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“PROCESSO PARA OBTENGAO DE FICOCIANINA UTILIZANDO LiQUIDO
IONICO E EDTA”

[001] Ficocianina € uma ficobiliproteina presente em algumas
microalgas e cianobactérias. E um pigmento azul fotossintético que pode ser
utilizado como corante natural em alimentos e em cosméticos. Estudos tém
mostrado que a Ficocianina age como um estimulante do sistema imunolégico
aumentando a contagem de leucadcitos, cuja fungéo principal € manter a saude
dos 6rgaos do corpo, proteger contra o cancer e ulceras. Quando extraida e
purificada, apresenta acao antioxidante frente aos radicais hidroxilicos e
radicais peroxidos. Também pode ser utilizada como tragador bioquimico em
imunoensaios, microscopia e citometria em funcido de suas propriedades
fluorescentes.

[002] H4& uma crescente demanda por produtos naturais, como
proteinas e enzimas, pelas industrias alimenticias e farmacéuticas. Tal fato é
devido as inumeras vantagens que a extragao de bioprodutos apresenta, frente
a sintese quimica de compostos. Existem, entretanto, algumas caréncias que
devem ser supridas e estdo constantemente sendo investigadas em pesquisas
cientificas, como & o caso dos processos de rompimento celular, que € um fator
limitante para o sucesso da extragdo. O uso de Ficocianina como corante
natural azul na industria de alimentos e de cosméticos em substituicdo ao uso
de corantes sintéticos € atrativo. Atualmente, o mercado consumidor tem
clamado por produtos cada vez mais naturais. O uso de corantes sintéticos em
alimentos, produtos de confeitaria e bebidas tem sido restringido, devido a sua
associacdo confirmada ou suspeita com o aumento do desenvolvimento do
cancer ou a indug&o de reacgdes alérgicas.

[003] Para a selegao da técnica de rompimento celular devem
ser considerados varios fatores, tais como: tamanho e susceptibilidade da
célula a ruptura, estabilidade do produto, rendimento do processo, tempo e
temperatura do processo, gasto energético, aléem do custo e do capital de

investimento.
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[004] Varios solventes podem ser utilizados para a ruptura
celular e/ou extracdo de biomoléculas a partir de micro-organismos. Nos
ultimos anos, uma nova classe de sais, os liquidos iénicos (LIs), tem sido
utilizada como solventes. LI € um sal organico no estado liquido que consiste
em um cation organico combinado com um anion orgénico ou inorganico. Outro
solvente que pode ser utilizado é o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).

[005] Os processos de ruptura celular que estdo disponiveis
atualmente ndao atuam de forma seletiva na ruptura celular e extragcdo de
compostos, encarecendo dessa forma o custo para obtencdo de um bioproduto
comercial.

[006] Insere-se neste contexto o interesse na obtencido de
Ficocianina pelo fato desta possuir algumas propriedades de interesse
farmacéutico e alimenticio. Dessa forma, a obtencdo deste biocomposto de
forma simples e econbmica é de grande interesse ao setor industrial. Este
processo aqui proposto, que utiliza liquido i6bnico e EDTA para liberagao
seletiva do bioproduto Ficocianina é altamente atrativo e economicamente
vantajoso, uma vez que nao implica em utilizar processos prévios ou
posteriores de purificacio.

[007] O processo aqui descrito, objeto da presente patente de
invencdo, apresenta o desenvolvimento de um novo processo de ruptura
celular e extracdo de Ficocianina a partir de fontes microalgais, incluindo
cianobactérias. Para tal, sdo utilizados LI ou EDTA em conjunto com outros
solventes aquosos (podendo ou nao conter compostos organicos) para a
ruptura celular, e para a extragéo sao utilizados solventes aquosos (contendo
ou nao compostos organicos). A Ficocianina obtida a partir deste processo
apresenta grau de pureza alimentar (superior a 0,7), podendo ser utilizada na
industria de alimentos sem processos de purificacdo posteriores a extragao,
diminuindo assim os custos de obtencao.

[008] O agente de ruptura celular € composto por (i) LI
(preferencialmente acetato de trietilaménio) com concentracdo de 0,01% a
100% (m/m) (preferencialmente 10% (m/m)) diluido em solvente aquoso

(preferencialmente Tris-SO4 50 mM e pH 7,4) ou (ii) EDTA com concentragao
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de 0,001 mg/mL a 600 mg/mL (preferencialmente 1,0 mg/mL) diluido em
solvente aquoso (preferencialmente Tris-SO4 50 mM e pH 7,4).

[009] As células microalgais sao ressuspendidas no agente de
ruptura celular com concentracdo de 0,0001 mQgceua/MmL @ 40 mgceua/mL
(preferencialmente 1,50 mgggiuia/mL), posteriormente homogeneizadas por O
min a 150 min (preferencialmente 30 s) e permanecem em contato com o
agente de ruptura celular por 0 h a 150 h (preferencialmente 1 min).

[010] A temperatura do processo de ruptura celular € de 4 °C a
70 °C (preferencialmente 25 °C).

[011] O processo de ruptura celular pode ser mantido sob
agitacdo mecéanica ou orbital de até 250 rpm ou em repouso (preferencialmente
€m repouso).

[012] Apds o processo de ruptura celular, as células
microalgais s&o recuperadas por centrifugagdo, filtragdo ou decantagéo
(preferencialmente filtragdo) e ressuspendidas em agua ou solugdo tampao
(preferencialmente Tris-SO4 50 mM e pH 7,4) com concentragdo de 0,0001
MQcelulas/ML @ 100 mMQceas/mL  (preferencialmente 0,5 mgggiuas/mL) para a
extracao seletiva de Ficocianina.

[013] Durante a extracdo, a suspensdo celular € mantida em
repouso ou sob agitacao de até 250 rpm (preferencialmente em repouso).

[014] A temperatura do processo de extracdao esta na faixa de
10 °C a 60 °C (preferencialmente 25 °C).

[015] ApOs a manutencao da célula na solugdo tampao por um
periodo de tempo entre 0 h a 336 h (preferencialmente 24 h) da extragao se
obtém uma solugdo de Ficocianina com pureza alimentar (superior a 0,7
podendo atingir até 1,2).

[016] Ficocianina resultante pode ser liofilizada, seca,

congelada ou mantida em solugao aquosa.
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REIVINDICAGOES

PROCESSO PARA OBTENGAO DE FICOCIANINA UTILIZANDO LiQUIDO
IONICO E EDTA

1. PROCESSO PARA OBTENCAO DE FICOCIANINA UTILIZANDO
LIQUIDO IONICO E EDTA, caracterizado por utilizar liquido iénico (LI) acetato
de trietilamonio ou acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para liberagao
seletiva do bioproduto Ficocianina com grau de pureza maior que 0,7 (podendo
ser utilizada como corante na industria alimenticia) a partir de fontes

microalgais, incluindo cianobactérias.

2. PROCESSO PARA OBTENCAO DE FICOCIANINA UTILIZANDO
LIQUIDO IONICO E EDTA, de acordo com a reivindicacdo 1, é caracterizado
pela utilizacdo de LI ou EDTA em conjunto com outros solventes (aquosos
podendo ou ndo conter compostos organicos) para a ruptura celular, e para a
extracdo sao utilizados solventes aquosos podendo ou nao conter compostos

organicos.

3. PROCESSO PARA OBTENCAO DE FICOCIANINA UTILIZANDO
LIQUIDO IONICO E EDTA, de acordo com a reivindicacdo 2, é caracterizado
pelo agente de ruptura celular ser composto por (i) LI acetato de trietilaménio
com concentracédo de 0,01% a 100% (m/m) (preferencialmente 10% (m/m))
diluido em solvente aquoso (preferencialmente Tris-SO, 50 mM e pH 7,4) ou (ii)
EDTA com concentragédo de 0,001 mg/mL a 600 mg/mL (preferencialmente 1,0
mg/mL) diluido em solvente aquoso (preferencialmente Tris-SO, 50 mM e pH
7,4).

4. PROCESSO PARA OBTENCAO DE FICOCIANINA UTILIZANDO
LIQUIDO IONICO E EDTA, de acordo com a reivindicacdo 3, é caracterizado
pelas células microalgais incluindo cianobactérias serem ressuspendidas no
agente de ruptura celular com concentragdo de 0,0001 MmQg.u.s/mL a 40
MQceiuias’/ ML (preferencialmente 1,50 MQceruias/ ML), posteriormente

homogeneizadas por 0 min a 150 min (preferencialmente 30 s) e
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permanecerem em contato com o agente de ruptura celular por 0 h a 150 h

(preferencialmente 1 min).

5. PROCESSO PARA OBTENCAO DE FICOCIANINA UTILIZANDO
LIQUIDO IONICO E EDTA, de acordo com a reivindicacdo 4, é caracterizado
pela temperatura do processo de ruptura celular ser de 4 °C a 70 °C

(preferencialmente 25 °C).

6. PROCESSO PARA OBTENCAO DE FICOCIANINA UTILIZANDO
LIQUIDO IONICO E EDTA, de acordo com a reivindicacdo 5, é caracterizado
pelo processo de ruptura celular ser mantido sob agitagdo mecanica ou orbital

de até 250 rpm ou em repouso (preferencialmente em repouso).

7. PROCESSO PARA OBTENCAO DE FICOCIANINA UTILIZANDO
LIQUIDO IONICO E EDTA, de acordo com a reivindicacdo 6, é caracterizado
por apés o processo de ruptura celular, as células sdo recuperadas por
centrifugacédo, filtracdo ou decantagdo (preferencialmente filtracdo) e
ressuspendidas em solvente aquoso (preferencialmente Tris-SO, 50 mM e pH
7,4) com concentragcdo de 0,0001 mguuas/ML a@ 100 mMQgcguas/mL

(preferencialmente 0,5 mg.«uas/ML) para a extragao seletiva de Ficocianina.

8. PROCESSO PARA OBTENCAO DE FICOCIANINA UTILIZANDO
LIQUIDO IONICO E EDTA, de acordo com a reivindicacdo 7, é caracterizado
pelo processo de extragcdo ser mantido em repouso ou ainda sob agitagao

mecanica ou orbital de até 250 rpm (preferencialmente em repouso).

9. PROCESSO PARA OBTENCAO DE FICOCIANINA UTILIZANDO
LIQUIDO IONICO E EDTA, de acordo com a reivindicacdo 8, é caracterizado
pela temperatura do processo de extragdo ser de 10 °C a 60 °C

(preferencialmente de 25 °C).

10.PROCESSO PARA OBTENCAO DE FICOCIANINA UTILIZANDO
LIQUIDO IONICO E EDTA, de acordo com a reivindicacdo 9, é caracterizado
pelo processo de extragdao durar por um periodo de tempo entre 0 h a 336 h

(preferencialmente 24 h).

11.PROCESSO PARA OBTENCAO DE FICOCIANINA UTILIZANDO
LIQUIDO IONICO E EDTA, de acordo com a reivindicagdo 10, é caracterizado
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por obter uma solugéo de Ficocianina com grau de pureza alimentar (superior a

0,7 podendo atingir até 1,2).

12.PROCESSO PARA OBTENCAO DE FICOCIANINA UTILIZANDO
LIQUIDO IONICO E EDTA, de acordo com a reivindicacdo 11, é caracterizado
pela ficocianina resultante do processo ser liofilizada, seca, congelada ou

mantida em solugao aquosa.
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