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Resumo: A ficoeritrina € uma proteina encontrada em algas, onde a sua extragdo ha um foco na
biotecnologia industrial ja que pode ser aplicada em diversas areas, tornando assim necessario o
seu estudo. O objetivo desde trabalho € identificar e analisar os métodos utilizados para a extragao
desta proteina. Para dar resposta a este objetivo a metodologia adotada foi a revisao sistematica
de literatura utilizando a base de dados Scopus e Science Direct. A busca resultou em 46 artigos
publicados em revistas e conferéncias, sendo que apenas 24 estudos relatam a extracdo da
proteina ficoeritrina, quais foram considerados relevantes para a pesquisa. Os métodos utilizados e
eficazes para extrair ficoeritrina de microalgas sdo a maceragao, congelamento-descongelamento,
ultrassom e hidrélise enzimatica. Esse trabalho contribui na academia em reconhecer que ha uma
literatura no tema em questao, podendo trazer em futuros estudos uma analise mais aprofundada
e abrangente, como por exemplo verificar quais sdo as algas com maior extragdo de ficoeritrina e
os diferentes processos de purificagao.

Palavras-chave: Proteina, Ficoeritrina, Extracbes

Systematic review of the methods used to extract phycoerythrin
protein

Abstract: Phycoerythrin is a protein found in algae, where its extraction has a focus on industrial
biotechnology since it can be applied in several areas, thus making your study necessary. The
objective of this work is to identify and analyze the methods used for the extraction of this protein.
To meet this objective, the methodology adopted was a systematic literature review using the Scopus
and Science Direct database. The search resulted in 46 articles published in journals and
conferences, with only 24 studies reporting the extraction of phycoerythrin protein, which were
considered relevant for the research. The methods used and effective to extract phycoerythrin from
microalgae are maceration, freeze-thaw, ultrasound and enzymatic hydrolysis. This work contributes
in the academy in recognizing that there is a literature on the subject in question and may bring in
future studies a more in-depth and comprehensive analysis, such as verifying which are the algae
with greater phycoerythrin extraction and the different purification processes.
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1. Introdugao

Microalgas e macroalgas sdo microrganismos fotossintéticos, procariontes ou eucariontes,
vivem em ambientes salinos ou de agua doce, que sintetizam compostos valiosos de
biomassa, como proteinas, antioxidantes, vitaminas, minerais, lipidios, pigmentos e acidos
graxos insaturados (MARKOU; NERANTZIS, 2013; BARKIA et al., 2019). O isolamento e a
identificacdo desses compostos surgiram como tendéncia para o desenvolvimento de
novos alimentos funcionais, por serem de alto valor e possuirem beneficios para a saude
(BERMUDEZ et al., 2014; CHRISTAKI et al., 2015). Assim, surgiu o interesse da
biotecnologia para a produgdo comercial em larga escala de microalgas (MARTINEZ-
PORCHAS et al., 2014; CHRISTAKI et al., 2015) principalmente nas areas de farmacia,
alimentos funcionais, nutricional, cosméticos, aquicultura e biocombustiveis (BERMUDEZ,
2014).

As ficobiliproteinas sdo uma familia de proteinas fotossintéticas, coletoras de luz, que estao
presentes em cianobactérias, algas vermelhas, criptomonas e cianelas. Sao soluveis em
agua, compostos por proteinas e ligados covalentemente por meio de cromdéforos de
aminoacidos da cisteina chamados ficobilinas (MULDERS et al., 2014; PAGELS, 2019).
Ficobiliproteinas sao divididas em quatro tipos: ficoeritrina, ficocianina, ficoeritrocianina e
aloficocianina. A estrutura e o pico de absorcédo sdo o que fornecem a caracterizagao de
cada tipo (Tabela 1) (PAGELS et al., 2019).

Tabela 1 — Pico maximo de absorgao para cada ficobiliproteina

Phycobiliprotein Absorption maxima (nm)
Phycoerythrin 490-570

Phycoerythcyanin 560-600
Phycocyanin 610-625

Allophycocyanin 650-660

Fonte: Liu et al. (2009)

Ficoeritrina (FE) € encontrada no cloroplasto de algas vermelhas e cianobactérias. Existem
quatro principais classes de ficoeritrina: B-ficoeritrina (B-FE, picos em 545 nm, 565 nm e
um ombro em 499 nm) e R-ficoeritrina (R-FE, picos em 499, 565 nm e um pico no ombro
em 545 nm). A ficoeritrina é geralmente usada como um agente de coloragao natural
(KAMBLE et al., 2018), sonda de marcador fluorescente (WANG et al., 2016) e como agente
farmacéutico (SEKAR et al., 2007). Muitos estudos mostram varias atividades biolégicas da
ficoeritrina, como antioxidante (JUNG et al., 2016), propriedades antitumorais (PAN et al.,
2013) e propriedades anticancer (TAN et al., 2016).

Para obter ficobiliproteinas de alta pureza a partir da biomassa de algas, o processo de
extracdo e purificacdo deve ser eficiente, para isso existem diferentes métodos
(MANIRAFASHA et al., 2016). Além disso, um método que funciona bem em um organismo
nao sera necessariamente bom para outro (RANJITHA; KAUSHIK, 2005). A extragao de
proteinas por ruptura celular, recuperagao primaria e purificacdo sdo as 3 etapas para a
purificacdo da ficoeritrina (BERMUDEZ et al., 2014). Os polissacarideos presentes na
parede celular de algas, como agar e celulose, interferem na ruptura celular durante as
extracdes, portanto, ha a necessidade de um método adequado para extracdo de FE
(MITTAL et al.,, 2017). Assim, esse trabalho tem como objetivo demonstrar, através de
artigos publicados, quais sdo os métodos que estdo sendo utilizados para a extragao da
ficoeritrina das algas.

2. Metodologia
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O trabalho consistiu em uma revisao sistematica de literatura, um processo essencial para
a compreensao inicial do tema pesquisado, com o objetivo de conhecer os estudos e
autores de referéncia na area.

A revisao de literatura foi realizada nas bases de dados Scopus e Science Direct, os artigos
encontrados foram migrados para o programa Mendeley, onde os autores puderam
gerenciar os documentos de pesquisa. Para filtrar os documentos encontrados foram
usadas Tags durante a leitura dos resumos diferenciando os artigos que deveriam ser lidos
e excluidos da revisao.

A fim de relacionar os temas em questao utilizou-se as palavras-chave: phycoerythrin,
extraction e purification. Todas as palavras deveriam estar presentes em “Title, Abstratc,
Keywords. Assim, o préoximo topico traz os resultados e discussbes dos artigos
encontrados.

3. Resultados

A busca sistematica resultou em 46 artigos publicados em revistas e conferéncias, sendo
que apenas 24 estudos relatam a extracdo da proteina ficoeritrina e foram considerados
relevantes para a pesquisa.

Como ja mencionado, o primeiro passo para a obtengao de proteina em algas € o processo
de ruptura celular. Glnerken et al., (2015) descrevem que o rompimento celular € a parte
mais crucial para a obtencdo de produtos com maior valor em algas. Os processos de
rompimento celular que tém sido eficazes para extrair ficoeritrina de microalgas séao:
maceragao, congelamento-descongelamento, ultrassom e hidrélise enzimatica.

3.1 Maceracgao e Ultrassom

A maceragao é uma operacao fisica que auxilia na extragcdo de compostos. Para extracao
de FE, pode-se usar pildo e almofariz ou em nitrogénio liquido. O processo com ultrassom
atua criando compressao e descompressao através de ondas sonoras em frequéncia> 20
kHz (MITTAL et al., 2017), pode ser usado para melhorar a estabilidade do FE, uma vez
que requer menos tempo e menor temperatura (GUILLARD et al.,, 2015). A Tabela 2
demonstra os melhores resultados desses processos.

Tabela 2 — Extragdes da FE utilizando maceragéao e ultrassom em espécies de microalgas

Espécie Ruptura do tecido/ Rendimento/ Referéncia
Método de extragdo eficiéncia de
extragao
Gracilaria gracili Maceragao 3.58 £+ 0.03 mg/g Pereiraetal.
(almofariz e pilao) (2020)
Spirulina maxima Ultrassom 0,8 mg/mL Choi and Lee
(2018)
Gelidium pusillum Maceracgao + 1.56 mg/g Mittal et al.
ultrassom (2017)
Gracilaria gracilis Maceragao 7 mg/g d.w. Francavilla et
(almofariz e pilao) al. (2015)
Grateloupia Ultrassom + hidrélise 3.6 mg /g (22°C)  Guillard et al.
turuturu enzimatica (2015)

Fonte: Autoria propria (2020)

Pereira et al., (2020) compararam 5 processos de extragao, maceragao, banho ultrassénico,
sonda ultrassonica, alta pressdo e congelamento-descongelamento da alga vermelha
Gracilaria gracilis, por meio da otimizagdo utilizando a metodologia de superficie de
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resposta obteve maior eficiéncia com o uso de maceragao com almofariz e pildo (3,58 +
0,03 mg/qg). Francavilla et al., (2015) também usaram a maceragao para extrair a FE da alga
Gracilaria gracilis, utilizada como refino primario na biorrefinaria em cascata, alcangou um
rendimento de 7 mg/g dw.

Diferentes conjuntos de extragdes foram realizados em Gelidium pusillum, maceragao com
congelamento-descongelamento, homogeneizagdo com ultrassom e maceragdo com
ultrassom, sendo esta ultima mais eficaz no processo de extracédo de FE (MITTAL et al.,
2017). Guillard et al., (2015) compararam dois processos de extracdo em Grateloupia
turuturu, extragao com ultrassom e por ultrassom com hidrélise enzimatica, obtendo um
melhor desempenho ao adicionar enzimas no ultrassom (3,6 mg/g, 22 °C). Choi e Lee
(2018) extrairam FE da Spirulina maxima com ultrassom e obtiveram baixo rendimento de
0,8 mg/ml, o que pode ser explicado pelo fato da espirulina ser mais rica em ficocianina e
nao em ficoeritrina.

3.2 Congelamento-descongelamento

O método de congelamento-descongelamento € um método simples que consiste em
congelar as células em um freezer e depois descongelar, fazendo com que as células se
quebrem com os cristais de gelo formados no congelamento e se contraiam durante o
descongelamento. Wang et al., (2020) compararam o processo de congelamento-
descongelamento (-20 °C e 4 °C) com maceragao e hidrélise em Pyropia yezoensis e
encontraram um aumento no rendimento (3.766 + 0,021 mg/g dw), mas quando comparado
com a hidrdlise enzimatica obtiveram quase o dobro de FE (6.953 £ 0,020 mg/g dw). Khan
et al., (2018) estudaram a producédo de FE em Pseudanabaena catenata, ja conhecido por
ser rico em ficoeritrina, para isso utilizaram trés ciclos repetidos de congelamento-
descongelamento da biomassa em nitrogénio liquido e posteriormente maceragdo com uso
de almofariz e pildo para extragédo, obtendo uma concentragao de FE de 25,5 + 5,1 mg/L.

A diferenga entre o uso de algas frescas de Porphyridium cruentum ou liofilizadas foi
verificada juntamente com o processo de congelamento-descongelamento e
congelamento-descongelamento + ultrassom, obtendo-se maior rendimento de
recuperacéo com a alga fresca (71%) e entre os processos nao houve diferenca (LAUCERI
et al., 2019). Outro estudo com Porphyridium cruentum fresco, usando cinco ciclos
repetidos de congelamento-descongelamento, encontrou uma concentragao de FE de 0,27
mg/mL e um maior rendimento de recuperagao (86,6%) (IBANEZ-GONZALEZ et al., 2016).

Alguns estudos ndo comparam os métodos de extragdo, mas sim a melhor solugao para o
rompimento celular. Essas solugdes podem ser tampao fosfato, acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), tampao acetato ou mesmo agua. Para a otimizagcédo da extragado Hemlata
e Fatma (2018) utilizaram 5 tampdes diferentes: tampéao Citrato (pH-5,0; 0,1 M); tampéao de
acetato (pH-6,0; 0,1 M); tampao de carbonato (pH 9,6; 0,1 M); tampao Tris (pH-7,2; 0,05
M); Tampao de fosfato de sddio (pH-7,0; 0,1 M), obtendo um maior rendimento (65,21 mg/g)
com tampao de acetato (pH-6,0; 0,1 M). Eles também mostram que o FE da Microchaete
tem uma atividade antioxidante, antibacteriana, anticancer e antifungica. Sfriso et al., (2018)
utilizaram diferentes concentragées de tampdes, tampéao fosfato (0,1, 1, 10 e 100 mM) e
EDTA (0,1, 1, 10 e 100 mM), para posteriormente investigar a fluorescéncia do FE. Sharmila
et al., (2017) também otimizaram o processo com diferentes tampdes em diferentes pH,
seguidos de diferentes rompimentos celulares e com este resultado encontrado, diferentes
temperaturas. Os resultados foram melhores com fosfato de sédio pH 7,2 e uso de
congelamento-descongelamento com -20 °C - 25 °C.

Nguyen et al., (2016) compararam diferentes concentragcées de tampéao fosfato (20mM,
50mM e 0,1M) com agua da torneira e agua pura com maceragao, e ainda usaram outro
método, a hidrdlise enzimatica. O tampao fosfato 20 mM com pH 7,1 apresentou melhores
resultados para FE e a enzima xilanase foi eficaz na degradagao dos polissacarideos da
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parede celular de M. stellatus. Sudhakar et al., (2015) também compraram as extragoes
com agua (agua destilada e agua do mar) e tampéao fosfato (0,1 M) na alga Gracilaria
crassa, encontraram melhor rendimento para agua destilada (0,35 mg/g).

3.3 Hidrodlise Enzimatica

A hidrdlise enzimatica também é usada na extracao de FE, pois evita a despolimerizacao
dos agardfitas e preserva as propriedades moleculares da FE (DENIS et al., 2009). Esta
técnica consiste em desintegrar a parede celular para liberar a proteina integrada da célula
(MENSI et al., 2011). O estudo das variaveis de hidrdlise enzimatica para otimizar o
processo aumenta o rendimento da extragdo do FE (DUMAY et al., 2013). Wang et al.,
(2020) compararam quatro extragdes: congelamento-descongelamento (-20 °C e 4 °C) com
maceragao, hidrélise e hidrélise enzimatica em Pyropia yezoensis e encontrou um aumento
no rendimento quando utilizado hidrélise com as enzimas agarase e celulase (6.953 £ 0,020
mg/g dw).

Nguyen et al., (2016), Dumay et al., (2013) e Mensi et al., (2011) otimizaram o processo de
hidrdlise enzimatica, mas com diferentes algas para extragao de FE (Mastocarpus stellatus,
Palmaria palmata e Gracilaria verrucosa, respectivamente). Nguyen et al, (2016)
alcangaram uma eficiéncia de extracdo de 1,99 mg/g dw demonstrando que a enzima
xilanase foi eficaz na degradacédo dos polissacarideos da parede celular de M. stellatus.
Dumay et al., (2013) mostraram uma diferenga de eficiéncia quando o processo é otimizado,
sem a otimizacao a eficiéncia foi de 3,28 + 0,64 g/kg dw e apds a otimizagdo aumentou
para 12,36 + 0,37 g/kg dw, utilizando a enzima xilanase. Para a alga Gracilaria, utilizando
a enzima xilanase com endocelulase para extracdo de PE, obteve-se rendimento de
extragao de 6,25 mg/q.

3.4 Outras Extracoes

Além da maceragao, congelamento-descongelamento, ultrassom e hidrolise enzimatica,
outros processos também foram encontrados (Tabela 3).

Tabela 3 — Diferentes extragdes da FE em espécies de microalgas

Espécie Ruptura do tecido/ Rendimento / eficiéncia de Referéncia
Método de extracido extragao
Spirulina Diferentes liquidos 0.64 g/L (2-HEAA+2-HEAF) Rodrigues et al.,
(Arthrospira) idnicos préticos (LIPs), (2019)
platensis agitagdo mecanica e
aquecimento
Porphyridium Liquidos pressurizados 16.51 £ 0.21mg/g Gallego et al.,
cruentum (2019)
Porphyridium Tratamentos de campo 30 mg/g dw Martinez et al.,
cruentum elétrico pulsado (PEF) (2019)
Spirulina Ultrassom + liquidos 0,33 g/l (2-HEAA+2-HEAF) Rodrigues et al.,
(Arthrospira) idnicos préticos (LIPs) (2018)
platensis
Porphyridium Microondas (40°C) 73.7+£2.3 ug/mg Juin et al., (2014)
purpureum
Porphyridium Ultrafiltragao indice de pureza 2.3. Marcati et al.,
cruentum Processo de membrana: (2014)

300.000 + de 10.000
Fonte: Autoria propria (2020)

O uso de liquidos ibnicos proticos séo utilizados devido as condi¢gées operacionais exigidas
sao mais suaves em comparacao com outras alternativas. Como os liquidos idnicos sao de
alto valor, os LIPs foram investigados por terem um precgo reduzido. Rodrigues et al., (2018)
usaram os LIPs na Spirulina (Arthrospira) platensis em conjunto com ultrassom e obtiveram
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uma concentracao de FE de 0,33 g/L com LIP acetato de 2-hidroxietilaménio (2-HEAA) e
formato de 2-hidroxietilaménio (2-HEAF). Rodrigues et al., (2019) utilizaram LIPs com
agitacdo mecanica e aquecimento na Spirulina e com o mesmo LIP (2-HEAA + 2-HEAF),
obtiveram uma concentragdo de FE de 0,64 g/L, quase o dobro quando utilizado com
ultrassom. A irradiacdo de micro-ondas consiste na transferéncia de calor instantanea e
homogénea na amostra para quebrar a parede celular, Juin et al., (2014) alcangaram a
eficiéncia maxima de extracao (73,7 + 2,3 uyg/mg) com apenas 10 segundos de irradiacao,
a 40 °C, mostrando que esse procedimento é rapido e tem altos rendimentos.

Porphyridium cruentum foi usado para extrair FE em diferentes processos. Marcati et al.,
(2014) usaram a ultrafiltragdo para separar a FE dos polissacarideos de alto peso
molecular, primeiro usando uma membrana de 300.000 e depois uma com 10.000,
deixando a FE com indice de pureza de 2,3. A extragdo com liquidos pressurizados (PLE),
€ um método que utiliza solventes em altas temperaturas e pressdes para a extracao de
compostos, tem a vantagem de ser um processo mais curto e com menos solvente. Este
método foi aplicado na extracdo de FE e mostrou-se eficiente quando as temperaturas eram
mais baixas e com agua pressurizada (16,51 £ 0,21mg/g) (GALLEGO et al., 2019). Os
campos elétricos pulsados (PEF), foram eficientes para extragdo de PE (30 mg g dw) em
relacdo ao processo PEF, pois este processo aumenta a permeabilidade da membrana
celular devido a aplicacéo de pulsos de alta tenséo (kV) (MARTINEZ et al., 2019).

4. Conclusao

Esse estudo teve como objetivo conhecer de modo geral o que a academia aborda sobre a
extragao da proteina ficoeritrina em algas, buscando através de uma analise sistematica de
literatura encontrar os métodos que estdo sendo estudados e utilizados. Com essa revisao
sistematica percebe-se que ha estudos que buscam o melhor rendimento da extragao da
FE assim como diferentes métodos e formas para a extracdo. Os métodos mais
encontrados nos estudos foram a maceragao, ultrassom, hidrolise enzimatica e
congelamento-descongelamento.

Ficou evidente que muitos estudos buscam a otimizacao dos métodos de extragao, assim
a contribuicdo desde trabalho esta em reconhecer que ha uma literatura no tema em
questao, podendo trazer em futuros estudos uma analise mais aprofundada e abrangente,
como por exemplo verificar quais sdo as algas com maior extragdo de FE e os diferentes
processos de purificacao.
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