSpirulina sp. LEB 18, também apresentou potencial para a
extracdo de ficobiliproteinas em conjunto com aimazanidrase carbénica. Com o
homogeneizador ultrassonico foi possivel obter aftea concentracdo de C-ficocianina de
90,4 mg/g, bem como 69,9 mg/g de aloficocianinas€a, a partir da mesma biomassa, foi
possivel obter trés biomoléculas de alto valor stk

O trabalho apresenta diferentes processos efisigggm a extracdo de anidrase

carbonica e de ficobiliproteinas tanto para ededaratorial como industrial.
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CONCLUSAO GERAL

O estudo demonstrou que a biomassa de microalgaesespa-se como uma fonte
potencialmente atrativa para obtencdo da anidraskeOmica, aplicada em processos de
captacdo enzimatica do gCe, no caso das cianobactérias, producédo conflmmenzima e
ficobiliproteinas, que sdo biocorantes de altonvedmnercial.

Altos rendimentos de extracdo da enzima a partirnderoalga Dunaliella
tertiolecta foram obtidos utilizando tratamento ultrassoni@mncbaixas concentracdes de
biomassa umida, entre 0,1 e 0,2 g/L. O ultrassomstnmo ser um método de ruptura rapido e
eficaz, sendo necessarios tempos de extragédo nsmiend min.

Dentre as microalgas marinhaBufaliella tertiolecta Tetraselmis sueccica
Phaeodactylum tricornutumisochysis galbanae Nannochloropsis oculajae dulcicolas
(Chlorella vulgarise Scenedesmus obligyusstudadas, haeodactylum tricornuture a
Chlorella vulgarisse destacaram como produtoras da enzima anidrdsingz. AChlorella
vulgarisapresentou valores de atividade enzimética de44,@ atividade especifica de 17,0
U/g no 37° dia de cultivo, e Rhaeodactylum tricornuturapresentou atividades enzimaticas
de anidrase carbonica de 19,9 U/L e 17,4 U/g nad&D@e cultivo.

No estudo da produgcdo da anidrase carbbnica e abdbiliproteinas pelas
cianobactériaspirulina platensid. EB 52, Spirulinasp. LEB 18 eSynechococcus nidulans
foram obtidos valores de atividade volumétricaentt,6 e 45,9 U/L, sendo que a microalga
Spirulinasp. LEB 18 se destacou como maior produtora ded@ifinina e aloficocianina, as
concentracdes obtidas no ponto de maxima atividediemétrica (45,9 U/L, 33° dia do
cultivo) foram 65,9 ng/mL de C-ficocianina e 82@mL de aloficocianina.

Foram testados diferentes processos para a extdac@nzima a partir da alga
marinha Phaeodactylum tricornutune para a extracdo conjunta de anidrase carbbnica e
ficobiliproteinas a partir da cianobacté&pirulina sp. LEB 18. Maiores rendimentos de
extragcdo da enzima foram obtidos utilizando o tnatato ultrassonico para o rompimento
celular. Foram obtidos rendimentos de 31,3 U/g paraicroalga marinh&haeodactylum
tricornutume 25,5 U/g para a cianobacté8girulinasp. LEB 18.

Nos ensaios de ruptura celular Spirulina sp. LEB 18, a maxima extracao de
C-ficocianina (100,5 mg/g) foi alcancada com 4asctle congelamento e descongelamento.
J& para a aloficocianina, a méaxima concentracd®3®@ mg/g foi obtida utilizando o
homogeneizador ultrassonico.

A enzima extraida da microalga mariribanaliella tertiolectae da cianobactéria

Spirulina platensid EB 52 catalisaram a hidratacdo do CQue precipitou mais rapidamente
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na forma de carbonato de célcio na presenca dananziemonstrando que a anidrase
carbbnica obtida de microalgas pode ser aplicadpraressos de captacdo enzimatica do

CO,.
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SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS
Estudo da captacdo enzimatica do,GMlizando a enzima obtida pelas microalgas
estudadas;
Otimizacdo das condicdes da extracdo conjunta ddrase carbbnica e das
ficobiliproteinas com os métodos mais promissores;
Caracterizacdo da biomassa antes e apés a extteg&®iocompostos;
Purificacdo da enzima anidrase carbonica e daBifiipmteinas simultaneamente;
Caracterizacao da enzima e das ficobiliproteinas;

Imobilizacdo da enzima.
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Tabela 1 —Formulacdo do meio Conway

A. SOLUCAO PRINCIPAL (P):

C10H140sN& . 2H,O (Na EDTA sal dissédico) 4509
H3BO;3 (Acido Borico) 33609
NaNG; (Nitrato de Sodio) 100 g
MnCl,. 4H,O (Cloreto de Manganés) 0.36 g
FeCk . 6H,O (Cloreto de Ferro) 1.30g
NaH,PO, (Fosfato de sédio anidro) 15.38 g

Diluir tudo em 1000 mL de agua destilada e estanilem autoclave.
B. TRACOS DE METAIS:

ZnCl, (Cloreto de Zinco) 0.21¢
CoChL.6H,O (Cloreto de Cobalto) 0.20¢g
(NH4)6M0;0,4 4H,0O (Molibdato de Aménia) 0.09¢
CuSQ. 5H,O (Sulfato de Cobre) 0.20¢g

Diluir tudo em 10 mL de agua destilada; tomar 1nektd solucdo (estéril) e adicionar
a solucdo principal que devera estar esterilizada.

C. SOLUCAO DE VITAMINAS:

Vitamina B12 — Cianocobalamina 5 mg
Vitamina B1 — Tiamina 100 mg

Diluir em 100 mL de agua destilada esterilizar filom¢ao.
D. SOLUCAO DE SILICATO DE SODIO (S):

NaOSi0,.nH,O (Silicato de sddio) 40¢g

Diluir em 100 mL de agua destilada e esterilizar.

Fonte: WALNE (1966)

Quantidades das solu¢des do meio Conway a seratasusas culturas de algas:

Cloroficeas: 1.0 mL da solugéo P / litro de aguamha
0.1 mL de Vitaminas / litro dgua marinha

Diatomaceas: 2.0 mL da solucéo P / litro de aguanima
2.0 mL da solugéo S/ lt®agua marinha
0.1 mL de Vitaminas / lille &gua marinha
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Tabela 2 -Composi¢éo do meio BG-11

Componente Concentracéao (g/L)
NaNG; 1,5
KoHPO, 0,03
MgSQO,.7H,O 0,075
CaCl 0,027
Citrato férrico amoniacal 0,006
EDTA dissodico 0,001
NaCO;s 0,02
Acido citrico 0,006
Solucéo A+Co* 1mL

Fonte: RIPPKA (1979)

*Solugdo A+Co (g/L): ZnSQ.7H,0 (0,222); MnCJ.4H,0 (1,81); NaMoO,.2H,0 (0,390); HBO;

(2,86); CuSQ5H,0 (0,079); Co(N@),.6H,0

Tabela 3 —Composi¢céo do meio Zarrouk

Componente 1L
NaHCG; 16,8
KoHPO, 0,5
NaNG; 2,5
K2SO, 1,0
NaCl 1,0
MgSQO,.7H,O 0,2
CaCl 0,04
FeSQ.7H,O 0,01
EDTA 0,08
Solucéo A* 1mL

Solucéo B** 1mL

Fonte: ZARROUK (1966)

*Solugcdo A (g/L): 2,86 g/L de HBO; (191R); 1,81 ¢g/L de MnGl.4H,O (180R); 0,222g/L de
ZnSQ,.7H,0 (120R); 0,079g/L de CuS(BH,0 (49R); 0,018g/L de NaMof2H,0O (201R).

*Solucdo B 22,96 mg/L de *NBVO; (202R); 192,0 mg/L de KCr(S42.12H0 (205R); 44,78 mg/L
de NiSQ.6H,0O (203R); 17,94 mg/L de M&/O,.2H,O (101R); 40 mg/L de *Ti@ (211R); 43,98 mg/L

de Co(NQ),.6H,0 (109R).
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APENDICE 2
Tecnologia enzimética para captura de,Gfdltivo de microalga para obtencao de

anidrase carbodnica — Artigo publicado na Vetog3;.n. 2, p. 82-92, 2013



TECNOLOGIA ENZIMATICA PARA CAPTURA DE CO,: CULTIVO DE MICROALGA
PARA OBTENGAO DE ANIDRASE CARBONICA

JOANA DA COSTA ORES"™, SIBELE SANTOS FERNANDES?, MARINA CAMPOS
ASSUMPCAO DE AMARANTE?®, BIBIANA PORTO DA SILVAZ,
SUSANA JULIANO KALIL**

RESUMO

Nos ultimos tempos existe um forte interesse na estabilizagéo da abundancia
atmosférica de CO» e oufros gases de efeito estufa para mitigar os riscos do
aquecimento global. As estratégias de reducio de emissdes de CO; incluem
a reducéo do uso global de energia e o desenvolvimento de combustiveis
livres ou com haixo teor de carbono. Outra estratégia que pode ser utilizada é
a captura e sequestro de CO-» atmosférico, onde sistemas utilizando a
anidrase carbonica tem sido amplamente estudados. Esta enzima encontra-
se amplamente distribuida na natureza, sendo as microalgas uma fonte
potencialmente atrativa desta biomolécula. Este trabalho apresenta a
obtencdo da anidrase carbdnica a partir da biomassa da microalga marinha
Dunaliella tertiolecta e sua aplicacdo na captura enzimatica do CO.. Foi
realizado o cultivo da microalga em meio Conway a temperatura de 25 °C e
fotoperiodo 12 h claro/escuro. Foi realizado um acompanhamento em termos
de biomassa e pH, sendo feita a extracdo da enzima e determinada a
atividade enzimatica ao final do cultivo. Obteve-se um extrato enzimatico com
uma atividade na ordem de 67 U/mg de biomassa e a enzima foi aplicada na
captacéo enzimatica do CO; eficazmente.

PALAVRAS-CHAVE: Captacdo enzimatica. Cultivo microalgal. Dunaliella tertiolecta.
Mitigacéo do COs,.

ENZYME TECHNOLOGY FOR CO, CAPTURE: GROWING MICROALGAE TO OBTAIN
CARBONIC ANHYDRASE

ABSTRACT
There has recenily been growing interest in stabilizing the abundance of
atmospheric CO2 and other greenhouse gases to mitigate risks of global
warming. Strategies to reduce CO,; emissions comprise the reduction of
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overall energy use and the development of free or low-carbon fuel. Since
another feasible strategy is the capture and sequestration of atmospheric CO-,
systems which use carbonic anhydrase have been extensively studied. This
enzyme is widely distributed in nature and microalgae are one of its potentially
attractive source. This study deals with the extraction of carbonic anhydrase
from biomass of marine microalgae Dunaliella tertiolecta and its application to
the enzymatic capture of CQ,. Cultivation of microalgae was carried out in
Conway medium at 25 °C and 12 h light-dark photoperiod. Biomass and pH
were constantly maonitored whereas the extraction of the enzyme and the
determination of the enzymatic activity were carried out at the end of the
cultivation. An enzyme extract, whose activity was 67.2 U/mg of biomass, was
obtained and the enzyme was effectively applied to enzymatic CO- capture.

KEY WORDS: CO-; mitigation. Dunaliella tertiolecta. Enzymatic capture. Microalgal
cultivation.

1. INTRODUGAO

O aumento do aquecimento global tem estimulado o desenvolvimento de tecnologias
eficazes para mitigacdo do CO.. O aumento continuo da concentracéo deste gas na
atmosfera tem sido extensivamente documentado [25]. Sua concentracéo aumentou de
280 ppm em 1850 (revolugéo industrial) para 390 ppm em 2010, e atualmente vem
aumentando a uma taxa de 2 4 ppm/ano [16,28].

Este poluente & oriundo principalmente da gueima de combustiveis fosseis para
geracédo de energia e transporte, que esta associada com aumento da populacédo e
industrializacéo [5]. Outras fontes seriam a queima de florestas e cerrado, e a queima de
combustiveis de uso domeéstico [25].

0Os gases de efeito estufa confribuem ndo somente para o aquecimento global, mas
tambem para outros impactos no meio ambiente e na vida humana. Os oceanos absorvem
aproximadamente um terco do CO, emitido a cada ano pelas atividades humanas,
tomando a agua gradualmente mais acida, o que pode causar a perda rapida de barreiras
de corais e da biodiversidade do ecossistema marinho com enormes implicagtes na vida
marinha e, consequentemente, na vida terrestre [23].

As emissdes de gases de efeito estufa do transporte maritimo internacional sdo uma
preocupacéo crescente. Embora os acordos internacionais sobre o clima, como o
Protocolo de Quioto, exigirem que as nacdes considerem propostas politicas de mitigacéo
de CO, para fontes terrestres de emissfes, houve pouco progresso em relacdo a aviacéo

e transporte naval internacionais [7].
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Muitos paises e regides ao redor do mundo estabeleceram metas para reducgéo de
CO-, a fim de cumprir os objetivos de sustentabilidade previstos no Protocolo de Kyoto.
Varias opgdes estdo sendo estudadas e implementadas, com diferentes graus de
sucesso, e em diferentes fases de estudo e implementac&o. Alguns exemplos s&o energia
solar, térmica ou fotovoltaica, hidrelétrica, edlica, geotérmica, biocombustiveis, sequestro
de carbono, entre outros. Cada alternativa possui vantagens e problemas, e a escolha da
melhor opcéo ira depender da area de aplicacao [19].

Dentre as esfratégias para reducéo de emissdes de CO- esta o sequestro deste gas
a partir de fontes pontuais ou atmosféricas através de técnicas naturais e de engenharia
[17]. Dentro deste contexto, os sistemas bioldgicos, que ufilizam a enzima anidrase
carbdnica, vém ganhando cada vez mais aten¢fo. Estes sistemas séo baseados em
reaces que ocorrem naturalmente nos organismos vivos e s&o uma via potencial para a
melhoria destas tecnologias [14]. Porém, a viabilidade do processo de captura enzimatico
reside inicialmente na obtencgéo da enzima a partir de fontes viaveis.

A anidrase carbdnica ¢ uma metaloenzima que catalisa com alta eficiéncia a
hidratacéo reversivel do CO, em bicarbonato, uma reacdo fundamental para processos
biologicos como a fotossintese e respiracdo. Pode ser encontrada em diversos
organismos, como animais, vegetais e algas [15], sendo o ultimo uma fonte
potencialmente viavel para obtencéo da enzima.

O cultivo de microalgas possui algumas vantagens, como rapido crescimento;
possibilidade de cultivo em aguas salobra e/ou salgada, liberando o uso de agua doce
para o0 consumo humano e agricultura; tolerancia a fatores ambientais extremos, podendo
ser cultivadas intensivamente em pequenos espagos e em regides improprias para
atividades agricolas [4].

De acordo com o exposto, considerando a importancia da obtencéo da enzima
anidrase carbénica para utilizagio em tecnologias de mitigacéo do CO,, este trabalho teve
como objetivo investigar a producdo da enzima pela microalga marinha Dunaliella

tertiolecta e seu uso na captura enzimatica do COs.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microalga e meio de cultivo

A microalga Dunaliella tertiolecta utilizada neste estudo foi gentilmente cedida pelo
Laboratdrio de Biologia Marinha e Biomonitoramento (LABIOMAR) do Instituto de Biologia

da Universidade Federal da Bahia.
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No preparo do cultivo e manutencéo da alga marinha foi utilizado o meio Conway

[27], empregando-se agua marinha natural com salinidade de 28 [21].

2.2. Cultivo em fotobiorreator

O cultivo foi realizado em triplicata em erlenmeyer de 1 L contendo 800 mL do meio
de cultivo adicionado de 10% de inoculo e incubados a 251 °C [21]. A aeracéo foi
realizada por injecdo constante de ar estéril (385 mL/min) e a iluminancia foi promovida
por ldmpadas florescentes de 20 W do tipo daylight, fornecendo 3000 Ix, com fotoperiodo
fixado em 12 h claro/escuro.

Foi realizado um acompanhamento da concentragéo de biomassa e da variagédo do

pH, sendo retiradas amostras assepticamente a cada 24 h.

2.3. Investigacio da produgédo da enzima anidrase carbdnica

Ao final do cultivo foi realizada a determinacéo da atividade enzimatica para verificar
a producédo da enzima pela microalga, como a anidrase carbdnica & intracelular foi
necessario uma etapa de ruptura celular. O rompimento celular foi realizado através de
tratamento ultrassdnico utilizando um homogeneizador ultrassdnico (Sonic Ruptor 250,
Omni International Inc., EUA) com frequéncia de 20 kHz por 10 min em banho de gelo.
Foram utilizadas suspens@ies com concentragéo de 0.5 1 e 1,5 g de biomassa/L. Os
ensaios foram realizados em triplicata.

Apos a etapa de rompimento celular, as suspensdes resultantes foram centrifugadas
a 5200 =g por 10 min a uma temperatura de 4 °C utilizando uma centrifuga refrigerada
(Cientec CT-5000R, Brasil), e o sobrenadante, livre de células, ufilizado para medida da
atividade enzimatica. O extrato enzimatico foi caracterizado, também, em termos de

concentracdo de clorofila a e b.

2.4. Determinacao dos parametros cinéticos

A partir dos valores de concentracdo de biomassa, foram determinados os
parédmetros cinéticos: concentracdo de biomassa maxima (Xma, @/L), velocidade
especifica maxima de crescimento (Umax, 1/dia) e produtividade méaxima de biomassa
(Pmax, g/Lidia).

A produtividade maxima de biomassa foi calculada através da Equacéao 1 [26].

Pmax =(X1_Xa]f(r_ra] {1}
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onde:

Xo: concentracdo de biomassa inicial (g/L) no tempo to,

X¢ concentracéo de biomassa (g/L) em qualquer momento t subsequente ao o

A velocidade especifica maxima de crescimento foi calculada pela regresséo

exponencial da porgéo logaritmica da curva de crescimento [2].

2.5. Captura enzimatica do CO,

Para verificar a viabilidade do uso da enzima obtida a partir da microalga marinha
foram realizados ensaios de captura enzimatica do CO-.

A anidrase carbdnica extraida da biomassa microalgal foi utilizada como catalisador
para a hidratacdo do CO; e o mesmo foi precipitado na forma de carbonato de calcio
(CaCOs). Em erlenmeyers contendo o extrato enzimatico, adicionou-se tampéo tris 1,2 M
contendo 4,5% de cloreto de calcio dihidratado (CaClz-2H20) na proporgéo 1:1. A reacéo
foi iniciada com a adi¢géo de uma solugéo de agua deionizada saturada com CO,. Apods
determinados intervalos de tempo, a mistura foi filtrada e seca para ser mensurada a
quantidade de CaCO; precipitado (ensaio enzimatico). Também foram realizados ensaios

substituindo o extrato enzimatico por agua deionizada (ensaio nao-enzimatico) [22].

2.6. Determinacgdes analiticas

A atividade enzimatica foi determinada utilizando como substrato o p-nitrofenil
acetato (p-NPA), segundo Pocker e Stone [24]. A mistura reacional consistiu em tampéao
tris-HCI 0,1 M pH 7 4, solu¢éo enzimatica e solugdo 3 mi de p-nitrofenil acetato, sendo
registrado o aumento da absorvancia a 400 nm. Uma unidade de atividade enziméatica (U)
& definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de p-nitrofenal
por minuto, sob as condi¢des do ensaio.

A concentracédo de biomassa foi determinada por leitura da densidade optica a 680
nm e conversao para biomassa seca através de curva padréo [8]. Uma aliquota do cultivo
foi centrifugada a 5200 =g por 10 min e o sobrenadante desprezado. As células foram
lavadas com agua destilada, e novamente centrifugadas. A biomassa foi ressuspendida
com agua destilada e feita leitura da absorvancia em espectrofotmetro a 680 nm. A
concentracéo celular foi convertida para peso seco conforme curva de calibracéo.

A extracdo da clorofila a e b foram realizadas com éter dietilico segundo
metodologia de Dere, Gunes e Sivaci [10] e a concentraco destes pigmentos foram

calculadas conforme equacgdes de Lichtenthaler e Wellbrurn [18].
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A determinacéo do pH foi realizada atraves da leitura da amostra em um medidor
de pH (Hanna Instrume|1t5®, modelo pH 21) segundo AOAC [1].

2.7. Analise estatistica

Os resultados de extragdo da enzima foram tratados por analise de varidncia

(ANOVA) e teste de Tukey com um nivel de confianca de 95%.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na FIGURA 1 estdo apresentados, respectivamente, o acompanhamento do
crescimento celular da microalga Dunaliella tertiolecta e a variacédo do pH do meio ao

longo do cultivo em fotobiorreator.
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Figura 1. Acompanhamento do crescimento celular e variagdo do pH durante o cultivo da

Dunaliella tertiolecta.

A concentracéo celular maxima de 0,20£0,01 g/L foi alcangada em 8 dias de cultivo.
Os parametros cinéticos velocidade especifica maxima de crescimento e produtividade
maxima alcangados para a [. fertiolecta foram 0,327+0,01 1/dia e 0,03+0,002 g/L/dia,
respectivamente. O pH do meio aumentou ao longo do cultivo, em relagéo ao pH inicial de
7.9, mantendo-se acima de 8,0, valor este favoravel para a atuacéo da enzima.

A TABELA 1 apresenta os resultados de atividade, clorofila a e clorofila b obtidos

apos a ruptura celular das amostras com diferentes concentracdes celulares.
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Tabela 1. Resultados do ensaio de extracio da anidrase carbdnica utilizando diferentes

concentragdes celulares.

Concentracao celular (g/L)
0,5 1,0 1,5
Atividade especifica (U/g) 66,7+26% 672+13° 653+ 367

Atividade (U/mg clorofilaa)  2,2+0,03* 23+0,03° 2.1+ 0,03°
Clorofila a (ug/mg) 324+14% 201+07° 30,1 + 1,5%°
Clorofila b (pg/mg) 16,4+05 151+05° 13,3+ 0,6

*Letras iguais indicam que n3o ha diferenca significativa entre as médias (p<0,05)

Resposta

Obtiveram-se extratos enzimaticos com atividade maxima de 67,2 U/g, sendo que os
valores alcangados com as trés concentracdes estudadas foram estatisticamente iguais. O
maior teor de clorofila a fol obtido no ensaio com 05 g/L de biomassa, qgue foi
estatisticamente igual ao ensaio com 1,5 g/L. Os maiores valores de clorofila b, foram
obfidos com 0.5 e 1,0 g/L.

Chinnasamy et al. [6] estudaram o efeito de elevadas concenfragdes de CO, e de
diferentes temperaturas no crescimento da alga Chlorella vulgaris ARC 1, avaliando
também a influéncia na atividade da enzima anidrase carbdnica. Em condicdes ambientais
(0,036% de CO,), foram obtidas atividades de 12,2 e 14,8 U/mg de clorofila, sendo que os
autores determinaram a atividade de hidratase, que utiliza como substrato o CO-.

As trés concentracdes celulares resultaram em um bom rendimento em termos de
extracdo da enzima. Porém, a concentragéo de biomassa mais favoravel para realizar um
acompanhamento da atividade enzimatica e concentracéo de clorofila ao longo do cultivo
seriaade 0,5 g/l

A FIGURA 2 apresenta os resultados do ensaio de captacio enzimética do CO,. Foi

realizada uma cinetica de precipitagéo do CO5 na forma de carbonato de calcio (CaCQOs;).
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Figura 2. Cinética de precipitacéo do carbonato de calcio.

Como pode ser observado na FIGURA 2, a anidrase carbdnica obtida da biomassa
microalgal da Dunaliella tertiolecta catalisou a hidratacéo do COs, que precipitou mais
rapidamente na forma de CaCOs na presenca da enzima.

Estudos anteriores [12,20] demonstraram que a massa total de CaCOz) precipitada
ndo depende da concentragdo da enzima, a anidrase carbdnica apenas altera a cinética
para atingir o equilibrio. Este comportamento pode ser observado na FIGURA 2. A reacéo
na presenca da anidrase carbdnica (ensaio enzimatico) apresentou uma taxa inicial de
precipitacéo do CaCOs superior ao ensaio ndo-enzimatico.

0Os poucos estudos que usam a anidrase carbdnica para a captura de CO, utilizam
preparacdes enzimaticas altamente purificadas ou de fontes de dificil ampliac&o de escala,
como sangue humano [3,9.11,12,20], o que aumenta o custo do processo, limitando a
aplicabilidade deste tipo de tecnologia. No presente trabalho, além de a enzima ter sido
obtida de uma fonte potencialmente viavel, a biomassa resultante do processo de extragéo

pode ainda ser destinada para outros fins, como incorporacéo em ragéo animal.

4. CONCLUSAO

Ao final do cultivo da microalga Dunaliella tertiolecta obteve-se um extrato
enzimatico com uma atividade na ordem de 67 U/mg de biomassa. A enzima apresentou
potencial para aplicacdo em processos de captacéo enzimatica do CO-.

Sendo assim, a biomassa microalgal mostrou ser uma fonte viavel para obtencéo da

anidrase carbdnica.
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