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RESUMO

A anidrase carbonica é uma metaloenzima que catalisa a hidratacdo reversivel do CO, em
bicarbonato com alta eficiéncia, sendo aplicada em sistemas de captura enzimatica. A biomassa
microalgal apresenta-se como uma fonte viavel de obtencdo desta enzima. As cianobactérias
sdo, também, fontes potenciais de ficobiliroteinas, biocorantes naturais. Este trabalho apresenta
a producdo da enzima anidrase carbonica e de ficobiliproteinas pela microalga Spirulina platensis
LEB 52. A alga foi cultivada em meio Zarrouk, 25 °C, 3000 Ix com fotoperiodo fixado em 12 h
claro/escuro e aeracdo constante. Apos o rompimento celular, as suspensdes foram
centrifugadas e o sobrenadante utilizado para determinar a atividade enzimdtica e as
ficobiliproteinas. A microalga apresentou potencial para producdo da enzima anidrase carbonica,
assim como para extracdo dos biocorantes ficocianina e aloficocianina, com uma producdo
menor de ficoeritrina. Foi obtida uma atividade maxima de 41,6 U/L com uma produtividade
maxima de biomassa de 0,060 g/L/dla.
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INTRODUGAO

Atualmente existe uma grande procura por solugbes alternativas para o acimulo de didxido de
carbono na atmosfera terrestre, um dos gases causadores do efeito estufa. Dentre as
estratégias que podem ser utilizadas encontra-se o sequestro ou captura de CO, utilizando
sistemas bioldgicos, que tem como principio reacdes que ja ocorrem normalmente em
organismos vivos!?.
A anidrase carbonica € uma metaloenzima que tem sido amplamente estudada para aplicacao
nestes sistemas®>*, pois catalisa a hidratacdo reversivel do CO, em bicarbonato com alta
eficiéncia®. Porém, a viabilidade do processo de captura enzimética reside inicialmente na
obtencdo da enzima de fontes viaveis.
Esta enzima pode ser produzida por diversos organismos, pois desempenha papel fundamental
em processos bioldgicos como fotossintese e respiracdo®. Uma fonte potencialmente vidvel de
obtencdo desta enzima sdo as algas que por sua vez possuem grande importancia industrial no
momento. Cianobactérias e algas possuem, também, uma ampla variedade de componentes
coloridos como carotenoides, clorofila e ficobiliproteinas’. Espécies do género Spirulina sio
fontes n3o dispendiosas de ficobiliproteinas®, além de possuir certificado GRAS (Generally
Recognized as Safe), permitindo seu uso em alimentos.
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O cultivo de microalgas apresenta algumas vantagens, como seu rapido crescimento, alta
producdo de biomassa, resisténcia a fatores ambientais extremos, assim como a possibilidade
de cultivo em espacos pequenos’.

Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi o cultivo da microalga Spirulina platensis LEB 52 para
obtencao de bioprodutos de interesse industrial. Foi investigada a produgao da enzima anidrase
carbonica e das ficobiliproteinas (ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina) ao longo do cultivo da
cianobactéria.

MATERIAL E METODOS

A Spirulina platensis LEB 52, gentilmente cedida pelo Laboratdrio de Engenharia Bioquimica
(FURG), foi cultivada em erlenmeyer de 1 L (ensaio em triplicata) com meio Zarrouk 20%,
adicionado de 20% de indculo, incubados a 25+1 °C, 3000 Ix, fotoperiodo fixado em 12 h
claro/escuro e aeracdo com injecao de ar estéril (0,5 vvm). Foi realizado um acompanhamento
da concentracao de biomassa, variagao do pH, atividade enzimatica e concentracdes de
ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina. Como a enzima € intracelular, para o rompimento
celular, foi utilizado um homogeneizador ultrassonico com frequéncia de 20 kHz por 4 minutos e
concentracao celular de 0,2 g/L. Apds centrifugagao, o sobrenadante foi utilizado para medida
da atividade e concentracdes de ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina. A atividade enzimatica
foi determinada utilizando como substrato o p-nitrofenil acetato!!, sendo uma unidade de
atividade enzimatica (U) definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol
de prnitrofenol por minuto, sob as condicdes do ensaio. A concentracdo de biomassa foi
determinada por leitura da densidade 6ptica a 680 nm'? e a determinacdo do pH foi realizada
através da leitura da amostra em um medidor de pH. As concentracdes de ficocianina,
ficogritrina e aloficocianina foram determinadas por leitura da densidade Optica a 620, 652 e 560
nm-,

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta os graficos da produgao da enzima e das ficobiliproteinas, bem como o
crescimento celular e a variacdo do pH do meio. A concentracdo celular maxima de 1,84+0,02
g/L foi alcangada em 30 dias de cultivo. Os parametros cinéticos velocidade especifica maxima
de crescimento e produtividade maxima alcancados foram 0,05+0,001 1/dia e 0,060+0,004
g/L/dia, respectivamente. Observa-se que a microalga apresentou potencial para producao da
enzima anidrase carbonica. Foi alcancada uma atividade enzimatica maxima de 41,6+0,4 U/L no
30° dia de cultivo e atividade volumétrica maxima de 28,2+1,3 U/g no 33° dia. O pH
permaneceu em torno de 10 ao longo de todo o cultivo, valor este favoravel para a atuacdo e
producao da enzima.

As maiores concentracoes de ficocianina (90,23+2,90 pg/mg) e aloficocianina (47,00+5,78
Mg/mg) foram obtidas no 12° dia e no 17° dia de cultivo, respectivamente. Foram produzidas
baixas quantidades de ficoeritrina pela Spirulina, em comparacao com as demais
ficobiliproteinas, chegando ao maximo de 11,69+0,37 pug/mg no 20° dia de cultivo.

A atividade enzimatica (U/L) aumentou durante o crescimento da Spirulina, ao contrario da
atividade volumétrica (U/g), que permaneceu constante. Sharma et al.'* investigaram a
producdo da anidrase carbOnica por um grupo diversificado de bactérias. Dentre os micro-
organismos avaliados, o perfil de producdo da enzima pela bactéria Enterobacter gergoviae
manteve-se constante ao logo do cultivo, comportamento semelhante ao da microalga estudada
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neste trabalho. Este perfil também foi observado com a microalga marinha T7etraselmis gracilis
estudada por Rigobello-Masini, Masini e Aidar®>.

Figura 1. Crescimento celular e pH (A), atividade enzimatica (B) e concentracdo de
ficobiliproteinas (C) ao longo do cultivo de Spirulina LEB 52 em meio Zarrouk.
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CONCLUSOES

A microalga Spirulina LEB 52 mostrou potencial para producao da anidrase carbonica, bem como
ficobiliproteinas, obtendo-se durante o cultivo uma atividade maxima de 41,62 U/L e
concentracdes maximas de ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina de 90,23, 47,00 e
11,69 pg/mg, respectivamente.
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