CARACTERIZACAO DA FRACAO PROTEICA DA CIANOBACTERIA
Aphanothece Microscopica Ndgeli CULTIVADA NO EFLUENTE
DA PARBOILIZACAO DO ARROZ!
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a fracdo protéica da cianobactéria Aphanothece microscopica Néigeli cultivada no efluente
da parboilizacao do arroz quando submetida a diferentes condicoes de secagem. A producao da biomassa foi realizada a partir da
agua residuaria do processo de parboilizacdo do arroz em bioreatores de coluna de bolhas. A biomassa foi separada do efluente
por centrifugacao e desidratada em secador descontinuo de bandejas nas condicoes de 40, 50 e 60°C e espessuras de bandejas de
5 e 7 mm. O comportamento eletroforético das proteinas da biomassa foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamamida
na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) e apresentou bandas com peso molecular de 15 kDa a 62,5 kDa. O perfil
aminoacidico mostrou teores superiores aos recomendados pelo padrao FAO, com excecao dos aminoacidos lisina e dos sulfurados
(MET+CYS). A caracterizagao funcional, expressa em termos de solubilidade e capacidade emulsificante, demonstrou a influéncia
da condicao de secagem na funcionalidade protéica da biomassa.
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SUMMARY

PROTEIN CHARACTERISATION OF THE Aphanothece microscopica Négeli CYANOBACTERIUM CULTIVATED IN PARBOILED
RICE EFFLUENT. The objective of the present work was to evaluate the protein fraction of Aphanothece microscopica Ndgeli
cyanobacteria cultivated in the parboiled rice effluent, submitted to different drying conditions. The production of the biomass
was done by using wastewater from the process of rice parboiling in a bubble column bioreactor. The biomass was separated from
the effluent by centrifugation and dehydrated in a tray dryer at 40, 50 and 60°C and thicknesses of 5 and 7 mm. The eletroforetic
profile of proteins of the biomass was analysed by SDS-PAGE and presented bands with molecular weight between 62.5-15kDa.
The amino acid profile was higher than the concentrations recommended by standard FAO, with the exception of the amino acids
(LYS) and the sulphurated (MET+CYS). The functional properties characterisation in terms of protein solubility and emulsification

capacity demonstrated the influence of the drying condition in the protein functionality of the biomass.
Keywords: cyanobacteria, Aphanothece microscopica Néigeli, protein, aminoacids.

1 - INTRODUCAO

As cianobactérias sao consideradas como uma fonte
potencial de proteinas devido aos altos teores apresen-
tados, geralmente entre 40 e 60% em peso seco. O teor
protéico associado ao balanco de aminoacidos indica
o alto valor biolégico destas proteinas, que em muitos
casos € comparavel e até mesmo superior a fontes pro-
téicas convencionais como a carne, ovos [1]. A composi-
cao destes microorganismos também apresenta acidos
graxos com predominancia dos insaturados, vitaminas,
carboidratos e pigmentos, que viabilizam o seu uso na
complementacao da dieta [22].
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A utilizacao de proteinas unicelulares como ingrediente
de alimentos esta condicionada a funcionalidade de seus
constituintes. Neste sentido, a caracterizacao da fracao
protéica é um fator relevante no desenvolvimento de in-
gredientes protéicos, a serem utilizados na formulacao de
alimentos [2, 8, 11].

As proteinas sao modificadas pelas condicoes de pro-
cessamento do produto. Tratamentos térmicos comumente
afetam sua estrutura e solubilidade. A insolubilizacao é
um dos maiores obstaculos na inclusao de proteinas em
sistemas alimentares. Solubilidade elevada pode ser con-
siderada um indicador de sua funcionalidade, ja que esta
propriedade é requerida para a aplicacao das proteinas
em sistemas alimentares [17, 35].

A Aphanothece microscopica Ncigeli € uma ciano-
bactéria que vem sendo cultivada na agua residuaria do
processo de parboilizacdo com o propésito de associar
a producao de nutrientes a partir da bioconversao de
compostos presentes no efluente, e assim empregar a
biomassa gerada como complemento da dieta [14]. Para
tanto, diversos trabalhos vém sendo realizados, entre
eles, a caracterizacao do odor da Aphanothece desi-
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dratada, do perfil de acidos graxos e do efeito da dieta
contendo a Aphanothece em ratos, que demonstram sua
viabilidade para aplicagao como fonte de nutrientes [28,
29, 30]. A bioconversao de residuos agricolas, abran-
gendo a remocao dos compostos associada a producao
de nutrientes como proteinas, lipideos e pigmentos,
valoriza os residuos agroindustriais, gerando, ainda,
um beneficio adicional para a producao de nutrientes
de baixo custo.

Em face disto, o presente trabalho teve por objetivo
caracterizar a fragao protéica da cianobactéria Aphano-
thece microscopica Ndgeli por eletroforese SDS-PAGE,
determinar o perfil aminoacidico e caracterizar as
propriedades funcionais em termos de solubilidade e
capacidade emulsificante desta biomassa quando culti-
vada no efluente da parboilizacao do arroz e submetida
a operacao de secagem.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Microorganismo e condicoes de cultivo

A Aphanothece (RSMan92) foi cedida pela unidade
de pesquisa em cianobactérias/Fundacao Universidade
Federal do Rio Grande (Furg), RS. As culturas de Apha-
nothece foram propagadas € mantidas em meio padrao
BGN, em camara de cultivo com luminosidade de 2 Klux,
temperatura de 30°C e fotoperiodo de 12 h. A biomassa foi
produzida em bioreatores de coluna de bolhas, utilizando
como meio de cultura o efluente da parboilizacdo do arroz
nas condicoes de auséncia de luminosidade, pH 8,0, razao
C/N 50 (ajustada quando necessario com sacarose e sulfato
de amonio), temperatura de 30°C e tempo de detencao
hidraulica de 72 h.

2.2 - Secagem da biomassa

A biomassa foi separada do efluente por centrifugacio.
A pasta obtida (95% de umidade) foi desidratada em um
secador descontinuo de bandejas, com escoamento de ar
paralelo (1,5 m/s) nas condi¢oes de 40, 50, 60°C e espes-
suras de bandeja de 5 e 7 mm. Foi realizada a liofilizacao
da biomassa (Edwards Pirani 501), nas condicbes de -50°C
e 10! mbar, considerando como método de secagem de
referéncia para as propriedades funcionais.

2.3 - Determinacao do conteudo de proteina total

O teor de nitrogénio da Aphanothece foi determinado
pelo método de micro-Kjeldahl. O fator 6,25 foi utilizado
para a conversao do nitrogénio em proteina [4].

2.4 - Determinacao do perfil eletroforético em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A determinacao do perfil eletroforético das proteinas
totais foi realizado de acordo com LAEMMLI [18], utilizando
gel de poliacrilamida 12%. As amostras foram dispersas
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(0,4% de proteina) em tampao contendo 0,5M Tris-HC1
(pH 6.8), 10% SDS, 10% glicerol, 5% B-mercaptoetanol
e 0,1% azul de bromofenol, aquecidas a 95°C por 5 min
e resfriadas. Aliquotas de 4 ul de cada amostra foram
aplicadas no gel. Apds a corrida, os géis foram mantidos
por 2,5 h em solucao aquosa a 0,2% (p/v) de azul de
Coomasie R-250 e descorados em solucao aquosa conten-
do 30% metanol e 10% &acido acético. O peso molecular
das proteinas foi determinado utilizando-se o padrao
LMW Calibration Kit (Pharmacia): fosforilase B (94,0
kDa); albumina bovina (67,0 kDa); ovalbumina (43,0
kDa); anidrase carboénica (30,0 kDa); inibidor de tripsina
(20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa). A densitometria
dos géis foi efetuada em densitémetro Sharp JX 330,
empregando software Image Master (Pharmacia), que
calculou os pesos moleculares aparente de cada banda
comparando as proteinas-padrao.

2.5 - Determinacao do perfil em aminoacidos

Os aminoacidos foram identificados e quantificados
a partir da hidrélise da biomassa com HCI 6 N, a 110°C,
por 22h. Apds a evaporacao completa do acido a vacuo,
as amostras foram recuperadas em tampao citrato pH
2,2. Aliquotas de 25 uL foram injetadas no analisador
Beckman, modelo 7300 (Beckman Instruments, Palo Alto,
CA-USA), onde a separacao dos aminoacidos ocorreu em
coluna de troca i6nica e reacao pés-coluna com ninidrina
[36]. A quantificacdo dos aminoacidos foi realizada por
padronizacao externa Sigma (St. Louis, MO, USA). Para
determinacao do triptofano, utilizou-se hidroélise com LiOH
4 N durante 24 h a 110°C.

2.6 - Escore quimico (E.Q)

O escore quimico foi calculado pelo quociente da
concentracao de cada um dos aminoacidos essenciais da
proteina teste pela concentracado do mesmo aminoacido da
proteina usada como referéncia, padrao FAO/WHO [10] de
acordo com a Equacéao 1 [13]:

mg de aminoacido/g de proteina teste

E =
Q mg de aminoacido/g de proteina padrio

2.7 - Determinacao da solubilidade protéica

A solubilidade protéica foi determinada pelo método
de MORR et al. [24], na faixa de pH compreendida entre
2 e 10, em solucao de NaCl 0,1 M.

2.8 - Determinacao da capacidade emulsificante

A capacidade emulsificante (CE) foi expressa em mL
de 6leo de soja emulsificado por 1 g de proteina. A concen-
tracao das dispersoées foi de 5% de proteina em agua e pH
7,0, conforme indicado por ANUSUYA DEVI et al. [3].
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Caracterizacao da fracao protéica por
eletroforese SDS-PAGE

Na Figura 1, estao apresentados os perfis eletro-
foréticos das proteinas da biomassa da cianobactéria
Aphanothece microscopica Ndgeli. As fragoes protéicas
na Aphanothece, seca sob diferentes condicoes, distri-
buiram-se em uma faixa de peso molecular entre 15 kDa
e 62,5 kDa. Estes resultados sdao muito préximos ao in-
tervalo de peso molecular (14,3 a 66,0 kDa) encontrado
por VENKATARAMAN et al. [37] para a cianobactéria
Spirulina. ROUXEL et al. [31], que estudaram a fracao
protéica de algas Chondrus crispus, Palmaria palmata e
Porphyra umbicalis, utilizadas na alimentacao humana,
também obtiveram perfis semelhantes ao da Aphanothece
microscopica Ndgeli.
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FIGURA 1 - Eletroforetograma da Aphanothece microscopica
Ndigeli nas diferentes condi¢oes de secagem

A composicao relativa das bandas de maior representa-
tividade da biomassa nas diferentes condicoes de secagem
analisadas sdo apresentadas na Figura 2. A fracado com peso
molecular na faixa de 15 kDa aparece como predominante,
seguida pela fracdo de peso molecular de aproximadamente
32 kDa. Na biomassa seca nas condic¢ées 2 (5 mm-50°C)
e 4 (7 mm-40°C) foram detectadas quatro bandas bem
definidas enquanto as demais biomassas apresentaram
apenas trés. Esta banda apresentou peso molecular na
faixa de 35,2 a 36,8 kDa.

Autores como ROUXEL et al. [31] e CHRONAKIS et
al. [8] relacionam as variacdes no perfil eletroforético
de microalgas a fatores como o cultivo em diferentes es-
tacoes do ano, a diferentes temperaturas, pH e a forma
como estas proteinas foram isoladas da matriz biolégica,
desengorduradas e preparadas para a realizacao da eletro-
forese. No entanto, para a obtencao do eletroforegrama da

484

Aphanothece microscopica Ncigeli todos estes parametros
foram mantidos fixos, tendo como tnica fonte de variacao
a condicao de secagem da biomassa, que pode ter causado
insolubilizacao parcial desta fragao.
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FIGURA 2 - Composicao relativa das subunidades majoritarias que
compoem a fracdo protéica da biomassa da Aphanothece micros-
copica Ndgeli submetida a diferentes condicoes de secagem

3.2 - Perfil aminoacidico da Aphanothece
microscopica Nageli

O perfil aminoacidico da Aphanothece microscopica
Négeli, cultivada no efluente da parboilizacao do arroz
e seca a 7 mm e 60°C, bem como seu escore quimico
(EQ) com base nas quantidades recomendadas pelo
padrao FAO/WHO [10], para criancas na faixa etaria de
2 a 5 anos, estao apresentados na Tabela 1. Para fins
de comparacéo, foi também reportada a composicao em
aminoacidos do arroz polido.

TABELA 1 - Composicao em aminoacidos essenciais (g/16 g N) e
escore quimico (EQ), da biomassa da Aphanothece microsco-
pica Ndgeli, do padrao FAO/WHO e do arroz polido

Aminoacidos Aphanothece FAO" Arroz”
Lisina 3,82 5,8 3,80
Metionina + Cisteina 2,14 25 4,97
Fenilalanina + Tirosina 6,56 6,3 10,36
Leucina 6,60 6,60 8,24
Isoleucina 3,54 2,8 413
Valina 4,14 3,5 7,27
Treonina 4,90 3,4 4,34
Triptofano 1,10 1,1 1,21
EQ (%) 65,86 65,55

*Padrao referéncia protéica FAO/ WHO [13]
**SGARBIERI [33]

Os aminoacidos essenciais fenilalanina+tirosina, iso-
leucina, valina e treonina, na biomassa de Aphanothece
microscopica Ncigeli, encontram-se em concentracoes
superiores ao padrao FAO/WHO [13]. A composicdo em
aminoacidos essenciais da fracao protéica da Aphanothece
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microscopica Ndgeli é semelhante a do arroz polido, com
EQ em torno de 65%, tendo como aminacido limitante a
lisina. Os aminoacidos sulfurados (metionina+cisteina)
também encontram-se em concentracoes inferiores ao do
padrao da FAO/WHO [13].

Esta caréncia em lisina e sulfurados é caracteristico
do perfil aminoacidico de algas verdes azuis [5, 23, 26,
32]. Baixas concentracoes de lisina, como a observada
para a biomassa da Aphanothece, podem estar asso-
ciadas as perdas ocorridas durante a secagem pois a
lisina pode reagir com agucares livres ou mesmo com a
parede celular, resultando na reducao dos teores deste
aminoacido [1, 38]. Esta informacao é corroborada
por MORIST et al. [23], que reportaram menor teor de
lisina em biomassa da cianobactéria Spirulina platen-
sis submetida ao tratamento térmico por atomizacao
(3,3 g/16 g N). O teor de lisina na biomassa de Aphano-
thece (3,82 g/16 g N) € superior ao encontrado em ali-
mentos convencionalmente consumidos, como as massas
alimenticias (2,57 g/16 g N). Massas alimenticias tem o
aminoacido treonina (3,10 g/16 g N) em concentracoes
inferiores ao recomendado pela FAO/WHO [7].

Este aminoacido na biomassa da Aphanothece, desenvol-
vida no efluente da parboilizacao do arroz, apresentou teores
superiores ao padrao da FAO. Esta constatacao justificaria
a utilizacao desta biomassa em formulagoes de macarrao, e
neste contexto ¢ importante salientar ainda que a caréncia de
aminoacidos sulfurados na Aphanothece seria complementada
neste consoércio, uma vez que o macarrao apresenta teores de
metionina e cistina na ordem de 3,74 g/16 g N, concentracao
superior ao aminograma de referéncia [7]. Isto faz da bio-
massa da Aphanothece uma fonte protéica a ser explorada,
com destaque para a recuperacao dos nutrientes da agua
residuaria do processo de parboilizacido de arroz.

3.3 - Caracterizacao funcional

A variacdo da solubilidade protéica da biomassa da Apha-
nothece microscopica Ndcgeli em funcao do pH obtida em
diferentes condicoes de secagem esta expressa na Figura 3.

Os menores valores de solubilidade foram observa-
dos em pH 3,0, o que indica que o ponto isoelétrico das
proteinas na Aphanothece esta situado nesta faixa de pH.
Proteinas de outras microalgas como Spirulina platensis
e Scenedesmus obliquus também apresentaram pH na
faixa de 3,0 a 4,0 [3, 9]. As maiores solubilidades protéicas
foram obtidas na faixa de pH alcalino, independente da
condicao de secagem. A maxima solubilidade obtida foi
de 48,6% em pH 10,0, valor semelhante aos reportados
por outros autores que obtiveram 50% de solubilidade
protéica nesta mesma faixa de pH, para outras espécies
de microalgas [3, 9, 11, 25].

O aumento da solubilidade em pH fortemente alca-
lino ocorre devido a predominancia de cargas negativas
que geram forcas de repulsao eletrostatica capazes de
promover a dissociagao dos complexos e conseqiiente
solubilizacdo da proteina [34]. Foi observado, para to-
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dos os tratamentos, queda da solubilidade no pH 9,0,
indicando que ha ao menos uma fracao protéica com pH
nesta faixa de valores. NIRMALA et al. [25] observaram
diminuicdo da solubilidade das proteinas de Spirulina
platensis em pH acima 10,0, explicada pelos autores
como sendo resultado de associacao devido ao pH al-
calino ou ainda devido a formacao de pontes dissulfeto
favorecidas neste pH.
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FIGURA 3 - Curvas de solubilidade protéica em funcao do pH
nas diferentes condig6es de secagem

Em relacao a influéncia da condicao de secagem no
percentual de proteina soltvel, observou-se que as maiores
solubilidades foram obtidas nas amostras secas sob as
menores temperaturas utilizadas (40°C), independente da
espessura na bandeja. Em geral a solubilidade das proteinas
€ incrementada na faixa de temperatura entre 40 e 50°C.
O decréscimo da solubilidade em funcao do tratamento
térmico ocorre devido ao efeito da temperatura nas ban-
das nao covalentes (pontes de hidrogénio, eletrostaticas e
hidrofébicas) envolvidas na estabilizacao das estruturas
secundarias e terciarias da proteina, fazendo com que os
grupos hidrofébicos interajam e reduzam a associagao
com a agua. O desdobramento destas estruturas favorece
a interacao entre os grupos hidrofébicos, que levam a
agregacao, através da coagulacao e precipitacao, reduzindo
a interacao proteina-agua [15, 19, 21, 27].
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NIRMALA et al. [25] reportaram que elevadas tem-
peraturas e condigoes inadequadas de secagem chegam
a reduzir aproximadamente 30% dos valores da solubi-
lidade protéica das cianobactérias. MORIST et al. [23]
consideraram a liofilizacao como método de secagem de
referéncia para cianobactérias, por ocasionar minimas
alteracoes em suas propriedades fisico-quimicas, nutri-
cionais e sensoriais. No entanto, no presente trabalho, a
biomassa liofilizada apresentou menor solubilidade que
a obtida por desidratacao em secador de bandejas, nas
diferentes condic¢oes de pH avaliadas. GUIL-GUERRERO
et al. [11] observaram para dois tipos de microalgas
liofilizadas, solubilidade de cerca de 60 e 35% (P tri-
cornutum e P. cruentus, respectivamente) em pH 10,0 e
inferior a 10% em pH 4,0 .

Para a microalga em estudo, que foi liofilizada, a
solubilidade em pH 10,0 foi em torno de 20% e em
pH 3,0 (regiao do pH) ficou em torno de 10%. Estes valores
sao semelhantes aos obtidos para P cruentus. Segundo os
autores, a baixa solubilidade das proteinas das microalgas
deve-se a parede celular, que impede a solubilizagcdo das
proteinas. Como a solubilidade aumentou quando a bio-
massa foi submetida a secagem em camada delgada sob
diferentes condicoes, possivelmente o tratamento térmico
induziu a ruptura e/ou desnaturacao protéica, aumentando
a sua solubilidade no meio aquoso.

A capacidade emulsificante (CE) € um indice geralmente
utilizado para medir a habilidade de emulsoes formadas por
proteinas ou peptideos, sendo definida geralmente como
volume de 6leo (mL) que pode ser emulsionado pela proteina
ou peptideos antes que a inversao de fase ou colapso da
emulsao ocorra [16]. A CE da biomassa da Aphanothece
microscopica Ndgeli, desidratada sob diferentes condicoes
esta apresentada na Figura 4.

Verifica-se que a condicao de secagem ocasionou
alteracoes na capacidade emulsificante das proteinas
da biomassa da Aphanothece, obtendo-se maiores
valores para a biomassa desidratada na condicao de
secagem de 60°C e 5 mm de espessura da bandeja, que
corresponde a condicao de menor tempo de exposicao
da biomassa ao ar aquecido. Diversas operacdes uni-
tarias sao utilizadas na secagem de proteinas visando
sua utilizacao como agente emulsificante, provocando
alteracoes na funcionalidade destas proteinas durante
0 processamento.

A intensidade do tratamento térmico afeta as proprie-
dades da emulsao, ja que em condicoes inadequadas de
secagem pode ocorrer a exposicao dos grupos reativos
originalmente localizados em seu interior. Estes grupos
reativos aumentam a interacao atrativa entre as proteinas,
alterando a susceptibilidade da emulsao a coalescéncia
[6, 20]. De acordo com GUO et al. [12], as alteragdes
fisico-quimicas causadas pelo processamento térmico
ocasionam a reducao da capacidade emulsificante devido
a degradacao na estrutura da proteina, resultando em
um decréscimo na concentracao de proteina disponivel
para a emulsificacao.
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FIGURA 4 - Variacao da capacidade emulsificante nas diferentes
condicoes de secagem

4 - CONCLUSOES

O perfil eletroforético das proteinas da biomassa Apha-
nothece microscopica Ncgeli evidenciou pesos moleculares
minimos, abrangendo o intervalo de 15 a 54,8-62,5 kDa.

O aminograma das proteinas da Aphanothece microsco-
pica Ndgeli indicaram deficiéncia em lisina e aminoacidos
sulfurados (metionina+cisteina) em relacdo ao modelo de
referéncia FAO/WHO. O escore quimico registrado para Apha-
nothece foi de 65,86%, relativo ao aminoacido lisina.

A condicao de secagem exerceu influéncia nas proprie-
dades funcionais da cianobactéria Aphanothece microsco-
pica Ndéigeli, sendo obtidos maximos de 48,6% e 316 mL/g
para solubilidade protéica e capacidade emulsificante,
respectivamente.

A caracterizacao da fragao protéica da cianobactéria
Aphanothece microscopica Néigeli qualifica esta biomassa
como uma fonte potencial de proteina unicelular, para o
uso como ingrediente funcional de alimentos.
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