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Resumo 

Uma alternativa aos corantes sintéticos utilizados na indústria de alimentos são os 

corantes naturais, como os provenientes de microrganismos. Nesse sentido, a 

cianobactériaArthrospira (Spirulina) platensis se destaca pelo elevado teor de ficocianina 

(C-PC), pigmento fotossintético acessório de cor azul, que apresenta atividade 

antioxidante, anti-inflamatória e anticarcinogênica. Todavia, para a obtenção desse 

pigmento de forma purificada e viável, a escolha do solvente extrator, do método de 

extração e purificação adequado tomam-se essenciais. Nesse contexto, o objetivo do 

presente trabalho foi estabelecer estratégias de extração e purificação de C-PC da 

Spirulina platensis. Inicialmente, buscou-se uma metodologia de extração baseada no uso 

de soluções salinas e aplicação de ultrassom (US), que proporcionasse alto rendimento e 

pureza das C-PC. Para tanto, realizou-se um delineamento composto central rotacional 

(DCCR) cujas variáveis independentes foram a concentração da solução de salina (NHICI 

e CaCh, I - 20 g L-1
) e a amplitude do US (20- 70%). Embora a solução de N&Cl tenha 

possibilitado extratos com maior teor de C-PC, a solução de CaCh foi considerada um 

solvente mais seletivo, uma vez que proporcionou extratos com maior pureza e reduziu a 

coextração das clorofilas. A condição ótima de extração para a solução de CaCh foi obtida 

aplicando-se 41% de amplitude e 8,5 g L-1 de concentração, resultando em extratos com 

teor de C-PC de 58 ± 2 mg g·1 e pureza de 0,96 ± 0,03. Para a etapa de purificação, 

utilizou-se técnicas de precipitação com sulfato de amônio e adsorção com carvão ativado 

e quitosana. Ao avaliar a purificação por precipitação com sulfato de amônio, a 

concentração ótima obtida foi de 50%, ocorrendo desnaturação desse pigmento para 

maiores concentrações. Para a técnica de precipitação por adsorção, o uso de quitosana 

apresentou efeito negativo na purificação dos extratos; o uso de carvão ativado, por sua 

vez, resultou em extratos com maior pureza. A combinação da extração assistida por US 

de C-PC da Spirulina platensis e a sua purificação por adsorção apresenta-se como uma 

metodologia atrativa para obtenção de extratos com alta concentração e pureza. 

Palavras-chave: ficobiliproteinas, cianobactéria; força iônica; precipitação; pureza. 
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Abstract 

An altemative to synthetic dyes used in the food industry are natural dyes, such as 

those from microorganisms. The cyanobacterium Arthrospira (Spirulina) platensis stands 

out for its high content ofphycocyanin (C-PC), an accessory photosynthetic pigment of 

blue color, which has antioxidant, anti-inflammatory and anticarcinogenic activity. 

However, in order to obtain this pigment in a purified and viable form, the choice of 

solvent and the appropriate extraction and purification methods are essential. In this 

context, the objective of the present work was to establish strategies for extraction and 

purification ofC-PC from Spirulina platensis. Initially, an extraction methodology, based 

on the use of saline solutions and application of ultrasound (US), was studied, aiming 

high extraction yield and purity. For this purpose, a central rotational composite design 

(DCCR) was carried out, with saline solution concentration (NH!Cl and CaCh, 

1-20 g L"1) and US amplitude (20 -70%) as independent variable. Although the NR!Cl 

solution resulted in extracts with higher C-PC content, the CaClz solution was considered 

a more selective solvent, providing extracts with higher purity and lower chlorophylls co­

extraction. The optimal extraction condition for the CaCh solution was obtained by 

applying 41% of amplitude and 8.5 g L·1 of concentration, resulting in extracts with a C­

PC content of 58 ± 2 mg g·1 and a purity of 0.96 ± 0.03. For the purification step, 

precipitation with and adsorption with activated carbon and chitosan were performed. The 

purification based on precipitation with (NH!)2S04 lead to an optimal concentration of 

50 %, with a further denaturation of C-PC at higher concentrations. For the adsorption 

technique, chitosan had a negative influence the purification o f the extracts; the use of 

activated carbon, in turn, resulted in extracts with greater purity. The combination ofUS­

assisted extraction of C-PC from Spirulina platensis and its purification by adsorption is 

an attractive methodology for obtaining extracts with high concentration and purity. 

Keywords: phycobiliproteins, cyanobacteria; ionic strength; precipitation; purity. 

9 



Lista de Figuras 

Figura 1. Espectros de absorção das clorofilas e ficobiliproteinas ................................. 21 

Figura 2. Organização estrutural do ficobilissomo ......................................................... 22 

Figura 3. Microscopia das células da Spirulina platensis . ............................................. 23 

Figura 4. Estrutura química da ficocianobilina .............................................................. 25 

Figura 5. Fenômeno da cavitação ................................................................................... 29 

Figura 6. Inóculos para os experimentos de extração ..................................................... 36 

Figura 7. Aparato experimental utilizado nos experimentos de ultrassom: a) gerador de 

potência; b) sonda de ultrassom; c) célula de extração;d) agitador magnético; e) banho 

termostático .................................................................................................................... 3 7 

Figura 8. Estratégias de purificação das C-PC ............................................................... 40 

Figura 9.Teor de C-PC versus concentração e amplitude utilizando como solvente CaCh . 

........................................................................................................................................ 46 

Figura 10. Pureza versus concentração e amplitude utilizando como solvente NH4Cl.. 48 

Figura 11. Pureza versus concentração e amplitude utilizando como solvente CaCh ... 48 

Figura 12. Fotografia dos extratos obtidos na extração via US com NH4CL ................. 49 

Figura 13. Fotografia dos extratos obtidos na extração via US com CaCh ................... 49 

Figura 14. Varredura dos extratos obtidos na extração via US com NH4Cl. ................. 49 

Figura 15. Varredura dos extratos obtidos na extração via US com CaCh .................... 50 

Figura 16. Extratos obtidos nas condições a) escolbidas para o NH4Cl e b) otimizadas 

para CaCb ....................................................................................................................... 51 

Figura 17. Varredura dos extratos nas condições de extração escolbidas para o NH4Cl e 

otimizadas para o CaCh ................................................................................................. 52 

Figura 18. Fotografias dos extratos: a) controle 1 (HzO, 41 % US); b) controle 2 (8,5 

g L-I, O% US); e c) otimizado {8,5 g L"\41 % US) ....................................................... 53 

10 



Figura 19. Varredura dos extratos obtidos ...................................................................... 53 

Figura 20. Varredura dos extratos obtidos ...................................................................... 55 

Figura 21. Fotografia dos extratos obtidos purificados com CA e CS ........................... 58 

Figura 22. Linhas de contorno de recuperação das C-PC(%) em função das concentrações 

de CA e CS ..................................................................................................................... 59 

Figura 23. Linhas de contorno do grau de pureza em função das concentrações de CA e 

CS ................................................................................................................................... 60 

Figura 24. Extratos obtidos após a validação do ponto ótimo da purificação por adsorção 

com CA ........................................................................................................................... 61 

Figura 25. Teor de C-PC no precipitado e sobrenadante em função das diferentes 

concentrações de (NH4 )2S04 .......................................................................................... 63 

Figura 26. Pureza no precipitado e sobrenadante em função das diferentes concentrações 

de (NH4)2S04 .................................................................................................................. 64 

Figura 27. Teor de C-PC no precipitado e sobrenadante em função das diferentes 

concentrações de (NH4)2S04 .......................................................................................... 66 

Figura 28. Pureza no precipitado e sobrenadante em função das diferentes concentrações 

de (NH4)2S04 .................................................................................................................. 66 

11 



Lista de Tabelas 

Tabela 1. Principais grupos de cianobactérias ................................................................ 21 

Tabela 2. Vantagens e limitações dos métodos convencionais de ruptura celular ......... 27 

Tabela 3. Parâmetros avaliados na otimização da extração de C-PC via US ................. 37 

Tabela 4. Níveis dos parâmetros avaliados na purificação por adsorção ....................... 39 

Tabela 5. Teor de C-PC e pureza dos extratos obtidos na extração assistida por US com 

NIL!Cl. ............................................................................................................................ 43 

Tabela 6. Teor de C-PC e pureza dos extratos obtidos na extração assistida por US com 

CaCh ............................................................................................................................... 44 

Tabela ?.Efeitos e coeficientes de regressão para o teor de C-PC obtidos para os sais 

NIL!Cl e CaCh ................................................................................................................ 45 

Tabela 8. Efeitos e coeficientes de regressão para a pureza obtidos para os sais NH4Cl e 

CaCh ............................................................................................................................... 47 

Tabela 9. Otimização multiobjetiva para pureza e teor de C-PC ................................... 50 

Tabela 10. Validação do modelo otimizado para o CaCh ............................................. 51 

Tabela 11. Avaliação da força iônica e do US na extração de C-PC ............................. 52 

Tabela 12. Parâmetros da análise de cor dos extratos .................................................... 54 

Tabela 13. Teor de C-PC e pureza dos extratos em função dos números de ciclos de 

congelamento/descongelamento ..................................................................................... 55 

Tabela 14. Teor de C-PC e pureza dos extratos obtidos pelo método de 

congelamento/descongelamento e pelo método assistido por US nas condições 

otimizadas ....................................................................................................................... 56 

Tabela 15. Recuperação de C-PC(%) e pureza dos extratos obtidos na purificação por 

adsorção com CS e CA ................................................................................................... 57 

12 



Tabela 16. Efeitos e coeficiente de regressão para o percentual de recuperação das C-PC 

(%)e pureza após a purificação por afinidade com CA e CS ........................................ 59 

Tabela 17.0timização do grau de pureza na etapa de purificação por adsorção com CA . 

........................................................................................................................................ 61 

Tabela 18. Avaliação do efeito da centrifugação adicional na otimização da purificação 

por adsorção com CA ..................................................................................................... 61 

Tabela 19. Recuperação (%) das C-PC e pureza dos extratos obtidos em diferentes 

tempos de agitação .......................................................................................................... 62 

Tabela 20.Percentual de recuperação de C-PC e pureza utilizando a estratégia 1. ........ 65 

Tabela 21. Percentual de recuperação de C-PC e pureza em diferentes etapas do processo 

de purificação ................................................................................................................. 67 

13 



Lista de siglas, abreviaturas e símbolos 

CA Carvão ativado 

C-PC Ficocianina(s) 

PBPs Ficobiliproteinas 

CS Quitosana 

NR!Cl Cloreto de amônia. 

CaCh Cloreto de cálcio 

DCCR Delineamento composto central rotacional 

S. platensis Spirulina platensis 

(NH4)2S04 Sulfato de amônio 

US Ultrassom 

14 



Sumário 

Capitulo 1 - Introdução ........................................................................................................... 17 

Capitulo 2 - Objetivos ............................................................................................................. 19 

Capitulo 3 - Fundamentação teórica e revisão bibliográfica .............................................. 20 

3.1 Cianobactérias ....................................................................................................... 20 

3.2. Spirulina platensis ............................................................................................... 22 

3.3. Ficocianina ........................................................................................................... 24 

3.3. Extração das ficocianinas ..................................................................................... 26 

3.4 Purificação de ficocianina ..................................................................................... 31 

Capitulo 4 - Materiais e métodos ........................................................................................... 35 

4.1 Inóculos para manutenção da microalga ............................................................... 35 

4.2 Preparo da amostra ................................................................................................ 36 

4.3 Extração das ficocianinas ...................................................................................... 36 

4.3.1 Extração por congelamento/descongelamento ................................................... 36 

4.3.2 Extração assistida por ultrassom ........................................................................ 36 

4.4 Purificação dos extratos ........................................................................................ 38 

4.4.1 Precipitação com sulfato de amônio .................................................................. 38 

4.4.2 Purificação por adsorção com quitosana e carvão ativado ................................ 39 

4.4.3 Combinação das técnicas de purificação ........................................................... 39 

4.5 Métodos analiticos ................................................................................................ 40 

4.5.1 Concentração de ficocianinas ............................................................................ 40 

4.5.2 Fator de recuperação de C-PC ........................................................................... 41 

4.5.3 Determinação da pureza ..................................................................................... 41 

4.5.4 Análise de cor .................................................................................................... 41 

4.6 Análise estatística ................................................................................................. 41 

Capitulo 5 - Resultados e Discussão ..................................................................................... 43 

5.1 Efeito da concentração de sal e ultrassom na extração das ficocianinas .............. 43 

15 



5.2 Efeito da força iônica e do ultrassom na extração de ficocianinas ....................... 52 

5.3 Extração por congelamento/descongelamento ...................................................... 55 

5.4 Purificação por adsorção com quitosana e carvão ativado ................................... 57 

5.5 Precipitação com sulfato de amônio ..................................................................... 63 

5.6 Estratégias de purificação ..................................................................................... 65 

Capitulo 6 - Conclusões .......................................................................................................... 68 

REFERÊNCIAS ....................................................................................................................... 70 

16 



Capítulo 1 - Introdução 

Devido à crescente conscientização por parte da população quanto aos efeitos 

deletérios dos corantes sintéticos utilizados na indústria de alimentos, tem-se 

intensificado a busca por corantes de fontes naturais obtidos por microrganismos. Nesse 

sentido, a Arthospira plantensis, anteriormente conhecida como Spirulina platensis, uma 

cianobactéria de coloração azul-esverdeada, vem sendo amplamente estudada por 

apresentar elevado teor de pigmentos, incluindo clorofila-a, P-caroteno, luteína e, 

principalmente, as ficobiliproteinas. 

Dentre as ficobiliproteínas, a ficocianina é o principal pigmento encontrado na 

Spirulina platensis; é um pigmento de coloração azul, hidrossolúvel, com absorção 

máxima no comprimento de onda de 620 nm, que apresenta propriedades antioxidantes, 

antiflamatórias e anticarcinogênicas. Além de ser utilizada como corante na formulação 

de produtos alimentícios, o ínteresse pelas ficocianinas vem aumentando em virtude de 

suas propriedades nutricionais, bem como da sua capacidade fluorescente, a qual 

possibilita a sua utilização como marcador bioquimico para análises químicas e 

biológicas. 

A obtenção das ficocianinas envolve a desintegração da membrana celular da 

cianobactéria, que normalmente começa com extração sólido-liquido utilizando solvente 

aquoso. No geral, a escolha do método de extração, o tipo de solvente, a temperatura e a 

razão biomassa/solvente são fatores com forte influência no rendimento do processo de 

extração. V árias técnicas de rompimento celular são utilizadas para a obtenção das 

ficocianinas e concentram grande parte dos estudos encontrados na literatura, destacando­

se os métodos mecânicos convencionais, tais como maceração, moinhos de bolas, 

homogeneização e, principalmente, o congelamento/descongelamento. 

Os métodos convencionais, embora apresentem alto rendimento, têm como 

desvantagens o maior tempo de extração e a necessidade de grande quantidade de 

solvente. Para contornar tais limitações, o uso dos métodos não convencionais, tais como 

o campo elétrico pulsado, campo elétrico moderado, ultrassom e micro-ondas, 

apresentam-se como uma boa alternativa. Dentre os métodos não convencionais, destaca­

se a tecnologia do ultrassom, em virtude do menor tempo de processo proporcionado pelo 
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fenômeno da cavitação. Contudo, tal tecnologia, por ser mais abrasiva, resulta na extração 

de alguns componentes indesejáveis, responsáveis por reduzir a pureza do extrato. 

O grau de pureza é um importante parâmetro que determina o campo de aplicação 

e o valor comercial das ficocianinas. Diversos protocolos que envolvem o uso de métodos 

não cromatográficos e cromatográficos em sequência têm sido relatados para a 

purificação desse pigmento. No geral, quanto maior o grau de pureza, maior o custo do 

processo, em função da complexidade e da quantidade de técnicas envolvidas. Nesse 

sentido, a otimização dos métodos de extração apresenta-se como uma importante 

ferramenta para a obtenção de extratos com maior pureza, com o intuito de minimizar as 

etapas de purificação. Recentemente, alguns estudos relatam que o uso de soluções 

salinas, como meio extrato r, resulta na obtenção de extratos de ficocianinas com maior 

grau de pureza. 

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo estabelecer uma 

metodologia de extração, baseada no uso de soluções salinas e ultrassom, que 

proporcionasse alto rendimento e pureza das ficocianinas provenientes da Spirulina 

platensis. Além disso, métodos de purificação de baixo custo foram avaliados para se 

definir uma estratégia que resultasse em extratos altamente concentrados e purificados 

em ficocianinas. 

O presente documento está estruturado conforme descrito a seguir. No Capítulo 2 

são apresentados os objetivos do trabalho. No Capítulo 3 é apresentada a fundamentação 

teórica e a revisão bibliográfica sobre os principais aspectos relacionados às 

cianobactérias, com ênfase nas ficocianinas e nos métodos de extração e purificação para 

obtenção desse pigmento. Em seguida, o Capítulo 4 apresenta os materiais e métodos 

utilizados, abordando as metodologias de extração, quantificação e purificação desse 

pigmento. Os resultados obtidos no presente trabalho estão apresentados e discutidos no 

Capítulo 5. Finalmente, no Capítulo 6 são apresentadas as principais conclusões do 

presente estudo e sugestões para trabalhos futuros. 
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Capítulo 2 - Objetivos 

O presente trabalho apresentou dois objetivos gerais: i) propor urna metodologia 

de extração das ficocianinas provenientes da Spirulina platensis assistida por ultrassom e 

com o uso de soluções salinas; ii) avaliar métodos de purificação de baixo custo para a 

obtenção de extratos altamente concentrados e purificados em ficocianinas. 

A partir dos objetivos gerais, tem-se os seguintes objetivos específicos: 

• avaliar o emprego da solução de cloreto de amônio (NH4Cl) e cloreto de 

cálcio (CaCb) como solventes de extração, identificando a concentração 

que maximize o rendimento e a pureza dos extratos brutos de ficocianina; 

• avaliar a tecnologia do ultrassom para extração de ficocianina, 

identificando as melhores condições de operação do equipamento; 

• comparar os resultados obtidos com o método convencional de 

congelamento/descongelamento; 

• avaliar as técnicas de precipitação salina e precipitação por afmidade como 

metodologias para purificação do extrato bruto de ficocianinas na condição 

otimizada de extração. 
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Capítulo 3 - Fundamentação teórica e revisão bibliográfica 

O presente capítulo apresenta, ínícialmente, uma revisão bibliográfica sobre as 

cianobactérias e seus principais componentes bioativos, enfatizando-se as ficocianinas 

(C-PC) proveniente da cianobactéria Spirulina platensis (S. platensis). Na sequência, é 

apresentada uma revisão sobre os métodos de extração das C-PC, com destaque para a 

tecnologia de ultrassom. Por fim, são abordadas técnicas de purificação desse pigmento. 

3.1 Cianobactérias 

Pertencentes ao reino Monera, as cianobactérias, também conhecidas por algas 

azuis ou algas cianoficeas, estão entre as formas de vida mais primitivas da Terra. São 

microrganismos procarióticos e fotossintetizantes, com parede celular semelhante às 

bactérias gram-negativas. Em virtude da elevada tolerância às condições ambientais e 

climáticas, as cianobactérias podem ser cultivadas em diversos ambientes aquáticos, 

como água doce, salobra ou marinha. (Cetesb, 2013; Miranda, 2014; Singh et al., 2005). 

Os principais grupos de cianobactérias estão apresentados na Tabela 1. De acordo 

com sua morfologia, esses microrganismos podem ser encontrados na forma de talo 

unicelular, denominado cocóide, e talo filamentoso. Os unicelulares se apresentam como 

células individuais, suspensas ou em agregados, enquanto os filamentosos podem 

apresentar uma bainha, cujo filamento celular é designado como tricoma. Alguns dos 

talos filamentosos podem conter células especiais originadas de células vegetativas: 

esporos resistentes ao clima (acineto) e de parede espessa (heterocistos) (Narciso, 2016; 

Singh; Kate; Banecjee, 2005). 

Assim como as plantas, as cianobactérias realizam fotossíntese para obtenção de 

energia. No entanto, por não possuírem clorofila-b, elas absorvem luz principalmente na 

região azul e vermelha do espectro visível devido à presença da clorofila-a. Para 

compensar essa lacuna, esses microrganismos possuem as ficobiliproteínas (PBPs) que 

são responsáveis por absorver a porção de luz que não é absorvida pela clorofila, tomando 

o processo de fotossíntese mais eficiente. As PBPs estão localizadas nas ficobilissomas, 

os quais estão situadas sobre a superfície externa da membrana do tilacoide. (Hsieh-Lo et 

al., 2019).0 espectro de absorção das clorofilas e das PBPs é apresentado na Figura 1. 
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Tabela 1. Princlpais grupoa de çianobactirlaa. 

Morfologia Ordem Gênero 

Unleelalar ou Chroococcaka Gloeobacter 

Colonial Chroococcus 

Microcystis 

Unieelular ou ChamaesiphoiUlka Chamaesiphon 

Colonial Pleurocopsales 

Dermocarpa 

Filamentosa Nostocales Oscilkúoria 

Microcoleus 

Spilvlina 

Filamentosa Noslocace4e Á'nalHMma 

(Heterodstol) Rivulariaceae Nostoc 

Scytonemataceae Cy/indrospemum 

Calothrbc 

FDamentoaa Stigonematales Westiella 

(Aclnetol) Fisherella 

Stigonema 

Fonte: Adaptado de Smgh; Kate; Bmecjee (200S). 

Cloroftla-b '-.,. . 

Clorofila-a ...__ 

Ficoeritrina F' . . 
\ I JCOctaruna r, 

I i 
' \ 

I \ 

Comprimento de -onda (nm) 

Figura I. Espectros de absorçlo das clorofilas e ficobiliprotefnas. 

Fonte: Adaptado de Wmen (2011). 

Dependendo da cor e das propriedades de absorblncia, as PBPs podem ser 

divididas em tres principais classes: ficoeritrina (PE, de cor rosa brilhante ou vermelho), 

ficocianina (C-PC, de cor azul mais escuro) e al.oficocianina (APC, de cor azul mais 
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çJaro) (btcr et al., 2018; Sun et ai., 2006). CoiiÍOJDie rcprcsemado na Figura 2. easu 

m.ol6c:ulaa estão organindas Da forma de uma cascata ele ll'lmJfi:aeucia de cnergis, indo 

da PE para a C-PC c, posteriomlentc, para a APC, de til forma que a Clla'gia absorvida 

seja canelinda para o íotosailllema n (Fcmández.Roju d ai., 2014; Haith-Lo et ai., 

2019). 

À< 680 lllll 

h v 

l 

2HlÚ~ o,+ 4H' 

Pigllr&2. O!pni!!!ÇIO e&lllllunll do :&obiliiii!!Z!O. 

PSn • foloNim:maa li; PSI • Wmui!dm!a• L 

F011tc: Adsptado de Hllich-Lo et aL (2019). 

Tllacóíde 

No geral, u cianobactériaa se apreae111am como uma impodlmte fonte de 

pigmmtos, liptdeos, protelnas e carboidratos. Temperatura e exposição ao soldo fa1o.re9 

que podem afetar forte:mCDte a compoaiçio desses microrganismos (NIU.'Ciso, 2016; SiDgh 

et al., 2005). R.ece.ntemente, as cianobactlrias vim ganhando considaávelldenção em 

Wtu.de da ampla variedade de aplicações biotemol6gicas dos seus componentes 

bioativos. Os pigmaúos podem ser vtiliudos u indústria de alimentos, fannaoe.1tica e 

como Dlllmldom seletivos em téi.:Dicas JCD8fveis de fbwrasdncia. Os lipicleos, por sua 

vez, podem sa- couidcndos matéria-prima para a proc1ução de biocombustfvcis e 

aljmc:nfot. Adcmail. do ponto ele vista ambiental, esacs miçrorpnismos de54 mpeabam 

um impoilmte papel no ciclo do carbono, oxigellio e Dittogellio (Heas. 2011; Narciso. 

.2016). 

DeDtre u difi:rentl:s espécies de crlanobactérills, a S. plateMB com:cntnl gnm.de 

parte elos estudos que envolvem a emação das C-PC (Hsieh-Lo et ai., 2019; Sillgh et ai., 
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Geralmente, a S. platensis é encontrada em regiões tropicais e subtropicais, em 

meio aquático com elevado teor de carbonatos e bicarbonatos, ou seja, meios com pH 

alcalino e salinidade elevada (Ali & Saleh, 2012). Tais condições tomam seu cultivo 

bastante atrativo, pois os habitats extremos inibem o crescimento de microrganismos 

indesejados. Além disso, sua parede celular é facilmente rompida, o que facilita o acesso 

aos seus importantes componentes bioativos (Lupatini et al., 2016). Sua composição 

pode variar em função do meio de cultivo, sendo comumente cerca de 50 -70% (mim) de 

proteinas, 10-15% (m/m) de carboidratos e 5-10% (m/m) de lipídeos (De Morais et al., 

2015). A C-PC é a principal PBPs da S. platensis e pode constituir até 20% de seu peso 

seco (Fekrat et al., 2018; Ferreira-Santos et al., 2020; Martelli et al., 2014). 

3.3. Ficocianina 

A C-PC é um pigmento solúvel em água, de coloração azul intensa, que se destaca 

na literatura como a fração proteica mais explorada da S. platensis. Esse pigmento 

apresenta ampla aplicabilidade comercial, podendo ser utilizado como corante na 

indústria alimentícia, para gomas de mascar, sorvetes, refrigerantes, doces, e em 

cosméticos, como batons e delineadores. A utilização da C-PC como substituto aos 

corantes sintéticos é promissora, pois além de fornecer aparência atrativa, pode incorporar 

valor nutricional aos alimentos (S. Hadiyanto et al., 2016; Su et al., 2014). De acordo 

com a fonte de obtenção, a ficocianina pode ser classificada em três grupos: C-PC, R-PC 

e C-PCII, quando provenientes, respectivamente, de cianobactérias, algas vermelhas e 

cryptomonas (Hsieh-Lo et al., 2019). 

Independente da fonte de obtenção, a literatura reporta a importância de considerar 

as características fisico-químicas desse pigmento, para executar processos de extração e 

purificação. O pH, a força iônica da solução e a temperatura são parâmetros essenciais 

para manter a estabilidade da C-PC (Chaiklahan et al., 2012a; Ferreira-Santos et al., 

2020). No geral, a molécula apresenta instabilidade à luz, baixa temperatura de 

desnaturação (55°C) e mostra ter maior estabilidade para uma faixa de pHs entre 5-7 

(Chaik:lahan et al., 2012a; Ferreira-Santos et al., 2020; Martelli et al., 2014). 

A C-PC possui estrutura química composta por uma proteína e um componente 

não proteico, denominado ficocianobilina. A parte proteica da C-PC consiste em um 

monômero formado por duas subunidades em forma de hélice, chamadas alfa (a) e beta 

(~), com um cromóforo da bilína ligado à subunidade a e dois deles à subunidade ~· Os 
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monômeros se re6aem para furmar 11111 tr1mero em folma ele anel (~)3. ftiUltuldo em 
cs1N!Uras bC!lt!llDéricas [(~]2. A &ocianobilina 6 o ICIODI6foro meponsãvel pela 

c:oloraçio azul da molbla, que consiste em 11111 grupo tl!lnlpinol de cadeia. abata quo se 

liga c:onlmtnDmte i protc!Da por meio de 11111& lipçio tio éter (FiguJa 4) (Fcm6ndez­

Rojaa a td., 2014; Romq e: al., 2005). 

Proteína 

o 
... -NH-CH-~- ... 

L. - " \ HOOC •gaçao t1oeter ............ .,. s COOH 

Fipza ... l!81nll1n qulmiGol ela &ooillwl>lliDe. 

Foolc: Adlpladodelhieh·ID«III. (2019). 

A C-PC apmemla elevado potftll:ia1 Rl!limrjdmfl!, uma vez quo pode neulnllizar a 

ação de etp&:iea 1Ca1ivu de oxigeuio, taia llOIIIO o radiçaJ hidroma (• OH). o radiçal 

alcoldla (RO •) e o radical peroxila (ROO •), retaltaDdo na inibiçlo da peroltidaçlo 

lipfdica (Fmúnd07-Rojas d ai., 2014; Piero Estrada á m., 2001; Sllbr & 

Ch&Ddramoban, 2008). Do aeonto <:om Romay & Gcmzalez (2000), a C-PC foi c:apez do 

~ erikóçito11 bmn•nm llOD!Ia liae iDduzida por rwficm, apiCimtaMo atividade 

antioltidallte 16 VeR;s maior elo que o lrolox e 20 veze~ maior do que o 4.cido aacM>ico. 

Alán da atividade antioxidante, o ilm:r:esse pela C-PC van m:soendo em virtude de saas 

~ anti-iDtlama!6rlas, II1J!:ÍclllclJig8nicu e neuropiillâoraa (s.mm.tJn et ai., 

2013). 

A aplicaçio e o valor Wlbb1clal da C-PC clcpmd.., fullmneute do seu gnm do 

pm&ll. Ease ~ é avaliado c:om bato 1111 rado A620/ AnfJ• que comspoude à 

absarbGDda. da C-PC a 620 mn o du lllllml ptctefuas a 280 mn. Fazi!Ddo-eo um 

çomparativo, CODCamr.e Cialaos & Rito-PalODillml (2004) e Kuddu8 et ai. (2013). o çasto 

da C-PC çomgnw alimc:nlfl:io (A610/A280 <!:0,7) é-de 0,13 USSmg-1, enqumto o 
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custo com grau de reagente (0,7 >A620/ A280<3,9) varia de 1 a 5 US$ mg -';o sen valor 

com grau analítico (A620/ A280 2:: 4,0), por sua vez, pode chegar a 15 US$ mg-1
• 

A maioria dos estudos relataram que o extrato bruto de C-PC apresenta baixo grau 

de pureza, sendo necessária uma etapa adicional de purificação no processo. No geral, os 

protocolos de purificação para C-PC requerem várias etapas e envolvem o uso de técnicas 

complexas e dispendiosas (Lee et al., 20 16; Silva et al., 2009). Em suma, o grau de pureza 

está diretamente relacionado aos custos de produção, ou seja, quanto mais purificado o 

produto, maior o custo para obtê-lo (Silva et al., 2009). Dessa forma, o uso de protocolos 

de purificação que utilizem técnicas simples é essencial para reduzir os custos de 

processo. Além disso, a escolha de um método de ruptura celular que resulte num extrato 

bruto de C-PC com alto rendimento e pureza também pode contribuir para a redução das 

etapas adicionais de purificação. A segnir, são apresentados maiores detalhes sobre os 

métodos de extração e purificação da C-PC. 

3.3. Extração das ficocianinas 

Durante os processos de extração sólido-líquido, um ou mais compostos são 

transferidos a partir do material biológico para o solvente. Inicialmente, ocorre a 

transferência de massa do solvente para a superfície do sólido, seguida pela difusão na 

matriz sólida, onde ocorre o contato com o soluto. Após a solubilização, a solução rica 

no soluto retorna para superfície por difusão molecular, sendo posteriormente, transferida 

para o meio de extração. Em virtude dos diversos fenômenos envolvidos, vários fatores 

podem ter efeito significativo sobre o rendimento da extração tais como temperatura, 

solvente e razão sólido/liquido (Jatobâ et al., 2016; Kotovicz, 2014; Su et al., 2014). 

A C-PC pode ser extraída da biomassa seca, fresca ou congelada. Contudo, ainda não 

existem evidências se as características da biomassa afetam o rendimento da extração. No 

entanto, os métodos de pré-tratamento da biomassa podem resultar na perda de C-PC; 

alguns estudos relatam que parâmetros de secagem convencional, como tempo e 

temperatura, reduzem o teor de C-PC na biomassa, em virtude da sua baixa estabilidade 

térmica (Su et al., 2014). 

Diferentes métodos de ruptura celular têm sido empregados na extração da C-PC. 

Os métodos mais utilizados são o congelamento/descongelamento, homogeneização e 

moinho de bolas (S. H. Hadiyanto, 2016; Tavanandi et al., 2018; Tavanandi & 
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Raghavarao, 2020). Esses métodos serão doravante chamados de métodos de extração 

convencionais e suas vantagens e limitações estão apresentadas na Tabela 2. 

Tabela 2. Vantagens e limitações dos métodos convencionais de ruptura celular. 

Métodos 

Congelamento/ 

descongelamento 

Moinho de bolas 

Homogeneização 

Vantagens 

Robusto; 

elevada pureza; 

boa reprodutibilidade. 

Alta carga de 

biomassa; 

alta eficiência. 

Menor extração de 

componentes 

indesejados; 

viável para aplicação 

em larga escala. 

Limitações 

Alto consumo de 

energia; 

tempo de processo 

elevado. 

Alta demanda de 

energia quando 

utilizado em larga 

escala. 

Alto consumo de 

energia; 

Referências 

(Kannaujiya et 

al., 2017; 

Narciso, 2016) 

(Phong et al., 

2018) 

(ilter et al., 

2018; Show et 

al., 2015) 

Dentre os métodos convencionais, o congelamento/descongelamento tem sido 

amplamente utilizado para a extração de C-PC. O método é comumente aplicado em 

laboratórios e empregado como metodologia de referência para comparação com novas 

técnicas (Horváth et al., 2013; ilter et al., 2018; Sarada et al., 1999). O 

congelamento/descongelamento promove a extração através da dilatação seguida de 

ruptura da estrutura celular, em virtude da ação dos cristais de gelo formados durante o 

congelamento, que atuam como facas afiadas, e com posterior contração, durante o 

descongelamento (Soni et al., 2006). Esses processos proporcionam mudanças nas 

condições de pressão exercida sobre a membrana celular e choque osmótico, devido a 

possíveis mudanças de concentração de eletrólitos em certas regiões, além de destruição 

fisica da estrutura celular pelos cristais de gelo (Roquebert & Bury, 1993). 

Embora o congelamento/descongelamento concentre grande parte dos estudos que 

envolvem a extração de C-PC, poucos autores avaliaram os efeitos do número de ciclos 

no rendimento da extração e na pureza dos extratos. Segundo Chittapun et al. (2020), o 

número de ciclos ótimo vária em função da morfologia celular da cianobactéria, sendo 
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um parâmetro que deve ser levado em consideração na seleção do processo de extração. 

Esse estudo evidenciou que maiores valores de rendimento e pureza foram obtidos com 

3 ciclos para extração de C-PC daNostoc commune, sendo observado uma redução nesses 

parâmetros para número de ciclos superior a 3. 

Tavanandi et al. (2018) encontraram resultados semelhantes para a C-PC 

proveniente da S. platensis. Maior rendimento e pureza foram obtidos com 4 ciclos de 

congelamento/descongelamento, sendo que, para um aumento adicional no número de 

ciclos, embora fosse obtido um ligeiro aumento no rendimento, obteve-se uma redução 

da pureza. Em resumo, o congelamento/descongelamento é um método simples que 

possui como principal vantagem a alta pureza dos extratos, quando comparado com 

outros métodos convencionais. Todavia, o grande consumo de energia e tempo durante 

os ciclos toma seu uso inviãvel em escala industrial (Ferreira-Santos et al., 2020). 

Conforme observado na Tabela 2, os principais desafios dos métodos 

convencionais de extração são o elevado tempo de processo e o alto gasto energético. 

Como alternativa a esses métodos, pode-se citar a extração assistida por ultrassom, a 

extração com fluido supercrítico e a extração utilizando enzimas (S. H. Hadiyanto, 2016). 

Dentre esses métodos, muitos estudos têm utilizado o ultrassom para obtenção da C-PC, 

principalmente devido ao menor tempo de processo (S. H. Hadiyanto, 2016; Li et ai., 

2020; Tavanandi et ai., 2018). 

Extração assistida por ultrassom 

A tecnologia de ultrassom (US) consiste na aplicação de ondas mecânicas, com 

frequências superiores à audição humana (de 20 kHz a 10 MHz). Nos líquidos, o 

fenômeno da cavitação é o principal efeito da propagação dessas ondas, cuja 

representação esquemática estã mostrada na Figura 5. Esse fenômeno é caracterizado pela 

formação de bolhas devido às sucessivas zonas de compressão e rarefação. As bolhas de 

cavitação crescem e diminuem ao longo do ciclo da onda, podendo se tomar instãveis, e 

colapsar (Soria & Villamiel, 2010; Vemes et ai., 2019b). 

O colapso das bolhas de cavitação leva a um aumento local de pressão e 

temperatura do meio, com curta duração de tempo, podendo chegar a temperatura na 

ordem de 5000 K e pressão de 1000 atrn. Caso essa implosão ocorra próximo à parede 

celular da matriz vegetal, a energia gerada pode provocar um elevado impacto sobre a 
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superftcic, ocasionando um aumento na sua permeabilidade, facilitando, desta forma, a 

h'beraçio de compostos intracelulares (Greenly & Tester, 2015; Meregalli, 2017). 

Compressão 

\/'\/'\/'\/'\/ 
~~~v 
IUrefaç.to 

o o o 

I ouua~5o ela~ bolb.t~ 

Figura S. FeDÔmeno da cavitaçlo. 

Fonte: Adaptado de Sonotronic ult:ral0llic1 technology (2017). 

Nos processos de extração, o US apresenta as seguintes vantagens: fácil operação, 

elevado rendimento, menor consumo de tempo, de energia c de solvente. Al6m disso, os 

equipamentos podem ser facilmente adaptados para operações em larga escala 

(Kannaujiya el al., 2017; Pbong el al., 2018). Alguns autores estudaram o efeito dessa 

tecnologia para a ex1raçio da C-PC (S. Hadiyanto et al., 2016; Li et al., 2020; Tavanancti 

et al., 2018). S. Hadiyanto et al. (2016) relataram que a extraçio de C-PC por US 

apresentou efeito positivo em comparação com a extração conveocional via Soxhlet. O 

US, além de ter aumentado o rendimento de 11,15% para 15,66%, reduziu o tempo de 

extração de 4 horas para 20 minutos. 

Tavanandi et al. (2018) também avaliaram o uso do US, tanto de maneira 

individual, como em sinergia com métodos convencionais de ext.raçilo (homogeneização, 

maceração e congelamento/descongelamento). Os resultados sugerem que apenas o US, 

para um tempo de extração de até 3 minutos, não apresentou boa efici&lcia (43,62%). 

Todavia, para todas as combinações do US com os métodos convencionais testados, 

foram observadas boa sinergia. US combinado com congelamento/descongelam.coto 

apn:sa:rlxm maior eficiencia (91,62%), seguido pelo uso do US com maceraçio (83,45%). 

A intensidade da sonificação, tempetatma e tempo sio parâmetros com grande 

influência na ex1raçio assistida por US. No geral, os processos de extração são 

favorecidos com a US de alta intensidade, caracterizado por baixa frequ&cia (16-100 

kHz) e po~ia elevada (normalmente >1 W.cm-~ (Soria & Villamiet, 2010). Segundo 

tlter et al. (2018), Li et al. (2020) e Tavanandi et al. (2018), os melhores rendimentos de 
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C-PC foram obtidos usando o US com amplitude entre 40 e 60 %, a temperatura é outro 

parâmetro que afeta fortemente a estabilidade da C-PC, sendo que temperaturas de 

extração acima de 55 oc podem ocasionar a desnaturação da proteína (Chaiklahan et al., 

2012b; S. H. Hadiyanto, 2016). Além da temperatura e da intensidade do US, o tempo 

também influencia o rendimento dos processos de extração. O aumento do tempo 

favorece a dissolução do composto alvo, resultando em um ganho de rendimento. 

Todavia, do ponto de vista econômico, longos tempos de extração são indesejáveis 

(Rafiqi et al., 20 19). 

De maneira geral, o efeito da tecnologia do US apresenta resultados contraditórios 

no rendimento da extração das C-PC. ilter et al. (2018), ao avaliarem a extração das 

C-PC com o método do US, micro-ondas e o método convencional de homogeneização, 

nas condições otimizadas, observaram que o teor mãximo desse pigmento foi obtido com 

a aplicação da tecnologia do US (98,84 mg g-1). Resultado semelhante foi relatado por 

Moraes et al. (2011), ao evidenciarem que maiores rendimentos de extração das C-PC 

foram obtidas com US, quando comparados aos outros métodos de extração utilizados. 

Por outro lado, Liao et al. (20 11) determinaram o rendimento da extração usando US e 

obtiveram 18,2 mg g·1 de C-PC e pureza de 0,65, sendo que o método convencional de 

extração direta no solvente apresentou extratos mais purificados e com mesmo teor de 

pigmentos. 

Com relação ao grau de pureza dos extratos, Tavanandi et al. (2018) avaliaram a 

extração assistida por US em comparação com outros métodos de extração convencionais 

e observaram que o US proporcionou extratos menos purificados. Nesse contexto, embora 

o US apresente comumente bons rendimentos na extração das C-PC, essa tecnologia 

apresenta como desvantagem menor especificidade. Por ser um tratamento mais abrasivo, 

além das C-PC, a tecnologia também libera para o meio outros compostos intracelulares. 

Como resultado, além da menor pureza, alguns trabalhos relatam que a cor azul, 

caracteristica da C-PC, é usualmente suprimida e a cor verde, característica da clorofila, 

é observada (ilter et a!., 2018; D P Jaeschke et a!., 2020; Li et a!., 2020). 

Em geral, observa-se que os trabalhos encontrados na literatura relacionados com 

a extração das C-PC via US analisam somente o rendimento de extração, não 

apresentando urna avaliação da qualidade dos extratos. Além disso, os trabalhos não 

avaliaram o uso dos métodos de purificação para obtenção desse pigmento. Assim sendo, 
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são necessários mais estudos acerca da adição de uma etapa de purificação dos extratos 

de C-PC. 

3.4 Purificação de ficocianina 

O grau de pureza é um importante parâmetro que determina aplicação da 

ficocianina (C-PC). Conforme descrito previamente, a avaliação deste parâmetro é obtida 

com base na razão entre a absorbância da C-PC a 620 nm e de outras proteínas a 280 nm. 

Purezas acima de O, 7 e 4,0 têm sido consideradas, respectivamente, de grau alimenticio e 

analítico. Grande parte dos estudos relataram que os extratos brutos de C-PC apresentam 

baixa pureza, sendo indispensável uma etapa adicional de purificação para viabilizar sua 

comercialização (Lee et al., 2016). A escolha do método de purificação depende das 

características fisico-quimicas da proteína de interesse, dos contamínantes presentes e da 

sua aplicabilidade (Sbeghen, 20 17). 

Embora a literatura apresente uma ampla variedade de trabalhos que envolvem a 

purificação da C-PC, poucos avaliaram a influência do meio de extração na pureza dos 

extratos bruto. Comumente, para a obtenção da C-PC, é utilizado o tampão sódio fosfato 

como solvente extrator (Martelli et al., 2014; Sarada et al., 1999; Tavanandi et al., 2018). 

No entanto, recentemente, alguns estudos relatam que soluções salinas se apresentam 

como alternativas para a obtenção dessa proteína. Manirafasha et al. (2017) realizaram a 

extração da C-PC com solução de cloreto de amônia (NH.ICl) e compararam os resultados 

com os obtidos utilizando o tampão sódio fosfato. Apesar de não apresentar diferença 

significativa em termo de concentração de C-PC, a solução de NH!Cl proporcionou a 

obtenção de extratos mais puros. O estudo evidencia que o uso dessa solução é vantajoso 

pois extratos com maior pureza requerem um menor número de etapas de purificação. 

Outro fator a ser levado em consideração é o econômico, uma vez que o custo da solução 

com NH!Cl é praticamente a metade do custo da solução de tampão sódio fosfato. 

ilter et al. (2018) também avaliaram a extração de C-PC com solução de cloreto 

de cálcio (1,5%, m/v) em comparação com tampão sódio fosfato e água destilada. O 

trabalho avaliou diferentes solventes utilizando três métodos de ruptura celular: 

homogeneização, US e micro-ondas. Em todos os métodos testados, a solução salina de 

CaClz resultou em extratos de C-PC com coloração mais azulada, quando comparado com 

os outros meios. Além disso, os extratos obtidos com tampão sódio fosfato e água 

destilada apresentaram coloração mais esverdeada, sendo um indicativo de IIllllor 
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extração de clorofila. Os resultados encontrados por ilter et al. (2018) podem ser 

associados aos obtidos pelo estudo realizado por Li et al. (2020), que investigaram o 

efeito da força iônica no meio de extração de C-PC através de uma solução de cloreto de 

sódio em diferentes concentrações. Os pesquisadores evidenciaram que a coextração da 

clorofila pode ser minimizada com a adição de uma força iônica mínima de 5 g L·1 de 

NaCl. 

Vários trabalhos desenvolveram estratégias de purificação para obtenção das C­

PC. A maioria dessas estratégias envolve etapas de precipitação, centrifugação, diálise e 

cromatografia (Patil & Raghavarao, 2007). Geralmente, os protocolos de purificação que 

apresentam etapas com cromatografia são mais eficazes (Pan-utai & Iamtham, 2019). No 

entanto, a cromatografia é uma técnica dispendiosa, que requer longo tempo de processo 

(Xi-Feng Zhang, Xin Wang, 2017). Além disso, se o objetivo é obter C-PC com grau 

alimenticio, não existe a necessidade de várias etapas, nem o uso de técnicas complexas 

(Silva et al., 2009). Nesse sentido, os métodos não cromatográficos, como a precipitação 

por sulfato de amônio, particionamento trifásico, precipitação por afinidade, dentre 

outros, se apresentam como técuicas simples e atrativas economicamente para a 

purificação da C-PC. 

A seguir, são apresentados maiores detalhes sobre as técuicas de precipitação que 

foram utilizadas nas estratégias de purificação avaliadas no presente trabalho. 

Precipitação com sulfato de amônio 

A precipitação é uma técuica amplamente utilizada para purificação de proteínas, 

com fácil aplicabilidade, baixo custo e que requer equipamentos simples. A técuica 

consiste na perturbação quimica/fisica de uma determinada solução, que resulta num 

aglomerado de particulas insolúveis de proteínas, passíveis de isolamento em etapa 

posterior de separação. A precipitação é comumente induzida pela adição de sais neutros, 

tais como cloreto de sódio (NaCl), sulfato de sódio (Na2S04) e, principalmente, o sulfato 

de amôuio (NH4)2S04, devido à alta solubilidade (Doonan, 1996). 

Os sais neutros promovem a precipitação das proteínas mediante a redução da 

concentração de água superficial, que resulta na precipitação pelo fenômeno "salting out" 

(Santos Junior et al., 2017). Dependendo do grau de pureza desejado, a precipitação pode 

atuar como única etapa de purificação. A literatura relata que a purificação de C-PC 

geralmente inclui a precipitação com sulfato de amônio, como etapa inicial (Manirafasha 
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et al., 2017). Kumar & Wattal, (2014) empregaram esse procedimento no extrato bruto 

de C-PC com pureza de 0,75 e obtiveram, com solução de 65 %de (NR!)zSÜ4, uma 

recuperação de 80% de C-PC e pureza de 1,5. O estudo também evidenciou que uma 

etapa adicional, com cromatografia de troca iônica, proporcionou a obtenção de C-PC 

com grau analítico. 

Além da utilização de uma etapa adicional, outra alternativa para aumentar a 

pureza é realizar a precipitação em duas etapas. Patel et al. (2005) utilizaram o método 

de precipitação fracionada com sulfato de amônio, para purificação do extrato bruto de 

C-PC com pureza inicial de 0,8. Inicialmente, com uma solução de 25% de (NR!)zS04, 

obtiveram grau de pureza de 0,82. Ao incluir uma segunda etapa de precipitação, com 

solução saturada (50 % de (NR!)zS04), foi obtido uma pureza de 2,66. Kamble et al. 

(2013) também utilizaram precipitação fracionada do extrato bruto de C-PC com pureza 

inicial de 0,161. Após precipitação com solução saturada a 25% e 50%, a pureza 

aumentou, respectivamente, para 0,248 e 0,628. 

A principal desvantagem associada a essa técnica de purificação é a necessidade 

de uma etapa de filtração para remoção do sal, para que não haja interferência nas 

próximas etapas de purificação. 

Precipitação por afinidade 

Reconhecidos como seguros pela Food and Drug Administração (FDA), carvão 

ativado (CA) e quitosana (CS, do inglês chitosan) possuem propriedades atrativas para o 

processo de purificação. CA é um material altamente poroso, com elevada área 

superficial, boa dispensabilidade e capacidade de adsorção, que pode adsorver 

fisicamente impurezas. A CS é um heteropolimero natural e biossorvente não tóxico, que 

contém grupos aminos e hidroxila com boa capacidade de ligação e quelação. Dessa 

forma, a combinação CA/CS possibilita que proteínas contaminantes sejam adsorvidas 

do meio (Fekrat et al., 2018; Patil et al., 2006). 

Alguns trabalhos relatam que a introdução de uma etapa de precipitação por 

afinidade com CA e CS pode melhorar a qualidade do extrato bruto de C-PC (Liao et al., 

2011; Patil et al., 2006). A preciptação por afmidade apresenta como vantagem a 

simplicidade, eficiência e tempo reduzido, quando comparada com outros métodos de 

purificação (Fekrat et al., 2018). Gantar et al. (2012) utilizaram um extrato bruto 

proveniente da Limnothrix com pureza inicial de 2 e avaliaram o uso de CA e CS, na 
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concentração de 1 % (m/v) e 0,01 g L-1, respectivamente. Após agitação por 15 minutos, 

os autores realizaram a precipitação com (NRI)zSÜ4. Esse tratamento aumentou a pureza 

do extrato bruto para 3,6, e a sequencial saturação seletiva com sal elevou este parâmetro 

para 4,2. 

Fekrat et ai. (2019) também realizaram a purificação do extrato bruto de C-PC 

utilizando a técnica de purificação por afinidade, com diferentes concentrações de CS e 

CA e diferentes tempos de agitação. Na condição otimizada (0,24 % (m/v) de CS, 8,4 % 

(m/v) de CA e 10,2 minutos de agitação), os autores obtiveram um valor de 3,14 de pureza 

e 0,27 mg mL-1 de concentração de C-PC, valores 1,7 e 1,2 vezes maiores, 

respectivamente, do que aqueles obtidos pelo método de precipitação com sulfato de 

amônio. 

Conforme discutido anteriormente, a literatura reporta bons resultados com o uso 

da técnica de precipitação por afinidade com CA/CS, tanto como um método isolado de 

purificação, bem como no pré-tratamento da precipitação com sulfato de amônio para 

obtenção das C-PC. Contudo, não foram encontrados na literatura estudos que 

realizassem a comparação desse método isolado e em combinação com a precipitação 

salina. Assim sendo, faz-se necessário avaliar possíveis estratégias de purificação, 

identificando o efeito do uso desses métodos de forma isolada e em sinergia. 
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Capítulo 4 - Materiaís e métodos 

Esse capítulo apresenta a metodologia empregada para a realização do presente 

trabalho. Inicialmente, foram avaliadas as seguintes condições de extração: concentração 

da solução salina e amplitude da sonda deUS. Em seguida, foi avaliado o efeito da força 

iônica e do ultrassom na condição otimizada com o melhor solvente extrator. Na 

sequência, foi realizada a extração das C-PC pelo método convencional de 

congelamento/descongelamento, e, por fim, a avaliação dos métodos de purificação de 

precipitação com sulfato de amônio e precipitação por adsorção. Além disso, são 

apresentadas as metodologias utilizadas para o cultivo da cianobactéria, bem como as 

metodologias de análise para a quantificação das C-PC. 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Tecnologia e Processamento 

de Alimentos (LATEPA) localizado no Departamento de Engenharia Química da 

UFRGS. 

4.1 Inóculos para manutenção da microalga 

A cepa da cianobactéria Arthrospira platensis foi doada pelo banco de microalgas 

do Laboratório de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM), da 

Universidade Federal da Parw'ba. Para manutenção dos cultivos, foram realizados 

inóculos a cada 7 dias utilizando o meio de cultivo Zarrouk modificado (Aiba, Ogawa, 

1977), contendo os seguintes nutrientes: NaHC03 (13,61 g L-1), Na2C03 (4,03 g L-1), 

K2HP04 (0.5 g L-1), NaN03 (2,5 g L-1), K2S04 (1,0 g L-1), NaCl (1,0 g L-1), MgS04.7lliO, 

(0,2 g L-1), CaCh.2H20 (0,04 g L-1), FeS04.7H20 (0,01 g L-1), EDTA (0,03 g L-1) e 

solução de micronutrientes (5 mL L-1). A solução de micronutrientes foi composta de: 

EDTA (5 g L-1), H3B03 (1,14 g L-1), ZnS04.1H20 (2,2 g L ·1), MnCh.4H20 (0,5 g L-1), 

FeS04.1H20 (0,5 g L-1), CoCh.6fu0 (0,16 g L-1), CuS04.5H20 (0,16 g L-1), 

(NH4).Mo7024AH20 (0,11 g L-1). 

Para a realização dos inóculos, utilizou-se em tomo de 25 mL do inóculo anterior 

e 225 mL de meio de cultivo. Os inóculos foram mantidos em uma mesa agitadora a 

180 rpm (Solab Cientifica, modelo SL 180/D, Brasil), em temperatura ambiente e com 

300 klux de iluminância. Na Figura 6 é apresentada uma fotografia dos cultivos. 
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4.2 Preparo da amostra 

Para o preparo da amostra, os cultivos foram mantidos em repouso durante 24 

horas, à temperatura de 8 °C. Em seguida, a bioll1JI888 (parte superior) foi removida do 

meio de cultivo e annanmada em ultraf.reezer (-43 °C) para posterior desidrataçio. Após 

congeladas, u amostras fonun liofilizadas (Terroni, modelo LS6000, Brasil) duraut:e, 

aproltÍIIl.lldaJ:ne, 48 horas. 

4.3.1 ~o por coaplameata/deleoagelamento 

O. ensaios de ruptura celular por coogelBJDentoldcscoogelamento foram 

realizados em triplicata otilízBndo banho termostático (25 °C) c u)trafreezer { 43 °C). Pat11 

tanto, S mL de moa soluçio com concentração de 1 g L-1 (bi01Il.88811!solvente) foram 

submetidas ao congelamento por 1 hora. Em seguida. as amostras foram mantidas por 1 S 

minutos em banho termostático para o descongelamento e congeladas novamente. Esse 

procedimento de congelamento/descongelamento foi repetido a fim de se obter o número 

de dolos ótimo em que a concentração de C-PC e pureza dos extratos fossem 

maximizadas. Ao final de cada ciclo, as amostras foram ceWrifugadas {11.200 g. 1 S min, 

4 °C), e OI exttatoS obtidos (sobre.Dadantes} foram separados para análise da oonoen1J'891o 

de C-PC c pureza. 

A oxtraçio da C-PC assistida por US foi avaliada atrarit do delioeamento 

oomposto central rotacioDal (DCCR) 22 com pontos axiais c S repetições no ponto central, 
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totalizando 13 experimentos. Os parâmetros analisados no planejamento, concentração 

da solução salina e amplitude ultrassônica, estão representados na Tabela 3. O 

planejamento fatorial foi utilizado para avaliar a influência de dois solventes: cloreto de 

cálcio (CaCh) e cloreto de amônio (NH4Cl). Após a otimização, o solvente extrator que 

apresentou os melhores resultados na concentração de C-PC e pureza foi utilizado para 

realização do estudo de purificação e avaliação do efeito do US e força iônica. 

Tabela 3. Parâmetros avaliados na otimização da extração de C-PC via US. 

Parâmetros Estudados -1,41 -1 o +1 +1,41 

Concentração de sal (g L-1) 1 3,8 10,5 17,2 20 

Amplitude (%) 20 27 45 63 70 

A Figura 7 apresenta uma fotografia do aparato utilizado para a extração de 

C-PC assistida por US. Os experimentos foram realizados utilizando um equipamento do 

tipo sonda (VCX 750, Sonics and Materiais Inc., EUA, 20kHz, 750 W), uma célula de 

extração, que consistiu em um béquer encamisado, um agitador magnético, um banho de 

resfriamento e um sistema de by-pass; a profundida de imersão da sonda de ultrassom foi 

mantida em 1 ,2 em. O banho de resfriamento foi utilizado para manter a temperatura de 

extração em tomo de 23 ± 2 °C, a fim de evitar a degradação das C-PC . 

•••••••••••• 
: :;;; :::::::::::: ::::: ::::: :::::::::::: ::::: 
i\iii :::::: :::::: ::::: ;;:;,; ................ . ;:::: ............ ::::: 
::::: :::::::::::: ::::: ::::: ............ ::::: ;:::: :::::::::::: ::::: •••••••••••• 

Figura 7. Aparato experimental utilizado nos experimentos de ultrassom: 
a) gerador de potência; b) sonda de ultrassom; c) célula de extração;d) agitador magnético; e) banho 

termostático. 
Os experimentos de extração foram realizados em pulsos de 20 segundos onloff, 

totalizando 5 minutos de tratamento com US. Para isso, 70 mL de uma solução com 

concentração de 1 g L-1 (biomassa/solvente) foi utilizada em cada experimento de 

extração. Após os experimentos, as amostras foram imediatamente centrifugadas ( 11.200 
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g, 20 min,4 °C) e, em seguida, o sobrenadante foi removido e analisado quanto à 

concentração de C-PC e pureza. 

Após a otimização e validação das condições de extração, foi realizada a seleção 

do tipo e da concentração da solução salina para ser utilizado nos demais experimentos. 

Para isso, foi levado em consideração o solvente que proporcionou extratos com maior 

grau de pureza e menor coextração de clorofilas. A solução de CaCh a 8,5 g L-1 foi 

escolhida como meio de extração para as etapas posteriores. 

Avaliação da influência da força iônica e do ultrassom no meio extrator 

Para avaliar o efeito da força iônica na condição otimizada, foi realizada a extração 

das C-PC com água destilada e USa 41% de amplitude. Os resultados obtidos para o teor 

de C-PC, grau de pureza e qualidade dos extratos foram comparados com os experimentos 

da otimização realizados com a mesma intensidade do US e solução de 8,5 g L-1 CaCh. 

A influência do US também foi avaliada utilizando a condição otimizada de 

8,5 g L-1 de CaCh, as mesmas condições de tempo e temperatura, contudo, sem a 

aplicação dessa tecnologia. Os resultados obtidos para o teor de C-PC, grau de pureza e 

qualidade dos extratos foram comparados com os experimentos da otimização com 

mesmo solvente extrator e aplicação do US a 41% de amplitude. 

4.4 Purificação dos extratos 

4.4.1 Precipitação com suHato de amônio 

A purificação do extrato bruto de C-PC foi realizada utilizando o método de 

purificação com sulfato de amônio. Para tanto, foram avaliadas diferentes concentrações 

desse sal (20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 %). As soluções foram preparadas a partir de uma 

solução saturada de (NR!)2S04, adicionando-se volumes correspondentes do extrato 

bruto de C-PC até as concentrações desejadas. 

As amostras foram mantidas por 24 horas, no escuro, a uma temperatura de 4 oc 
e, posteriormente, centrifugadas a 13.000 g durante 15 min. Os sobrenadantes foram 

coletados, e os precipitados ressuspendidos com o solvente extrator. Em seguida, 

realizou-se a leitura em espectrofotômetro de todas as amostras para posterior 

quantificação de ficocianina. 
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4.4.2 Purificação por adsorção com quitosana e carvão ativado 

A purificação por adsorção foi avaliada através do delineamento composto central 

rotacional (DCCR) 22 com pontos axiais e 5 repetições no ponto central. Os parâmetros 

analisados foram a concentração de carvão ativado (CA, granulometria de 14-25 mesh) e 

concentração de quitosana (CS, massa molecular média), conforme demonstrado na 

Tabe1a4. 

Tabela 4. Niveis dos parâmetros avaliados na purificação por adsorção. 

Parâmetros Estudados -1,41 

Concentração CA % (m/v) 1 

Concentração de CS% (m/v) 0,1 

-1 

2,6 

0,5 

o 
6,5 

1,6 

+1 

10,4 

2,6 

+1,41 

12 

3 

Em cada experimento, foram adicionados 3 mL de extrato bruto de C-PC e as 

soluções de CS e CA. Em seguida, as amostras foram imediatamente agitadas por 10 min 

e centrifugadas a 13.000 g por 15 min. Posteriormente, a pureza e fator de recuperação 

de C-PC foram determinados. 

Após as concentrações de CA e CS serem otimizadas através do planejamento 

experimental, foi realizado um experimento controle para analisar o efeito da 

centrifugação e um estudo avaliando os tempos de agitação (2, 5, 10, 15 e 30 min). Após 

a agitação, as amostras foram centrifugadas a 13.000 g por 15 mine foram avaliadas 

quanto ao fator de recuperação de C-PC e a pureza dos extratos. 

4.4.3 Combinação das técnicas de purificação 

As técnicas de purificação estudadas isoladamente nas etapas anteriores foram 

avaliadas de forma combinada utilizando diferentes estratégias: 1) precipitação salina 

seguida de uma etapa de filtração com membrana; 2) etapa de adsorção seguida de 

precipitação salina; e 3) etapas de adsorção e precipitação salina seguidas de etapa de 

filtração por membrana. A Figura 8 ilustra os fluxogramas utilizados nas três estratégias. 

Na estratégia 1 avaliou-se a precipitação salina, na melhor condição de 

concentração de (NH4)zSÜ4 (50%), seguida de uma etapa de filtração com membrana 

(membrana hidrofilica de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com diâmetro de poro de 

0,45 Jlffi). Na estratégia 2 aplicou-se a precipitação por adsorção com CA (12 g L-1) e a 

precipitação salina com (NH4)zSÜ4 (utilizando diferentes concentrações). A terceira 

estratégia de purificação adotada consistiu em realizar uma etapa de filtração por 

membrana após as etapas de adsorção com CA (12 g L-1) e precipitação salina com 
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solução de (N&)2S04 saturada a SO%. Após cada uma das etapas, os extratos foram 

centtifugados (13.000 g. lS miD, 4° C) e analisados quanto ao teor de C-PC e grau de 

pureza. 

Estratégias de Purificação 

Precipitação com 
Adsorção com CA Adsorção com ÇA 

(NH4)2SO~ 

Filtração com Precipitação com Precipitação .com 
Membrana (NH<)2S~ (NH•)2SO• 

1 
Filtração com 

2 Membrana 

cb 
4.5 Métodot anai(Ucot 

4.5.1 Conc:entraçlo de tkoeialliDu 

Para determinar a CODCCDtraçlo de C-PC e avaliar o perfil de compostos extraidos, 

realizou-se uma varredura dos extr:atos em espectrof'ot6metro (PG lnsttuments, T80 UV­

Vis, Reino Unido) em comprimentos de onda de 280 a 750 nm. A concentração de C-PC 

foi calculada de acordo com a Eq. 1 e a Eq. 2 (Bennett & Bogobad, 1973; Yosbikawa & 

Belay, 2008). 

A_ -0474• A_S 
C- PC (mg mL -1) = ~zomn ' ~ znm (Eq.l) 

5,34 

_ C -PC (mgmL-1) 
C-PC(mggdebtomassa 1),.. Ca (gmL-l) (Eq.2) 

uspendo 
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onde A620mn e A652nm são as absorbâncias a 620 nm e a 652 nm, respectivamente, e 

Csuspensão é a concentração de biomassa inicial utilizada para os experimentos de extração. 

4.5.2 Fator de recuperação de C-PC 

O cálculo do fator de recuperação de C-PC após os experimentos de purificação 

foi efetuado com base na razão entre o teor de C-PC do extrato bruto e o teor de C-PC do 

extrato purificado, de acordo com a Eq. 3. 

Teor de C - PC no extrato bruto 
Fator de recuperação (%) = T d C PC 'f' d x 100 (Eq. 3) eor e - no extrato pur1 1ca o 

4.5.3 Determinação da pureza 

A determinação da pureza dos extratos foi obtida por análise espectrofotométrica 

utilizando a relação de Abs62o e Abs2so, que pode ser calculada através da Eq. 4. A 

densidade óptica a 620 nm indica a absorbância máxima do pigmento ficocianina, e a 280 

nm mede o pico de absorção máxima das proteínas na solução (Tavanandi et al., 2018). 

Abs620nm 
Pureza = Ab (Eq. 4) 

s280nm 

4.5.4 Análise de cor 

A análise de cor dos extratos de C-PC foi realizada em colorimetro (Hunter Lab 

Color Quest XE) no modo de reflectância especular excluida. Os parâmetros de cor L*, 

a* e b* da escala CIELAB foram determinados. No espaço das cores, L* expressa a 

luminosidade e a* e b* representam as coordenadas cromâticas. Os valores de L* variam 

de O (totalmente preto) a 100 (totalmente branco). A coordenada de cromaticidade a* 

representa coloração vermelha para valores positivos e verde para valores negativos; a 

coordenada b* apresenta coloração azul para valores negativos e amarela para valores 

positivos. 

4.6 Análise estatistica 

Os dados experimentais dos planejamentos fatoriais foram analisados usando um 

modelo de regressão polinomial, apresentado na Eq. 5: 
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onde Y representa a variável independente, X1 e X2 representam as variáveis dependentes 

e ~ representa os coeficientes da equação. 

Após a realização dos planejamentos fatoriais, os mesmos foram otinlizados e 

validados no ponto ótimo. Esses experimentos de validação e os métodos analíticos foram 

realizados em triplicata. Os dados foram avaliados por análise de variância (ANOV A), 

teste t-student e teste de Tuk:ey (95% de confiança) usando o software Statistica 13.5 

(TIBCO Software Inc.). 
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Capítulo 5 - Resultados e Discussão 

Este capítulo apresenta os resultados que estão divididos em quatro etapas: (1) 

efeito da concentração de sal e US na extração das ficocianinas, otimização e validação 

das condições de extração; (2) efeito da força iônica e do US na condição otimizada; (3) 

avaliação das técnicas de purificação; e (4) definição das estratégias de purificação. Os 

resultados serão discutidos com foco na comparação da extração utilizando o método 

tradicional de congelamento/descongelamento e a tecnologia do US. 

5.1 Efeito da concentração de sal e ultrassom na extração das ficocianinas 

Nas Tabelas 5 e 6 são apresentados os valores obtidos para o teor de C-PC e pureza 

dos extratos em cada experimento do DCCR 22 empregado para avaliar a extração via 

US, utilizando como solvente extrator as soluções de NH.!Cl e CaCh, respectivamente. 

Tabela 5. Teor de C-PC e pureza dos extratos obtidos na extração assistida por US com NH.Cl. 

Concentração Amplitude Teor de C-PC 
Experimento (gL-1) (%) (mg g-•) Pureza 

1 3,8 27 64,8 0,57 

2 17,2 27 66,2 0,63 

3 3,8 63 70,5 0,54 

4 17,2 63 71,9 0,57 

5 1 45 62,3 0,49 

6 20 45 67,6 0,59 

7 10,5 20 58,6 0,64 

8 10,5 70 68,6 0,56 

9 10,5 45 69,56 0,59 

10 10,5 45 69,3 0,58 

11 10,5 45 67,6 0,59 

12 10,5 45 70,9 0,59 

13 10,5 45 68,7 0,59 
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Tabela 6. Teor de C-PC e pureza dos extratos obtidos na extração assistida por US com CaCh. 

Concentração Amplitude Teor de C-PC 
Experimento (g L-1) (%) (mg g-1) Pureza 

1 3,8 27 58,3 1,11 

2 17,2 27 54,1 0,72 

3 3,8 63 62,7 0,80 

4 17,2 63 63,7 0,61 

5 1,0 45 61,2 0,48 

6 20,0 45 59,5 0,53 

7 10,5 20 45,6 1,19 

8 10,5 70 61,5 0,82 

9 10,5 45 64,3 0,96 

10 10,5 45 64,3 0,96 

11 10,5 45 61,7 0,84 

12 10,5 45 62,1 0,85 

13 10,5 45 58,6 0,83 

A análise dessas tabelas demonstra que o teor de C-PC e a pureza dos extratos 

variaram em função do tipo de sal e das diferentes condições de processo utilizadas: 

concentração salina e amplitude do US. O teor máximo de C-PC (71,9 mg g-1) foi obtido 

com a solução 17,2 g L-1 de NH4Cl a 63% de amplitude. A máxima pureza (1,19), por sua 

vez, foi observada aplicando-se o US na amplitude de 20%, utilizando solução de CaCh 

em concentração de 10,5 g L-1. 

A partir dos dados experimentais, os efeitos da concentração salina e da aplicação 

do US sobre o teor de C-PC dos extratos foram avaliados e utilizados para determinar os 

coeficientes da equação polinomial e estão apresentados na Tabela 7. A análise estatística 

mostrou que o efeito linear da amplitude afetou significativamente o teor de C-PC para 

ambos os solventes (p < 0,05). Para a extração com CaCh, o efeito quadrático da 

amplitude também apresentou significância. Por outro lado, a concentração salina não 

apresentou efeito significativo para os dois sais avaliados. Na tabela também são 

apresentados os coeficientes de determinação e o valor de F da análise de regressão do 

modelo. Como pode ser observado, para o sal NH4Cl, obteve-se um coeficiente de 
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determinação não satisfatório de 0,680; esse valor foi o melhor obtido considerando a 

exclusão de alguns fatores não significativos. Isso indica que o modelo não foi adequado 

para representar os dados experimentais obtidos. Para o sal CaCh, por outro lado, o 

coeficiente de determinação apresentou valor de 0,81 e valor de F calculado (21 ,66) 

superior ao F tabelado (4,10). 

Tabela 7 .Efeitos e coeficientes de regressão para o teor de C-PC obtidos para os sais NH.CI e CaCh. 

N114Cl CaCb 

Fator Efeito Coeficiente* Valorp Efeito Coeficiente* Valorp 

Mean 68,17 0,00 62,16 62,03 0,00 

C(L) 2,60 0,16 -1,38 

A(L) 6,38 <0,05 9,22 4,61 <0,05 

C(Q) -2,19 0,11 -0,39 0,85 

A(Q) -3,57 0,11 -7,40 -3,67 <0,05 

C(L)*A(L) 0,00 1,00 2,64 0,35 

Rl 0,68 0,81 

F calculado 21,66 

• Os coeficientes foram obtidos para o modelo reduzido. 

A Figura 9 apresenta o gráfico de superficie para o teor de C-PC quando utilizado 

o CaCh como solvente. Os resultados indicam que baixas amplitudes de US 

proporcionaram extratos com menor teor de C-PC. Li et al., (2020) avaliaram o efeito da 

amplitude do US na extração das C-PC e reportaram resultados semelhantes: a aplicação 

deUS desempenhou um papel essencial no rompimento celular da S. platensis e liberação 

da C-PC. Além disso, nota-se o efeito quadrático da amplitude, uma vez que, ocorreu uma 

redução no teor das C-PC em altas amplitudes de US devido, provavelmente, à 

degradação desse composto; altas amplitudes podem promover a formação de radicais 

livres, bem como zonas de altas temperaturas e pressões, reduzindo a concentração das 

C-PC. Em amplitudes menores, o teor de C-PC foi mais baixo devido a menor intensidade 

do US, não sendo suficiente para o rompimento das células. Resultado semelhante foi 

relatado por Zhao et al. (2006) que, ao aplicarem a tecnologia do US na extração de uma 

variedade de componentes biológicos ativos, a exemplo dos carotenoides, relataram que 

altas intensidades de US podem degradar esses componentes. Assim, o uso do US com 

intensidade elevada pode ser um método de extração inviável para alguns componentes e 

uma otimização deve sempre ser conduzida para evitar essa degradação. 
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No tocantt; 80 grau de pureza, a Tabela 8 apresetrta o valor dos efeitos e os 

coeficiemes da equaçio do modelo polinomial obtidos a partir do plaDejamento fatorial. 

Vaifiçou-se que tanto a amplitude do US qwmto a ~ da solução salina 

iDflucucÍIII1mlsiguificativamcnte essa variável (p < O,OS). Qwmdo uti!inda a solução de 

NR.CJ, apeiUIB a iDtemçlo entre aa duas variá.veis e o efeito quadrático do US Dlo 

apresentaram efeito significativo. Para a soluçio de CaCh, por sua vez, o efeito da 

amplitude linear e o efeito quadrátiw da ~ ssliDa foiam sigaifi<:ativoa. Os 

modelos foram obtidos cODJidenmdo os efeitos sigojficati.vos e. em alguDs casos, alguns 

parimettoa não aignificalivoa (quando houve uma n:duçllo muito dréatica do coeficiente 

de detenninaçlo). Após a obtmção dos modelos reduzidos, os modelos apresentamm Rz 

de 0,92 e 0,83 para o N114Cl e CaCb, respectivamente. Os modelos foram significativos 

uma vez que os vulOieS ele F calwlados fcmun maiOieS que os F tabeludos. Para o Nl:I4Cl 

o F tabelado foi de 4,07 e o F calculado foi de 30,66. Por outro lado, para o CaCh o F 

tabelado e o calculado foram de 3,84 e 9,81, respec:tivamente. 

Os n:sultados enconlrados ru::sse trabalho estio em concordJDcia com os obtidos 

por Manira.filsba e1 ai. (2017) que, 80 avaliar a extraçlo 'ria 

cxmgeJamcnto/descongelamento com o Nll4CI, oonstutmam. Dio haver iDtluelwia 

siguificativa da c:onc:en1raçio de soluçio aalilla (O,OS; 0,15; O, 1; e O, 12S M) no 1cor de C­

PC. Contudo, para. a pureza dos extratos, verificou-se que eua variaçllo na c:oncen1:raçlo 
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de sal apresentou significância, sendo obtido maior grau de pureza na concentração 

0,05 M de N&Cl. 

Tabela 8. Efeitos e coeficientes de regressão para a pureza obtidos para os sais NH.Cl e CaCh. 

NII4Cl CaCh 

Fator Efeito Coeficiente* Valorp Efeito Coeficiente* Valorp 

Mean 0,59 0,58 0,00 0,89 0,89 0,00 

C(L) 0,06 0,03 <0,05 -0,13 -0,06 0,12 

A(L) -0,05 -0,03 <0,05 -0,24 -0,12 <0,05 

C(Q) -0,04 -0,03 <0,05 -0,35 -0,18 <0,05 

A(Q) 0,02 0,07 0,15 0,08 0,10 

C(L)*A(L) -0,02 0,09 0,10 0,35 

R2 0,92 0,83 

F calculado 30,66 9,81 

• Os coeficientes foram obtidos para o modelo reduzido . 

As Fignras 10 e 11 apresentam as linhas de contorno para os sais N&Cl e CaCh, 

respectivamente. Observa-se, para ambos os sais, um efeito negativo da amplitude do US, 

ou seja, amplitudes mais baixas proporcionaram extratos com purezas mais elevadas. O 

efeito do US de alta intensidade impulsiona o colapso implosivo das bolhas de cavitação 

e intensas ondas de choques que podem romper as paredes da célula (Li et al., 2020). 

Dessa maneira, a diminuição do grau de pureza pode ser atribuída à maior liberação de 

proteinas contaminantes que ocorre quando altas intensidades de US são aplicadas. 

As figuras também evidenciam o efeito quadrático da concentração das soluções 

salinas na pureza dos extratos. Nesse sentido, observa-se um efeito crescente dessa 

variável em concentrações intermediárias e uma redução em concentrações elevadas. 

Manirafasha et al. (2017) relataram um efeito da concentração salina no grau de pureza, 

porém os pesquisadores não utilizaram técnicas de planejamento de experimento e 

superficie resposta para avaliar a influência dessa variável e não detectaram, 

consequentemente, um efeito quadrático. No presente trabalho, por meio do planejamento 

realizado, foi possível verificar que altas concentrações de sal, que aumentam os custos 

do processo, não proporcionaram a obtenção de extratos mais purificados. Assim, a 

otimização realizada permite a extração das C-PC de forma rápida e eficiente. 
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Figura 1 1. Pureza veraua conc:cnlmçio e amplitude utilimndo como aolvcnte CaCh,. 

Além da presença de proteinas nos extratos de baixa pureza, observou-se que esses 

também os apresentaram coloração esverdeada. As Figuras 12 e 13 mostram fotografias 

dos extratos obtidos com :NILCl e CaCb,respectivamente. Observa-se que: em alguns dos 

cxtraros obtidos com CaCh e em todos os obtidos oom NH.Cl, a coloraçio azul, 

caracterlstica das C-PC, foi suprimida. sendo notada uma coloraçio com 1om mais 

esverdeado. O aumento da cor verde nesses extratos, bem como a variaçio da tooalidadc 

de azul, do indicativos da extração de clorofila, que 6 um componente indesejado no 

meio. 
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Figura 12. Fotografia doa atraiDI obtidos na e:xtnç!o via US com 'NR!CL. 

Figura 13. Fotografia doa ematoa obtidoa na extraçlo via US com CaCb. 

Para atUJlisar as diferentes colomções observadas, foi realizada uma 811álise das 

vameduras dos extratos, apresentadas nas Figuras 14 e 15. Os extratos que possuem toDB 

mais esverdeados fomm aqueles que apresentaram picos DUÜs inteDBos na região de 

absorção das clorofilas. As clorofilas apresentam picos de absorção m6xjma nos 

romprimentos de onda entre 400-450 nm e 650.700 nm.. 

- Hxpt - Hxp2 - Hxp3 - Hxp4 -Hxps - Hxp6 -Eli:Jl7 

1,4 -Hxp8 -Hxp9 -Bxpl0-Bxpll-Exp12- Hxpl3 

1,2 

c 1 

I o.s ... 
~ 0,6 

0,4 

0,2 

o L_------------------------------------~~~=---
2$0 330 380 430 480 530 580 780 

Ã(nm) 

Figura 14. Vamdura doa ednltos obtidos na exii1Ição 'ria US com 'NH4CI. 
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Figura 15. Varredura dos extratos obtidos na extração via US com CaCh. 

A partir dos modelos obtidos para o sal CaCh, as condições ideais de extração 

(concentração da solução salina e amplitude do US) foram determinadas visando 

maximizar o teor de C-PC e a pureza dos extratos. Para o NHtCl, não foi possível obter 

uma condição otimizada, uma vez que o modelo para a concentração de C-PC não foi 

satisfatório. A fim de se realizar uma comparação entre os dois sais, escolheu-se uma 

condição de concentração salina que maximizasse a pureza (uma vez que essa variável 

não influenciou o teor de C-PC). Para a amplitude, optou-se pelo valor do ponto central 

para não prejudicar o rendimento da extração e, ao mesmo tempo, obter um grau de pureza 

satisfatório. A Tabela 9 apresenta o resultado da otimização multiobjetiva para o CaCh 

e as condições experimentais escolhidas para o NHtCl. 

Solvente 

NH4Cl 

CaCh 

Tabela 9. Otimização multiobjetiva para pureza e teor de C-PC. 

Concentração Amplitude Pureza Teor de C-PC 

(g v•) (%) (mg g-•) 

15 45 

8,5 41 0,93 61 

Os valores otimizados de pureza e teor de C-PC são obtidos quando se utiliza 41% 

de amplitude para o CaCh. O resultado encontrado está de acordo com outros estudos, 

que relatam que os melhores rendimentos de extração foram obtidos em condições de 

amplitudes moderadas (40-50 %) (Li et al., 2020; Tavanandi et al., 2018). Após a 

otimização, foram realizados três experimentos de validação nas condições ideais de 

processo. A Tabela 1 O apresenta a comparação entre o valor predito pelo modelo e o valor 
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experimental médio para o CaCh. Além disso, a tabela apresenta o valor cxperimenta1 

para o teor de C-PC e pureD dos extratos obtidos na condiç~ escolbida para o sal NRtCI. 

Tabela 10. Validaçllo do modelo otimizado panl oCa~ . 

Teor de C-PC (mg g-1) Pureza 

Valor Predito 

Valor Esperimental 

Erro(%) 

NILCI CaCh 

61 

68 ::1: 2 S8:1::2 

6 

Eao (%)'"((Valor. 1 • , rValor......VVIlor..,..;....w) K 100 

NII4CI 

0,57::1:0,01 

CaCh 

0,93 

0,96 ::1:0,03 

3 

Para o CaCh, os modelos estatiaticos representaram bem tanto o teor de C-PC 

quaoto a pureza dos extratos, uma vez que os erros entre os valOleS exper:immrtais e os 

valores preditos foram baixos (menor do que 10 %). Os resultados encontrados 

demostraram que a solução de N14Cl proporçionou extratos com maior teor de C-PC 

quando comparado com os extratos obtidos com o Caeh. Contudo, esses extratos 

apresentaram grau de pureza abaixo do mfnimo requerido para comercializaçio desse 

pigmento (pureza de 0,7 para grau alimeotfcio). Além disso, a pureza obtida usando a 

solução de Nli4Cl foi cen:a de 1, 7 vezes menor quando comparada com a solução de 

CaCh. A Figura 16 apresenta uma fotognúia dos extratos obtidos utilizando as comtições 

referidas para os dois sais. Nessas figuras observa-se que a coloraçio azulada, 

caracterfstica das C-PC e observada nos extratos com CaCh, foi suprimida por uma 

coloração de tom esverdeado nos extratos obtidos com Nli4CI. Essa colo.ração esverdeada 

é atribufda à maior extração das clorofilas. Esse resultado pode ser confirmado pela 

anAlise de espectrosçopia de vam:dura do9 extratos, apresentado na Figura 17. Os extratos 

obtidos com o N14Cl ap:reseotaram picos mais intensos na região de absolção das 

clorofilas (450-500 nm e 650-700 nm.) quando comparados aos obtidos com o CaCh. 

Figura 16. Bx1mtc& obtidoiDU condiçlll!ll a) e~CDibídaa p11111. o NR.Cl e b) otimiradaa para~. 
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Figura 17. Varredura dos extratos nas condições de extração escolhidas para 

o ~Cl e otimizadas para o CaCh. 

780 

Em virtude do exposto~ embora o teor máximo de C-PC tenha sido obtido com a 

solução de N&Cl a 15 g L-1, a solução de CaCh a 8~5 g L-1 mostrou ser um solvente 

extrator mais seletivo e proporcionou extratos com menor teor de clorofilas~ maior pureza 

e com coloração azul. Esses resultados demonstram que o CaCh pode reduzir etapas de 

purificação das C-PC~ minimizando custos de produção. Dessa maneira~ a condição de 

processo otimizada para solução de CaCh foi utilizada para analisar o efeito do US e da 

força iônica, bem como para a análise das etapas adicionais de purificação. 

5.2 Efeito da força iônica e do ultrassom na extração de ficocianinas 

Experimentos controle foram realizados para avaliar o efeito da força iônica e do 

US na extração de C-PC. O experimento controle da força iônica foi realizado utilizando 

água como solvente na amplitude ótima de 41% (Controle 1) e o experimento controle do 

US foi conduzido sem a aplicação dessa tecnologia, na concentração ótima de 8~5 g L-1 

de CaCh (Controle 2). Os resultados encontrados foram comparados com os obtidos para 

o experimento otimizado e são apresentados na Tabela 11. Além disso, a Figura 18 

apresenta uma fotografia desses extratos. 

Tabela 11. Avaliação da força iônica e do US na extração de C-PC. 

Controle 1 Controle 2 Experimento otimizado 

Variável (H20, 41 % US) (8,5 g L-1, O% US) (8,5 g L-1 ,41 % US) 

Teor de C-PC 37 ± 1b 10±2B 57± 2a,A 

(mg g-1) 

Pureza 0,30 ± O,Olb 0,55 ± 0~098 0,96 ± 0~03a,A 
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m6dl.a± cl01vlo padlio; m6cllef IXlDl ._ ~-u -llllha aprwa.111111 ~ lllplfteatlva (p 
< 0,05). Lcln& 1IIÍIIilliOW ief<tem·ae 1 ~ Cllft o eGIIIrolc 1 e o Q}" •immto c.-timizado; lelru 
maitaiCu1aa .... ,.,., .. ,,o ccmtro1e 2 c o apuinw:ado otimizado. 

US); oc)ocim!"'<<o(8,S gL-1,41% US). 

Ao avaliar o efeito da força i&liea na amplitude ótima, obferva-sc que a ext:raçio 

com eoluçlo aa1iDa proJIOl\lionou extratos com maior teor de c-PC e maior pmeza, 

quando comparadoa aoa obtidos c:om água cleatilada (Controle 1 )- A.Mmais, fui observada 

pelo eapeclo viallll c confirmad& pela aa6liac das eapecll'oscopias de vamdlm1 (Figura 

19) que a extraçio taliDa reduz a coextraçlo du clorofilas, uma vez que, oa pic:o~ de 

a.bmrçio atribufdo& àa clorofilaa fim1m minimiZIIdos, Segundo Li et aL (2020) a foiÇa 

i6Dica no meio de edaçlo pode 1n•meatar a pureza dos ex1ratDt e minimizar a cocxtraçio 

das clorofilas. 

1,4 

1,2. 
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J1iFm 19. Vanclura 4011 e:dliiiW o'bliclo8 

lkcr et ai. (2018), ao invettipmn o efeito da aoluçlo de c.ch, tamplo rosfato 

de s6dio e água destilada como solvente da omação, evid&mciaram que a solução de 

CaCI:a (15 o/ .. mlv) proporcionou exlratoa com tom de azul maia inteDao, CODO'bonmdo oa 

resultados r:ncontrados no presente 'lmhalbo. Contudo, os pesquiaadores não avaliaram o 
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grau de pureza desses extratos, nem o efeito da coextração das clorofilas. A aplicação de 

US na condição otimizada, a 60% de amplitude por 16 min, extraiu 98,2 ± 0,6 mg g·1 de 

C-PC, resultado superior ao encontrado no presente trabalho. Nesse contexto, acredita­

se que as variações nos resultados podem ser atribuídas à composição e estrutura celular 

da biomassa, que varia em função das condições de cultivo. 

Além dos espectros de varredura, a anãlise de cor confirma o efeito positivo da 

força iônica no meio extrator. O valor de b* mais negativo nos extratos obtidos com o 

CaCh é um indicativo da coloração mais azulada que foi observada, sendo atribuído ao 

maior teor de C-PC e menor extração de clorofilas. Os resultados de cor estão 

representados na Tabela 12. 

Parâmetro 

L* 

a* 

b* 

Tabela 12. Parâmetros da análise de cor dos extratos. 

Controle 1 

(HlO, 41 % US) 

29,4 ± 0,1" 

-1,3 ± 0,1b 

6,2 ± 0,2" 

Experimento otimizado 

(8,5 g L-\41 % US) 

31,7 ± 0,2" 

-4,5 ±0,1" 

-1,8 ± 0,1b 

média ± desvio padrão; médias com letras iguais na mesma linha não apresentam diferença significativa (p 
> 0,05). 

Com relação à influência do US na extração das C-PC, foi observado um aumento 

no teor de C-PC de, aproximadamente, 5,4 vezes (Tabela 11). Esse efeito positivo do US 

é atribuído ao fenômeno da cavitação que danifica a membrana celular, aumentando a 

difusividade mãssica do solvente nas células. Nesse sentido, o US promove maior 

rendimento de extração pois facilita a liberação dos componentes intracelulares (Ílter et 

al., 2018). Os resultados obtidos com a tecnologia do US no presente trabalho estão de 

acordo com os encontrados por Tavanandi et al. (2018). Os pesquísadores, utilizando 

como solvente extrator tampão fosfato, avaliaram que a condição ótima de extração foi 

observada aplicando-se o US na amplitude de 50% por 2,5 min. Nessas condições, o teor 

de C-PC foi de 51,51 mg g·1 e a pureza de 0,62. 

A anãlise dos espectros de varredura (Figura 20) mostra que a altura dos picos de 

absorção a 620 nm é muíto maior para as amostras extraídas com o US. Esse aumento na 

região de absorção das C-PC justifica a maior concentração do composto nos extratos 

obtidos com o US quando comparado com os extratos Controle 2 (sem US). Além disso, 

observa-se que o experimento com aplicação de US extraiu mais clorofilas, evidenciado 
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pelos picos na região de 450 a 500 nm. Esses resultados são corroborados pela análise 

visual da cor dos extratos (Figura 20). Os extratos obtidos sem o tratamento do US 

apresentam tons leves de azul, representativo da menor extração das C-PC. Sem o uso de 

US, maiores rendimentos podem ser alcançados aumentando o tempo de contato entre a 

biomassa e o solvente. Gorgich et al. (2020) relataram que, após 4 horas de extração 

utilizando solvente tampão fosfato de sódio, foi obtido um teor de C-PC de 42,3 ± 0,4 mg 

g-1
. Com base nos resultados, a tecnologia de US se mostrou promissora para a extração 

rápida de C-PC, apresentando bons rendimentos de extração. 

-Controle2 - Controle2 - Controle2 

0,45 
- Otimizado - Otimizado - Otimizado 

0,4 

0,35 

-~ 0,3 

~0,25 
~ 0,2 
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0,05 

o 
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Figura 20. Varredura dos extratos obtidos. 

5.3 Extração por congelamento/descongelamento 

Os efeitos dos ciclos de congelamento/descongelamento sobre a concentração de 

C-PC e pureza foram avaliados a fim de encontrar o ciclo que maximizasse essas 

variáveis. A Tabela 13 apresenta os resultados em função do número de ciclos. 

Tabela 13. Teor de C-PC e pureza dos extratos em função dos números de ciclos de 

congelamento/descongelamento. 

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 

Teor de C-PC 
(mg g-1) 39 ± 2b 45 ± la,b 38±5b 

Pureza 1,31 ± 0,05a,b 1,41 ± 0,053 1,25 ± 0,06b 1,05 ± 0,03c 
média± desvio padrão; médias com letras iguais na mesma linha não apresentam diferença significativa (p 
> 0,05). 
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Com relação ao teor de C-PC, observa-se que com apenas um ciclo não foi 

possível extrair completamente esse pigmento. No segundo ciclo, o teor máximo de C­

PC foi atingido (55± 6 mg g-1), e, a partir do quarto ciclo, esse valor começa a decair, 

indicando uma possível degradação. Para a pureza, por outro lado, observa-se que maiores 

valores foram obtidos no primeiro e segundo ciclos de extração, sendo que, a partir do 

terceiro ciclo, esse parâmetro começa a reduzir significativamente. Essa redução no grau 

de pureza, além de ser associada à degradação do pigmento, pode também ser atribuída à 

maior extração de componentes indesejáveis no meio. 

Os resultados encontrados nesse estudo sugerem que repetidos ciclos de 

congelamento/descongelamento podem degradar as C-PC e diminuír a pureza dos 

extratos. Chittapun et al. (2020) encontraram resultados semelhantes, sugerindo que o 

aumento do número de ciclos pode degradar as C-PC solúveis no extrato bruto, 

comprometendo a pureza. No trabalho realizado por Horváth et al. (2013), teores de C­

PC máximos foram obtidos no segundo ciclo de congelamento/descongelamento, para 

três das quatro espécies de cianobactérias estudadas; após ser atingido o ciclo ótimo, os 

teores de C-PC decairam. 

De acordo com os resultados apresentados, concluí-se que a combinação que 

resulta no maior teor de C-PC e na maior pureza foi alcançada no segundo ciclo do 

processo. Comparando esse método de extração com o método assistido por US na 

condição otimizada ( 41 % de intensidade e 8,5 g L-1 de CaCh), observa-se que a extração 

pelo congelamento/descongelamento resultou em extratos mais purificados, conforme 

representado na Tabela 14. Com relação ao teor de C-PC, não foi observado diferença 

significativa entre os dois métodos utilizados. 

Tabela 14. Teor de C-PC e pureza dos extratos obtidos pelo método de 

congelamento/descongelamento e pelo método assistido por US nas condições otimizadas. 

Variável 

Teor de C-PC (mg g-1) 

Pureza 

Congelamento/descongelamento 

55±6" 

1.41 ± o,05" 

us 
58±3" 

0,96 ± 0,03b 

média ± desvio padrão; médias com a mesma letra minúscula na mesma linha não apresentam diferença 
significativa (p > 0,05). 

Embora o congelamento/descongelamento tenha proporcionado extratos mais 

purificados, a tecnologia do US possibilitou extratos com grau de pureza dentro dos 

limites aceitáveis para aplicação desse pigmento na indústria de alimentos. Além disso, 
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com apenas 5 min de aplicação do US, obteve-se um rendimento de extração semelhante 

ao encontrado com o congelamento/descongelamento. Assim sendo, levando-se em 

consideração as dificuldades associadas à aplicação do método convencional em larga 

escala, como o alto consumo de energia e o longo tempo de processo, a tecnologia de US 

mostra-se um método de extração bastante promissor. Dessa maneira, os próximos 

tópicos, relacionados às etapas adicionais de purificação, serão realizados utilizando os 

extratos obtidos através dessa tecnologia. 

5.4 Purificação por adsorção com quitosana e carvão ativado 

Os experimentos de purificação por adsorção foram realizados utilizando 

quitosana e carvão ativado em diferentes concentrações. A Tabela 15 mostra os resultados 

de recuperação de C-PC e o grau de pureza dos extratos obtidos em cada experimento do 

planejamento fatorial empregado. A análise da tabela evidencia que o percentual de 

recuperação de C-PC e o grau de pureza variaram em função das concentrações de 

adsorventes utilizados em cada experimento, sendo que o maior valor de pureza (1,71) 

foi obtido com 6,5 % (m/v) de CA e 0,1 % (m/v) de CS, enquanto o percentual máximo 

de recuperação de C-PC (96,0 %) foi obtido com I % (m/v) de CA e 1,6% (m/v) de CS. 

Tabela 15. Recuperação de C-PC(%) e pureza dos extratos obtidos na purificação por adsorção 

comCSeCA. 

Experimento CS %(m/v) CA %(m/v) Recuperação(%) Pureza 

1 0,5 2,6 90,7 1,27 

2 2,6 2,6 95,1 0,85 

3 0,5 10,4 78,7 1,62 

4 2,6 10,4 82,7 1,28 

5 0,1 6,5 83,5 1,71 

6 3,0 6,5 85,5 1,12 

7 1,6 1,0 96,0 0,99 

8 1,6 12,0 77,4 1,46 

9 1,6 6,5 84,4 1,29 

10 1,6 6,5 85,6 1,30 

11 1,6 6,5 86,4 1,25 

12 1,6 6,5 83,4 1,35 

13 1,6 6,5 81,6 1,19 
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A Figura 21 apresenta uma fotografia contendo o extrato bruto (sem DUDlel'8Çio) 

e os extratos obtidos após os experimentos de purificaçio do planejamento experimental. 

Observa-se que os exntos purificados com CA e CS apresentaram um tom mais azulado 

e menor tUibidcz quando comparados com o extrato bruto, sem purificaçio. 

Os efeitos da COJII:Ciltl8ção de CS e CA no percentual de Rcupenção das C-PC e 

no grau de pureza dos eldratos furam avaliados e vtiHndos pam dete!:miDar os 

coeficiemes da equação polinomial. que são apiCSeldados Da Tabela 16. Os modelos 

foram obtidos considerando apena11 os efeitos aignifícativos, e rqm:sentaram os dados 

experimentais com um coeficiente de clete.mlillaçlo R2 de 0,94 tanto para o percentual de 

recuperaçio quando para pureza. respectivamente. Observa-se que os efeitos lineares da 

COlWOll1raçio de CA e da CO!Wel11laçio de CS, al.6m do efeito quadrática da CODCell1rllção 

de CA, foram sigDifu:alivos no percentual de n:cupcração. Pam o gr:au de puiCZ&, 

verificou-se que os efeitos lineares das concentraç&s de CS e CA e o efeito quadr6tico 

da CODOOJrtraçio de cs apresentaram signific!ncia. 

Na Figura 22 do apresentadas as linhas de ccmtomo da~§o das C-PC. Nota­

se uma redução IID peraJltual dessa vari!vel com o aumento da c:oncentraç1o de CA Para 

a CS, tem-se um efeito a:mútrio: quanto maior a con~ de CS, maior a 

n:cupcração. Fehat et a/. (2018), ao avaliarem a purificayã.o das C-PC pelo método de 

adsorçlo com CA e CS, relataram que uma elevada conc:entraçlo de CA pode oc:aaionar 

uma dimimliçio da adsorçlo das ~PC. 
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Tabela 16. Bfeitos e coeficiente de regreaslo para o perceniUal de recupençio du C-PC(%) e pureza 

apól a purificaçio por afinidade com CA c CS. 

Rec.peraçio (%) Pureza 

Fator Efeito Coeficiente Valorp Efeito Coefideate• Valorp 
1t 

Mean 84,21 85,56 0,00 1,29 1,25 0,00 

CS(L) 2,85 1,40 <0,05 -0,40 -0,209 <0,05 

CA(L) -12,70 -6,34 <0,05 0,36 0,18 <0,05 

CS(Q) 0,93 0,52 0,09 0,06 <O,OS 

CA(Q) 3,07 1,47 <O,OS -0,99 0,12 

CA(L) * CS -0,22 0,90 0,04 0,52 

(L) 

RZ 0,94 0,94 

F ealeulado 46,89 44,37 

• o. c:oeficieotet fonm obtidos para o modelo reduzido . 

14 

10 

4 

2 

o 
·0,5 0.0 0.5 1,0 1,5 2.0 25 

cs (gl-1) 

30 

.> 100 
- < 100 
- <96 
CJ < 92 
0 <88 

35 0<84 
. • <80 

. <76 

Pigunt 22. LiDhu de cantamo de rocuperaçio daa C-PC (%) em funçlo daa 

conceutraçéSes de CA c CS. 

Com relação ao grau de pureza, as linhas de contomo (Figura 23) mos1raram um 

efeito positivo em relação à concentração de CA, ou seja, maiores concentrações desse 

adsorveotc proporcionaram extratos mais purificados. Fekrat et ai. (2018) também 

constataram que a adiçio de CA no exbato bruto de C-PC elevou o grau de pureza. No 

entanto, esses pesquisadores relataram que concentrações elevadas desse adsorvente 
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induzem um efeito reverso, com uma redução no grau de pureza ocasionada pela adsorção 

das C-PC (c nlo de outras protefnas). 
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o 
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Figura 23. LiDhu de contorno do grau de pureza em fuoçlo das~ de CA e CS. 

Com relaçlo à concentraçio de CS, o~se que o seu aumento reduziu o grau 

de pureza dos extratos. Esse efeito negativo difere de outros estudos reportados na 

litaatura (PatJ1 et ai., 2006). Liao et ai. (2011) encontraram bons resultados ao utili7N a 

t6coica de adsorçio com CS na purificação das C-PC. Entretanto, diferente da CS 

utilizada no presente trabaibo (que tem massa molecular média), esse estudo utilizou CS 

de baixa massa molocular. Dessa maneira, acredita-se que a musa molecular desse 

adsorvente tenha influenciado na purificação, sendo necessário um estudo mais 

aprofundado. 

Considerando os resultados obtidos para o CS, optou-se por realizar a etapa de 

otimizaçio apenas com o adsorvente CA. Além disso, uma vez que o percentual de 

recuperação das C-PC possui uma relação inversamente proporcional à purificação dos 

extratos (ou seja, extratos mais purificados tem um percentual de recuperação menor), 

levou-se em consideração, inicialmente, apenas a maximizaçio do grau de ~ 

Postmonnente, na etapa destinada à avaliação do tempo de agitaçio, tanto a concentraçio 

de C-PC quanto a pureza foram anaHsadas. 

A condição ótima da purificação por adsorção está apresentada na Tabela 17. Essa 

tabela tatnbml apresenta a comparação en1're o valor predito pelo modelo c o valor 

experimental obtido a partir de três experimentos realizados. Observa-ce que o modelo 

polinomial representou bem o gn.u de pureza dos extratos após a purificação por adsorção 
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com CA uma vez que o erro expcrimental ficou abaixo de 10%. A Figura 24 apresenta 

uma fotografia dos extratos obtidos DO c:tpe1 jmc:nto de validaçlo. 

Tabela 17.0timizptlo do pa de parcr;a m etapa de purifíçlçio JICI" ~com CA. 

Varijvel Cooeentrat~o ele CA Valor Preclite Valor Experimental %Erro 

%(dl/v) MMio 

12 1,79 1,82 ::1::0,05 

Fi&ln 24. Bz:traiol obtido~ ap6a ll validação do poDio ótimo da puri1içiÇio por ldacrçio com CA. 

Após a pmificaçio por adsorçio com CA, o grau de pureza aumentou cerca de 1,5 

vezes quando comparado com o extr8to bruto {sem purificaçlo ). Contudo, testes cin6ticos 

dmnonstra:ram haver influencia da ccntrifugaçio adicional sobre esse a1•mento na pmeza 

dos extratos. Scmdo assim, foi realizado um experimento onde extratos sem a etapa de 

purificaçlo (controle) foram ccmtrifugados simultaneamente com os extratos purificados, 

a fim de verificar o real efeito do aumento do grau de pureza. A Tabela 18 apresenta os 

resultados desse estudo. 

Tabela 18. AvaJ.iAI9io do o&ito da om1rifugação adicional na otimiza9io da purifi.ça9lo por 

adlorção oom CA 

Varlável Adlontdo 

1,44 ± O,Otb 1,82 ±O,os• 

m6dia :1: dctvio pad:rlo; m6d.ia com 1etru ignaü na mcama liDha nlo apreecatam clifamça algnlficaliva (p 
>0.05). 
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Conforme pode ser observado, a centrifugação adicional do extrato sem a etapa 

de purificação (controle) elevou o grau de pureza. Contudo, o uso do adsorvente 

possibilitou a obtenção de extratos ainda mais purificados, um indicativo do efeito 

positivo dessa técnica de purificação. Não foram encontrados estudos na literatura que 

verificassem o efeito da centrifugação adicional; no geral, os autores comparam os 

resultados obtidos entre o extrato bruto e o purificado. 

O grau de pureza máximo alcançado no presente trabalho, ao utilizar a etapa de 

purificação por adsorção, foi inferior aos relatados por Lee et al. (2016) e Fekrat et al. 

(2018). A maior pureza encontrada em outros estudos pode ser atribuída ao efeito da CS 

de baixa massa molecular e ao tamanho do poro doCA. Lee et al. (2016) utilizaram CA 

com granulometria de 20 a 40 mesh, mas não informaram a massa molecular da CS. Por 

outro lado, Fekrat et al. (2018) utilizaram CS de baixa massa molecular e CA com 

granulometria de 100 a 400 mesh. O presente estudo, por sua vez, utilizou CS de média 

massa molecular e CA com granulometria de 14 a 25 mesh. Diante do exposto, verifica­

se a existência de uma lacuna de conhecimento quanto à influência das caracteristicas dos 

adsorventes (massa molecular da CS e tamanho de poro do CA) para que seja possível 

estabelecer um método padrão que possa fornecer extratos mais purificados. 

Após a otimização, foi realizado um teste na condição ótima a fim de avaliar a 

influência do tempo de agitação no percentual de recuperação das C-PC e na pureza dos 

extratos. A Tabela 19 apresenta os valores encontrados para essas variãveis em função do 

tempo de agitação. 

Tabela 19. Recuperação(%) das C-PC e pureza dos extratos obtidos em diferentes tempos de 

agitação. 

2min Smin lOmin lSmin 30min 

Recuperação 85 ± 1' 83 ± la,b 81 ± lb 75±2< 60± ld 

(%) 

Pureza 1,55 ± o,o4c 1,68 ± o,olc 1,82 ± O,Olb 1 88 ±o 02 a,b 
' ' 

1,96± 0,01 a 

média ± desvio padrão; médias com letras iguais na mesma linha não apresentam diferença significativa (p 
> 0,05). 

Observa-se que com o aumento do tempo de agitação hã uma diminuição da 

recuperação de C-PC, sobretudo para tempos maiores. Por outro lado, para o grau pureza, 

verifica-se um efeito positivo em função do tempo de agitação: quanto maior o tempo de 

agitação, maior a absorção de outras proteíuas e, consequentemente, maior a pureza. 
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Fekrat et ai. (2018) reportou resultados semelhantes em que o aumento do tempo de 

agitação reduziu o valor do teor C-PC; contudo, diferente do que foi encontrado no 

presente estudo, os pesquisadores evidenciaram que o grau de pureza também decaiu em 

tempos maiores de agitação. 

O tempo de agitação de 1 O min foi considerado o melhor para atingir o equilibrio 

entre o percentual de recuperação de C-PC e o grau de pureza. Nessa condição, foram 

encontrados valores de pureza de 1 ,82 e um percentual de recuperação de 81%. Este 

resultado assemelha-se ao encontrado por Fekrat et ai. (20 18) que encontraram um tempo 

ótimo de agitação para etapa de purificação por adsorção de 10,2 min, atingindo pureza 

de 3,14, com rendimento de 79%. 

5.5 Precipitação com sulfato de amônio 

Para avaliar a eficiência da precipitação com sulfato de amônio na purificação do 

extrato bruto das C-PC, foram construídos gráficos do teor de C-PC e do grau de pureza 

no precipitado e no sobrenadante em função das diferentes concentrações da solução de 

(NH4)2S04, conforme mostrado nas Figuras 25 e 26, respectivamente. Os pontos 

experimentais foram unidos por retas para melhor visualização. 
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Figura 25. Teor de C-PC no precipitado e sobrenadante em função das diferentes 

concentrações de (NH.4)2S04. 
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Figura 26. Pureza no precipitado e sobrenadante em função das diferentes concentrações de 

{NHt)2S04. 

Como pode ser observado na Figura 25, ao aumentar o nível de concentração do 

sal, o teor de C-PC encontrado no precipitado aumentou e, consequentemente, reduziu no 

sobrenadante. A concentração de (NH4)2SÜ4 que proporcionou extratos com maior 

pureza e teor de C-PC foi de 50%. Além disso, observou-se que, em concentrações acima 

da ótima, ocorreu uma redução do grau de pureza devido à degradação do pigmento de 

interesse. 

No trabalho realizado por Gorgich et al. (2020), ao avaliarem a precipitação com 

(NH4)2S04no extrato bruto de C-PC obtido com tampão fosfato de potássio, a condição 

ótima foi observada a 60 % de concentração. Além disso, diferente do presente estudo, o 

aumento da concentração do sal não afetou o teor das C-PC. Essa diferença pode ser 

atribuída à extração salina com CaCh realizada anteriormente à purificação; acredita-se 

que o meio salino possibilitou que a condição ótima fosse obtida em uma menor 

concentração de (NH4)2S04. A extração salina das C-PC seguida da etapa de precipitação 

com sal também apresentou bons resultados no trabalho realizado por Manirafasha et al. 

(2017). Na Figura 25 observa-se também, a degradação do pigmento em concentrações 

mais elevadas de (NH4)2S04 que pode ser atribuída à desnaturação das C-PC em função 

do excesso de sal. 
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5.6 Estratégias de purificação 

Com o intuito de avaliar as técnicas de purificação em combinação, diferentes 

estratégias de purificação foram adotadas: 1) precipitação salina seguida de uma etapa de 

filtração com membrana; 2) etapa de adsorção seguida de precipitação salina; e 3) etapas 

de adsorção e precipitação salina seguidas de etapa de filtração por membrana. 

Na estratégia 1, cujos resultados estão apresentados na Tabela 20, avaliou-se a 

precipitação salina, na melhor condição de concentração de (NH4)2S04 (50%), seguida 

de uma etapa de filtração com membrana (hidrofilica de fluoreto de polivinilideno ). 

Observa-se que o fator de recuperação no precipitado foi de 72% e a pureza 1,55; após a 

filtração com membranas, o percentual de recuperação de C-PC diminuiu para 67 % e o 

grau de pureza aumentou para 2,07. Resultado semelhante foi encontrado por Kumar & 

Wattal, (2014) ao avaliarem a precipitação das C-PC com solução de (NH4)2S04a 65 %, 

alcançando extratos com pureza de 1,5 e fator de recuperação de 80%. 

Tabela 20.Percentual de recuperação de C-PC e pureza utilizando a estratégia I. 

Recuperação (%) 

Pureza 

Extrato bruto 

100" 

1,16° 

Precipitação Filtração 

((NII4)2S04, 50o/o) membrana 

72± lb 

1,55 ± 0,02b 

67± 1° 

2,07 ± 0,02" 

média ± desvio padrão; médias com letras iguais na mesma linha não apresentam diferença significativa 

(p > 0,05). 

Na estratégia 2, a precipitação por adsorção com CA (12 g L-1) e a precipitação 

salina com (NH4)2S04 (utilizando diferentes concentrações) foram aplicadas de forma 

sequencial. O grau de pureza e o teor de C-PC dos extratos, em função das diferentes 

saturações da solução de (NH4)2S04, são apresentados nas Figuras 27 e 28. 

Os gráficos mostram que a etapa de adsorção não modificou o comportamento 

geral do teor de C-PC e da pureza no precipitado e no sobrenadante. A concentração ótima 

de (Nfu)2S04 permaneceu em 50%, sendo observada, também, degradação das C-PC 

para valores superiores de concentração. Nessa condição foi encontrado um grau de 

pureza de 1,98 e um percentual de recuperação de 53 %. 
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Figura 27. Teor de C-PC no precipitado e sobrenadante em função das diferentes concentrações de 

(NH4)2S04. 
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Figura 28. Pureza no precipitado e sobrenadante em função das diferentes concentrações de 

(NH4)2S04. 

A terceira estratégia de purificação adotada consistiu em realizar uma etapa de 

filtração por membrana após as etapas de adsorção e precipitação salina. Os resultados 

obtidos estão apresentados na Tabela 21, em que se observa que o grau pureza aumentou 

de 1,98 para 2,52 com a realização da etapa de filtração. Observa-se, também, que não 

houve diferença no percentual de recuperação da C-PC com a adição dessa etapa. 
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Tabela 21. Percentual de recuperação de C-PC e pureza em diferentes etapas do processo de purificação. 

Extrato Bruto Adsorção Precipitação Filtração 

CA ((N114)2S04,50%) membrana 

Recuperação 1008 81 ±2 b 53 ±1' 51 ±1' 

(%) 

Pureza 1 16d , 1,81 ± 0,02' 1,98 ±O,Olb 2,52 ± 0,02' 

média ± desvio padrão; médias com letras iguais na mesma linha não apresentam diferença significativa 

(p > 0,05). 

Embora o grau de pureza obtido com a aplicação das estratégias de purificação tenha 

sido maior do que a aplicação das técnicas isoladas, observa-se que o teor de recuperação 

das C-PC foi menor ao utilizar essas combinações. Maior grau de pureza e, 

consequentemente, menor fator de recuperação foram relatados no trabalho de Gantar et 

al. (2012), ao utilizar estratégia de purificação com precipitação por adsorção seguida de 

saturação fracionada com (NH4)2SÜ4 encontrar extratos com grau de pureza de 4,2. O 

maior grau de pureza encontrado pelos pesquisadores pode ser atribuido a biomassa, bem 

como as diferenças das características dos adsorventes e a saturação do fracionamento. 

De forma geral, observa-se que a aplicação de etapas de purificação em sequência, 

apesar de elevar o grau de pureza dos extratos, possuem impacto negativo no fator de 

recuperação. Nesse contexto, a estratégia a ser adotada depende da aplicação futura das 

C-PC. Comparando a precipitação por adsorção e a precipitação salina, a primeira é mais 

vantajosa considerando o menor tempo necessário para realizar a purificação, além de se 

apresentar como um método mais ambientalmente favorável. 
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Capítulo 6 - Conclusões 

Nesse capítulo são apresentadas as principais conclusões do presente trabalho que 

teve como objetivos: i) propor uma metodologia de extração de ficocianinas provenientes 

da Spirulina platensis assistida por ultrassom utilizando soluções salinas e ii) avaliar 

métodos de purificação de baixo custo para a obtenção de extratos altamente concentrados 

e purificados em ficocianinas. 

Com relação às condições de extração, a amplitude do US apresentou efeito 

significativo no teor de C-PC e na pureza dos extratos, enquanto a concentração da 

solução salina exibiu efeito apenas no grau de pureza. Dentre os solventes em estudo 

(NH4Cl e CaCh), embora o teor máximo de C-PC tenha sido obtido com a solução de 

NIUCl, a solução de CaCh proporcionou extratos com maior grau de pureza e menor teor 

de clorofilas. A condição ótima de extração para a solução de CaCh foi de 41% de 

amplitude e concentração de 8,5 g L"1, sendo essa a escolhida a para a realização dos 

estudos de purificação. 

Na condição otimizada de extração foi evidenciado que o US promove o 

rompimento celular de maneira eficiente e que a força iônica da solução de CaCh, além 

de reduzir a coextração das clorofilas, proporcionou extratos mais purificados e com 

maior teor de C-PC. A comparação entre a extração assistida por US e o método 

convencional de congelamento/descongelamento mostrou que ambos os métodos 

apresentaram o mesmo desempenho em relação ao teor de C-PC, mas para o grau de 

pureza o método convencional apresentou melhores resultados. 

A utilização de diferentes técnicas de purificação, isoladas ou em combinação, 

resultaram em extratos com diferentes graus de pureza de C-PC. Embora, a combinação 

das técnicas de purificação apresenta resultados satisfatórios em relação ao grau de 

pureza, uma menor recuperação do pigmento é observada. Individualmente, a técnica de 

adsorção com carvão ativado isolada se apresenta como um método mais vantajoso, em 

função da simplicidade e menor tempo de execução do processo, além de ser um método 

de purificação mais ambientalmente amigável. 

Por fim, acredita-se que a combinação da extração assistida por US e a purificação 

por adsorção apresenta-se como uma metodologia atrativa para obtenção de extratos de 

C-PC com alta concentração e pureza. Nesse contexto, maiores estudos devem ser 
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realizados para padronização da técnica de precipitação por adsorção a fim de se obter 

extratos mais purificados. 

Sugestões para trabalhos futuros 

A partir desse estudo, pode-se elencar algumas sugestões para trabalhos futuros: 

• avaliar as características dos adsorventes do método de purificação por adsorção: 

massa molecular da CS e tamanho de poro do CA; 

• avaliar a estabilidade dos extratos obtidos com a tecnologia do US antes e após a 

purificação. 
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