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Resumo

Uma alternativa aos corantes sintéticos utilizados na indistria de alimentos sio os
corantes naturais, como os provenientes de microrganismos. Nesse sentido, a
cianobactéria Arthrospira (Spirulina) platensis se destaca pelo elevado teor de ficocianina
(C-PC), pigmento fotossintético acessdrio de cor azul, que apresenta atividade
antioxidante, anti-inflamat6ria e anticarcinogénica. Todavia, para a obtengdo desse
pigmento de forma purificada e viavel, a escolha do solvente extrator, do método de
extragdo e purificagdo adequado tornam-se essenciais. Nesse contexto, o objetivo do
presente trabalho foi estabelecer estratégias de extragdo e purificagdo de C-PC da
Spirulina platensis. Inicialmente, buscou-se uma metodologia de extragéo baseada no uso
de solugdes salinas e aplicagdo de ultrassom (US), que proporcionasse alto rendimento ¢
pureza das C-PC. Para tanto, realizou-se um delineamento composto central rotacional
(DCCR) cujas varidveis independentes foram a concentrag@o da solucéo de salina (NH4Cl
e CaClz, 1 - 20 g ') e a amplitude do US (20 - 70%). Embora a solugdo de NH4Cl tenha
possibilitado extratos com maior teor de C-PC, a solugéio de CaCl: foi considerada um
solvente mais seletivo, uma vez que proporcionou extratos com maior pureza e reduziu a
coextragdo das clorofilas. A condig8o 6tima de extrac#o para a solugéo de CaCl» foi obtida
aplicando-se 41% de amplitude ¢ 8,5 g L™ de concentragio, resultando em extratos com
teor de C-PC de 58 + 2 mg g! e pureza de 0,96 = 0,03. Para a etapa de purificagio,
utilizou-se técnicas de precipitagio com sulfato de amdnio e adsorgéo com carvéo ativado
e quitosana. Ao avaliar a purificagio por precipitagio com sulfato de aménio, a
concentragéo otima obtida foi de 50%, ocorrendo desnaturagio desse pigmento para
maiores concentragoes. Para a técnica de precipitacdo por adsorcéo, o uso de quitosana
apresentou efeito negativo na purifica¢io dos extratos; o uso de carviio ativado, por sua
vez, resultou em extratos com maior pureza. A combinagdo da extragéo assistida por US
de C-PC da Spirulina platensis e a sua purificagéo por adsorgdo apresenta-se como uma

metodologia atrativa para obtengdc de extratos com alta concentragio e pureza.

Palavras-chave: ficobiliproteinas, cianobactéria; forga idnica; precipitagdo; pureza.



Abstract

An alternative 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 of phycocyanin (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 of C-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 (NH4Cl and CaCl,
120 g L") and US amplitude (20 — 70%) as independent variable. Although the NH4Cl
solution resulted in extracts with higher C-PC content, the CaCl: solution was considered
a more selective solvent, providing extracts with higher purity and lower chlorophylls co-
extraction. The optimal extraction condition for the CaCl: solution was obtained by
applying 41% of amplitude and 8.5 g L! of concentration, resulting in extracts with a C-
PC content of 58 + 2 mg g 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 (NH4)2SO4 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 of the extracts; the use of
activated carbon, in turn, resulted in extracts with greater purity. The combination of US-
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.
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Capitulo 1 — Introducio

Devido a crescente conscientizagido por parte da populagdo quanto aos efeitos
deletérios dos corantes sintéticos utilizados na ind@stria 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 colorago azul-esverdeada, vem sendo amplamente estudada por
apresentar elevado teor de pigmentos, incluindo clorofila-a, B-caroteno, luteina e,

principalmente, as ficobiliproteinas.

Dentre as ficobiliproteinas, a ficocianina ¢ o principal pigmento encontrado na
Spirulina platensis; é um pigmento de coloragdo azul, hidrossolivel, com absorgdo
maxima no comprimento de onda de 620 nm, que apresenta propriedades antioxidantes,
antiflamatorias e anticarcinogénicas. Além de ser utilizada como corante na formulagio
de produtos alimenticios, o interesse pelas ficocianinas vem aumentando em virtude de
suas propriedades nutricionais, bem como da sua capacidade fluorescente, a qual
possibilita a sua utilizagdo como marcador bioquimico para analises quimicas €

biolégicas.

A obtencgfo das ficocianinas envolve a desintegracio da membrana celular da
cianobactéria, que normalmente comega com extragio sélido-liquido utilizando solvente
aquoso. No geral, a escolha do método de extragéo, o tipo de sclvente, a temperatura e a
razio biomassa/solvente sdo fatores com forte influéncia no rendimento do processo de
extragdo. Varias técnicas de rompimento celular sdo utilizadas para a obtengdo das
ficocianinas e concentram grande parte dos estudos encontrados na literatura, destacando-
se os métodos mecénicos convencionais, tais como maceragdo, moinhos de bolas,

homogeneizagéo e, principalmente, o congelamento/descongelamento.

Os métodos convencionais, embora apresentem alto rendimento, t€m como
desvantagens o maior tempo de extragio ¢ a necessidade de grande quantidade de
solvente. Para contornar tais limitagdes, o uso dos métodos ndo convencionais, tais como
o campo elétrico pulsado, campo elétrico moderado, ultrassom e micro-ondas,
apresentam-se como uma boa alternativa. Dentre os métodos néo convencionais, destaca-

se a tecnologia do ultrassom, em virtude do menor tempo de processo proporcionado pelo
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fen6meno da cavitagdo. Contudo, tal tecnologia, por ser mais abrasiva, resulta na extragéo

de alguns componentes indesejaveis, responsaveis por reduzir a pureza do extrato.

O grau de pureza é um importante pardmetro que determina o campo de aplicagdo
e o valor comercial das ficocianinas. Diversos protocolos que envolvem o uso de métodos
ndo cromatograficos ¢ cromatograficos em sequéncia tém sido relatados para a
purificacdo desse pigmento. No geral, quanto maior o grau de pureza, maior o custo do
processo, em funcdo da complexidade e da quantidade de técnicas envolvidas, Nesse
sentido, a otimizagdo dos métodos de extragfio apresenta-se como uma importante
ferramenta para a obtencdo de extratos com maior pureza, com o intuito de minimizar as
etapas de purificagdo. Recentemente, alguns estudos relatam que o uso de solugbes
salinas, como meio extrator, resulta na obtengéo de extratos de ficocianinas com maior

grau de pureza.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo estabelecer uma
metodologia de extragdo, baseada no uso de solucOes salinas e ultrassom, que
proporcionasse alto rendimento ¢ pureza das ficocianinas provenientes da Spirulina
platensis. Além disso, métodos de purificacdo de baixo custo foram avaliados para se
definir uma estratégia que resultasse em extratos altamente concentrados e purificados

em ficocianinas.

O presente documento esta estruturado conforme descrito a seguir. No Capitulo 2
s3o apresentados os objetivos do trabalho. No Capitulo 3 & apresentada a fundamentagio
tedrica e a revisdo bibliografica sobre os principais aspectos relacionados as
cianobactérias, com énfase nas ficocianinas e nos métodos de extragéo e purificagédo para
obtengdo desse pigmento. Em seguida, o Capitulo 4 apresenta os materiais ¢ métodos
utilizados, abordando as metodologias de extracdo, quantificagdo e purificagdo desse
pigmento. Os resultados obtidos no presente trabalho estéio apresentados ¢ discutidos no
Capitulo 5. Finalmente, no Capitulo 6 sdo apresentadas as principais conclusdes do

presente estudo e sugestes para trabalhos futuros.
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Capitulo 2 — Objetivos

O presente trabalho apresentou dois objetivos gerais: i) propor uma metodologia
de extracéo das ficocianinas provenientes da Spirulina platensis assistida por ultrassom ¢
com o uso de solugbes salinas; ii} avaliar métodos de purificagdo de baixo custo para a

obtengdo de extratos altamente concentrados e purificados em ficocianinas.
A partir dos objetivos gerais, tem-se 0s seguintes objetivos especificos:

e avaliar o emprego da solugéo de cloreto de amonio (NH4Cl) e cloreto de
calcio (CaClz) como solventes de extragfo, identificando a concentragio
que maximize o rendimento ¢ a pureza dos extratos brutos de ficocianina,

e avaliar a tecnologia do ultrassom para extragdo de ficocianina,
identificando as melhores condigdes de operagdo do equipamento;

e comparar os resultados obtidos com o método convencional de
congelamento/descongelamento;

o avaliar as técnicas de precipita¢do salina e precipitagdo por afinidade como
metodologias para purificacdo do extrato bruto de ficocianinas na condigéo

otimizada de extragéo.
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Capitulo 3 - Fundamentacio tedrica e revisiao bibliografica

O presente capitulo apresenta, inicialmente, uma reviséio bibliografica sobre as
cianobactérias e seus principais componentes bioativos, enfatizando-se as ficocianinas
(C-PC) proveniente da cianobactéria Spirulina platensis (S. platensis). Na sequéncia, €
apresentada uma revisdao sobre os métodos de extragdo das C-PC, com destaque para a

tecnologia de ultrassom. Por fim, sfo abordadas técnicas de purificagdo desse pigmento.

3.1 Cianobactérias

Pertencentes ao reino Monera, as cianobactérias, também conhecidas por algas
azuis ou algas cianoficeas, estdo entre as formas de vida mais primitivas da Terra. Sdo
microrganismos procaridticos e fotossintetizantes, com parede celular semelhante as
bactérias gram-negativas. Em virtude da elevada tolerAncia as condigBes ambientais e
climaticas, as cianobactérias podem ser cultivadas em diversos ambientes aquaticos,
como agua doce, salobra ou marinha. (Cetesb, 2013; Miranda, 2014; Singh et al., 2005).

Os principais grupos de cianobactérias estio apresentados na Tabela 1. De acordo
com sua morfologia, esses microrganismos podem ser encontrados na forma de talo
unicelular, denominado cocbide, e talo filamentoso. Os unicelulares se apresentam como
cé€lulas individuais, suspensas ou em agregados, enquanto os filamentosos podem
apresentar uma bainha, cujo filamento celular ¢ designado como tricoma. Alguns dos
talos filamentosos podem conter células especiais originadas de células vegetativas:
esporos resistentes ac clima (acineto) e de parede espessa (heterocistos) (Narciso, 2016;
Singh; Kate; Banecjee, 2005).

Assim como as plantas, as cianobactérias realizam fotossintese para obtengédo de
energia. No entanto, por ndio possuirem clorofila-b, elas absorvem luz principalmente na
regifio azul e vermelha do espectro visivel devido & presenca da clorofila-a. Para
compensar essa lacuna, esses microrganismos possuem as ficobiliproteinas (PBPs) que
sdo responsaveis por absorver a porgédo de luz que néo ¢ absorvida pela clorofila, tornando
o processo de fotossintese mais eficiente. As PBPs estéo localizadas nas ficobilissomas,
o0s quais estdo situadas sobre a superficie externa da membrana do tilacoide. (Hsieh-Lo et
al., 2019).0 espectro de absorgio das clorofilas e das PBPs ¢ apresentado na Figura 1.
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Tabela 1. Principais grupos de cianobactétiag,

Morfologia Ordem Género
Unicelnlar ou Chroococcales Gloeobacter
Colaonial Chroocoecus
Microcystis
Unicelular cu Chamaesiphonales Chamaesiphon
Colonial Pleurocapsales
Dermocarpa
Filamentosa Nostocales Oscillatoria
Microcoleus
Spiruling
Filamentosa Nostocaceae Angbaena
{Heterocistos) Rivulariaceae Nostoc
Scytonematacede Cylindrospernum
Calothrix
Filamentosa Stigonemaiales Westiella
(Acinetos) Fisherelia
Stigonema
Fonte: Adaptado de Singh; Kate; Banecjee (2005).
’: Clorofila-b ~ Eicoeré\ttina , Ficocianina
Clorofila-a H‘“n
g | f L

350 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
=" .

Comprimento de onda (nm)

Figura 1. Espectros de sbsorglio das clorofilss e ficobiliproteings.
Fonte: Adaptado de Warren {2011).
Dependendo da cor e das propriedades de absorbéncia, as PBPs podem ser
divididas em trés principais classes: ficoeritrina (PE, de cor rosa brilhante ou vermelho),
ficocianina (C-PC, de cor azul mais escuro) e aloficocianina (APC, de cor azul mais
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claro) (Iher et al., 2018; Sun ¢f al., 2006). Conforme representado na Figura 2, essas
moléculas estio organizadas na forma de ume cascete de transferfncia de energia, indo
da PE para a8 C-PC e, posteriormente, pera a8 APC, de tal forma que a energia absorvida
seja canalizads para o fotossistema II (Ferndndez-Rojas ef al., 2014; Haich-Lo et al,,
2019).

h

h, |

A = 680 nm

||||||

Tilacoide

2H:0; 0; +4H

Figura 2. Organizagn estrutural do ficbilissomo.
PSII = fotossisternes II; PSI = fotossistemas L
Fonte: Adepiado de Hiich-Lo ef al. (2019).

No geral, a8 ciancbactérias se spresentam como uma importante fonte de
pigmentos, lipideos, proteinas e carboidratos. Temperatura e exposigio ao sol siio fatores
que podem afeter fortemente a composicio desses microrganismos (Narciso, 2016; Singh
et al., 2005). Recenternente, as cianobactétias vém gamhando considerdvel atenglio em
virtude da ampla variedade de aplicagles bioteenolégicas dos seus componentes
bicativos. O pigmentos podem ser utilizados na indfstria de alimenios, farmacéutica e
como marcadores seletivos em téenicas sensfveis de fluorescéncia. Og lipideos, por sua
vez, podem ser considerados madéria-prima pars a produgio de biocombustivels e
alimentos. Ademais, do ponto de vista ambiental, esgses microrganizmos desempenham
um importante papel no ciclo do carbono, oxigénio e nitrogénio (Hess, 2011; Narciso,
20186).

3.2, Spirulinag platensiy

Dentre as diferentes espécies de clanobactérias, a 5. platensis concentra grande
parte dos estudos que envolvem a exiragéio das C-PC (Hsieh-Lo et al., 201%; Singh et al.,
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2005). A Spirwling, fol reoomeada como Artfeospire, todavis, devido ao seu uzo
atmplstietis cotthecids como alitnerho ¢ suplanato dietticn, 08 dols tamas passain 3
ger utilizados (Borks, V. A.; Farreirn Canargo, 2003). Esse migrorgenismo esth inserido
no reine Bactéria, da classe Ciancficea, que aprescnts mm tolal de 13 espéoics, dua quais
deatnon-ge, além da S platensiy, o Spirviing fioiforme © 8 Spiruling maxiswis {Cactano,
2018; Lopstini «f al, 2016).

A 8. platenris tem mde foco de imporimizs peaquisas biotecnolégicas devido,
principalmemic, a s importincia nubicional Em 1981, o FDA {Food and Drug
Acdminictration) aprovou mua comeecializagio como alimsato/mplemsmo gem rigco para
a safde hemana. Atuslmenie, 8 8. platereric & 8 eepicie de clanchactira maie cultivada @
comercializada e divegos patked, como Aletnanha, Bragll, Bspaiba, Franca, Catada,
BRytaddog Umidns, entre uiros, onde 8 sdminiyirecio piblice & smitiris g aproverem pam
o consumo humeno, com mms predogio emual superior & 5000 toncladaz (Ali & Salch,
2012; Gimlde-Cualderén et al., 2018; Vemés et al., 2019).

Uma microscopia de ofluls de S platenris & spresentads ns Figam 3. Ess
cisnchactéria € filementogs, carncterizada por nm arranjo de céhulas cilindricss dispostas
de forma helicoidal, denominadas tricomas, com comprimento que peds variar de 20 a
200 pm & largura de 5 8 6 pm. Sus reprodogdo acontece por divizsdo binkria, sm que ocorre
a formuacho do hommogdnia (ttleema), dands indcio & mm tovo filaments (Bamos, 2010).
No citgplapma, pode-se encontrer principatmente vaqiolos ¢ tilacoides (Lupatini «f ai,,
2016; Soarcs, 2013).

Fimﬁ.lﬁnmpild-ﬁhiudlm.m
Fonte: Dibora Pez Tassahie (2019)
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Geralmente, a S. platensis € encontrada em regides tropicais € subtropicais, em
meic aquatico com elevado teor de carbonatos € bicarbonatos, ou seja, meios com pH
alcalino e salinidade elevada (Ali & Saleh, 2012). Tais condigbes tornam seu cultivo
bastante atrativo, pois os habitats extremos inibem o crescimento de microrganismos
indesejados. Além disso, sua parede celular € facilmente rompida, o que facilita o acesso
aos seus importantes componentes bioativos (Lupatini ef al., 2016). Sua composigdo
pode variar em func¢io do meio de cultivo, sendo comumente cerca de 50 -70 % (m/m) de
proteinas, 10 -15 % (m/m) de carboidratos € 5-10 % (m/m) de lipideos (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 ef al., 2018; Ferreira-Santos ef al., 2020; Martelli ef al., 2014).

3.3. Ficocianina

A C-PC & um pigmento solivel em dgua, de coloragfo azul intensa, que se destaca
na literatura como a fra¢io proteica mais explorada da S. platensis. Esse pigmento
apresenta ampla aplicabilidade comercial, podendo ser utilizado como corante na
industria alimenticia, para gomas de mascar, sorvetes, refrigerantes, doces, ¢ em
cosméticos, como batons ¢ delineadores. A utilizagdo da C-PC como substituto aos
corantes sintéticos é promissora, pois além de fornecer aparéncia atrativa, pode incorporar
valor nutricional aos alimentos (S. Hadiyanto et al., 2016; Su et al., 2014). De acordo
com a fonte de obtengéo, a ficocianina pode ser classificada em trés grupos: C-PC, R-PC
e C-PCII, quando provenientes, respectivamente, de cianobactérias, algas vermelhas e

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

Independente da fonte de obtengéo, a literatura reporta a importancia de considerar
as caracteristicas fisico-quimicas desse pigmento, para executar processos de extragio e
purificagdo. O pH, a forca iénica da solugéo e a temperatura sdo pardmetros essenciais
para manter a estabilidade da C-PC (Chaiklahan ef al., 2012a; Ferreira-Santos et al.,
2020). No geral, a molécula apresenta instabilidade a luz, baixa temperatura de
desnaturagio (55°C) e mostra ter maior estabilidade para uma faixa de pHs entre 5-7
(Chaiklahan et al., 2012a; Ferreira-Santos et al., 2020; Martelli et al., 2014).

A C-PC possui estrutura quimica composta por uma proteina € um componente
ndo proteico, denominado ficocianobilina. A parte proteica da C-PC consiste em um
monémero formado por duas subunidades em forma de hélice, chamadas alfa (o) € beta

(B), com um cromoéforo da bilina ligado 4 subunidade a e dois deles a subunidade . Os
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mondmeros ge refinem para formar um trimere em forma de anel (af)s, requltando em
estnpuras hexaméricag [(afhl. A ficocianobiling & o crombforo responsével pela
colorag@o azul da molémula, que consists em um grupo tetrapirrol de cadeia sberta qus se
liga covalenternente 4 protefna por meio de uma ligagiio tio &ter (Figura 4) (Feméndez-
Rojas ef al., 2014; Romay et al., 2005).

Proteina

i

0
1]

[ e e s

COOH HOOC

w

Ligaciio tioéter 3

Figure 4. Batruturs quimicn de ficocisnobiling.
Fonte: Adsptade de Haich-Lo st al {2019).

A C-PC apresenta elevado potencial antioxidente, 10ma vez que pode neutralizar a
agHo de esplcies restives de oxiplnio, taia como o mdical hidroxila (~ OH), o madical
aleoxila (RO #) 2 o radical peroxila (ROO +), resaltando na inibigio da peroxidacio
lipidica (Femndndez-Rojar ef al, 2014: Piero Estrada et af, 2001; Sekar &
Chandramochan, 2008). De acordo com Romay & Gonzalez (2000), a C-PC foi capaz de
puoteger eritrbeitos hnmenos conira lise mduzida por radiceis, spresentande atividade
antioxidante 16 vezes maior 4o que ¢ trolox ¢ 20 vezes maior do que ¢ dcido ascdbico,
Além da atividade antioxidante, o interesge pela C-PC vem crescendo em virtude de soas
proprisdades anti-inflamatfrias, anticarcinogénicas e neuroprotetoras {Senensen ef al.,
2013).

A splicacic e o valor comercial da C-PC dependem fortemente do seu grau de
parezs. Esse parfimetro & avalindo com base na razfio A 50/Azp. que corresponde 3
gbsorbéincia da C-PC a 620 mn » das outres protefnaz a 280 nm. Fazendo-ss um
comparativo, conforme Cisncroe & Rito-Palomares (2004) ¢ Kuddus ef al. (2013), o costo
da C-PC com grau alimenticio (Azzq/ 4280 =0,7) € cerca de 0,13 US$ mg™?, enquanto o
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custo com grau de reagente (0,7 >Agz0/A250<3,9) varia de 1 a 5 US$ mg ~!; o seu valor

com grau analitico (Agz0/A280 = 4.0), por sua vez, pode chegar a 15 US$ mg™'.

A maioria dos estudos relataram que o extrato bruto de C-PC apresenta baixo grau
de pureza, sendo necessiria uma etapa adicional de purificagdo no processo. No geral, os
protocolos de purificagédo para C-PC requerem varias etapas € envolvem o uso de técnicas
complexas ¢ dispendiosas (Lee et al., 2016; Silva et al., 2009). Em suma, o grau de pureza
estd diretamente relacionado aos custos de produgfio, ou seja, quanto mais purificado o
produto, maior o custo para obté-lo (Silva ef al., 2009). Dessa forma, o uso de protocolos
de purificagio 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 redugdo das
etapas adicionais de purificagdo. A seguir, sdo apresentados maiores detalhes sobre os

métodos de extragdo e purificagdo da C-PC.

3.3. Extracio das ficocianinas

Durante os processos de extragdo sélido-liquido, um ou mais compostos sdo
transferidos a partir do material biolégico para o solvente. Inicialmente, ocorre a
transferéncia de massa do solvente para a superficie do sélido, seguida pela difusdo na
matriz sélida, onde ocorre o contato com o soluto. Apés a solubilizagio, a solugéo rica
no soluto retorna para superficie por difusdo molecular, sendo posteriormente, transferida
para 0 meio de extragdo. Em virtude dos diversos fendmenos envolvidos, varios fatores
podem ter efeito significativo sobre o rendimento da extragéo tais como temperatura,
solvente e razdo s6lido/liquido (Jatobd et al., 2016; Kotovicz, 2014; Su et al., 2014).
A C-PC pode ser extraida da biomassa seca, fresca ou congelada. Contudo, ainda nio
existem evidéncias se as caracteristicas da biomassa afetam o rendimento da extragdo. No
entanto, os métodos de pré-tratamento da biomassa podem resultar na perda de C-PC,
alguns estudos relatamm que pardmetros 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 t€ém sido empregados na extragio da C-PC.
Os métodos mais utilizados séo o congelamento/descongelamento, homogeneizacio e

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

convencionais e suas vantagens e limitagoes estdo apresentadas na Tabela 2.

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

Métodos Vantagens Limitacdes Referéncias
Congelamento/ Robusto; Alto consumo de (Kannaujiya et
descongelamento elevada pureza; energia; al., 2017,

boa reprodutibilidade. tempo de processo Narciso, 2016)

elevado.

Moinho de bolas Alta carga de Alta demanda de (Phong et al.,
biomassa; energia quando 2018)
alta eficiéncia. utilizado em larga

escala.

Homogeneizacéo Menor extragéo de Alto consumo de (Ilter et al.,
componentes energia; 2018; Show et
indesejados; al., 2015)

viavel para aplicagdo

em larga escala.

Dentre os métodos convencionais, 0 congelamento/descongelamento tem sido
amplamente utilizado para a extragio de C-PC. O método é comumente aplicado em
laboratérios € empregado como metodologia de referéncia para comparagio com novas
técnicas (Horvath et al, 2013; Ilter et al., 2018; Sarada et al., 1999). O
congelamento/descongelamento promove a extragéic através da dilatagdo seguida de
ruptura da estrutura celular, em virtude da a¢éio dos cristais de gelo formados durante o
congelamento, que atuam como facas afiadas, € com posterior contragfo, durante o
descongelamento (Soni et al., 2006). Esses processos proporcionam mudangas nas
condi¢des de pressdo exercida sobre a membrana celular e choque osmético, devido a
possiveis mudancas de concentragfio de eletrélitos em certas regides, além de destruigéo
fisica da estrutura celular pelos cristais de gelo (Roquebert & Bury, 1993).

Embora o congelamento/descongelamento concentre grande parte dos estudos que
envolvem a extragéo de C-PC, poucos autores avaliaram os efeitos do nfimero de ciclos
no rendimento da extragio € na pureza dos extratos. Segundo Chittapun et al. (2020), o

niumero de ciclos 6timo varia em fungéo da morfologia celular da cianobactéria, sendo
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um pardmetro que deve ser levado em consideragéio na selegéo do processo de extragio.
Esse estudo evidenciou que maiores valores de rendimento e pureza foram obtidos com
3 ciclos para extragdo de C-PC da Nostoc commune, sendo observado uma redugfio nesses

pardametros para numero de ciclos superior a 3.

Tavanandi et al. (2018) encontraram resultados semelhantes para a C-PC
proveniente da S. platensis. Maior rendimento ¢ pureza foram obtidos com 4 ciclos de
congelamento/descongelamento, sendo que, para um aumento adicional no niimero de
ciclos, embora fosse obtido um ligeiro aumento no rendimento, obteve-se uma redugio
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 torna seu uso invidvel em escala industrial (Ferreira-Santos et al., 2020).

Conforme observado na Tabela 2, os principais desafios dos métodos
convencionais de extragdo séc o elevado tempo de processo e o alto gasto energético.
Como alternativa a esses métodos, pode-se citar a extragdo assistida por ultrassom, a
extragdo com fluido supercritico e a extragdo utilizando enzimas (S. H. Hadiyanto, 2016).
Dentre esses métodos, muitos estudos t8m utilizado o ultrassom para obtengéo da C-PC,
principalmente devido ao menor tempo de processo (S. H. Hadiyanto, 2016; Li et al.,
2020; Tavanandi et al., 2018).

Extracfio assistida por ultrassom

A tecnologia de ultrassom (US) consiste na aplicagéio de ondas mecénicas, com
frequéncias superiores a audicdo humana (de 20 kHz a 10 MHz). Nos liquidos, o
fendbmeno da cavitagio é o principal efeito da propagacio dessas ondas, cuja
representagdo esquematica esta mostrada na Figura 5. Esse fendmeno é caracterizado pela
formagdo de bolhas devido as sucessivas zonas de compresséo e rarefagéo. As bolhas de
cavitagdo crescem e diminuem ao longo do ciclo da onda, podendo se tornar instaveis, e
colapsar (Soria & Villamiel, 2010; Vernés et al., 2019b).

O colapso das bolhas de cavitagdo leva a um aumento local de pressdo e
temperatura do meio, com curta duragio de tempo, podendo chegar a temperatura na
ordem de 5000 K e presséo de 1000 atm. Caso essa implos@o ocorra proximo a parede

celular da matriz vegetal, a energia gerada pode provocar um elevado impacto sobre a
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superficie, ocasionando um aumento na sua permeabilidade, facilitando, desta forma, a
liberagdo de compostos intracclulares (Greenly & Tester, 2015; Meregalli, 2017).

Compressio

Rarefagio
o o O o O o o o

Figura 5. FenSmeno da cavitagfio.
Fonte: Adaptado de Sonotronic ultrasonics technology (2017).

Nos processos de extragdo, o US apresenta as seguintes vantagens: fcil operagdo,
elevado rendimento, menor consumo de tempo, de energia e de solvente. Além disso, os
equipamentos podem ser facilmente adaptados para operagdes em larga cscala
(Kannaujiya et al., 2017; Phong ef al., 2018). Alguns autores estudaram o efeito dessa
tecnologia para a extragio da C-PC (8. Hadiyanto et al., 2016; Li et al., 2020; Tavanandi
et al., 2018). S. Hadiyanto ef al. (2016) relataram que a extragio de C-PC por US
apresentou efeito positivo em comparag3o com a extragio convencional via Soxhlet. O
US, além de ter aumentado o rendimento de 11,15% para 15,66%, reduziu o tempo de
extragdo 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 extragio (homogeneizagio,
macceragio ¢ congelamento/descongelamento). Os resultados sugerem que apenas o US,
para um tempo de extragio de até 3 minutos, néio apresentou boa eficiéncia (43,62%).
Todavia, para todas as combinagdes do US com os métodos convencionais testados,
foram observadas boa sinergia. US combinado com congelamento/descongelamento
apresentou maior eficiéncia (91,62%), seguido pelo uso do US com maceragio (83,45%).

A intensidade da sonificagio, temperatura e tempo séio parimetros com grande
influéncia na extragio assistida por US. No geral, os processos de extragio sdo
favorecidos com a US de alta intensidade, caracterizado por baixa frequéncia (16-100
kHz) e poténcia elevada (normalmente >1 W.cm™) (Soria & Villamiel, 2010). Segundo
lter et al. (2018), Li et al. (2020) ¢ Tavanandi ef al. (2018), os melhores rendimentos de
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C-PC foram obtidos usando o US com amplitude entre 40 ¢ 60 %, a temperatura € outro
pardmetro que afeta fortemente a estabilidade da C-PC, sendo que temperaturas de
extragfio acima de 55 °C podem ocasionar a desnaturagfio da proteina (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 extragio. O aumento do tempo
favorece a dissolugio do composto alvo, resultando em um ganho de rendimento.
Todavia, do ponto de vista econdmico, longos tempos de extracdo sdo indesejaveis
(Rafiqi et al., 2019).

De maneira geral, o efeito da tecnologia do US apresenta resultados contraditérios
no rendimento da extragio das C-PC. Ilter et al. (2018), ao avaliarem a extragio das
C-PC com o método do US, micro-ondas e o método convencional de homogeneizagao,
nas condi¢des otimizadas, observaram que o teor miximo desse pigmento foi obtido com
a aplicagdo da tecnologia do US (98,84 mg g™!). Resultado semelhante foi relatado por
Moraes et al. (2011), ao evidenciarem que maiores rendimentos de extragdo das C-PC
foram obtidas com US, quando comparados aos outros métodos de extragdo utilizados.
Por outro lado, Liao et al. (2011) determinaram o rendimento da extracdo usando US e
obtiveram 18,2 mg g de C-PC e pureza de 0,65, sendo que o método convencional de
extragdo direta no solvente apresentou extratos mais purificados e com mesmo teor de
pigmentos.

Com relagdo ao grau de pureza dos extratos, Tavanandi ef ¢/. (2018) avaliaram a
extragdo assistida por US em comparagdo com outros métodos de extragdo convencionais
e observaram que o US proporcionou extratos menos purificados. Nesse contexto, embora
o US apresente comumente bons rendimentos na extracio 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 0 meio outros compostos intracelulares.
Como resultado, além da menor pureza, alguns trabalhos relatam que a cor azul,
caracteristica da C-PC, € usualmente suprimida e a cor verde, caracteristica da clorofila,
é observada (ilter et al., 2018; D P Jaeschke et al., 2020; Li et al., 2020).

Em geral, observa-se que os trabalhos encontrados na literatura relacionados com
a extracio das C-PC via US analisam somente o rendimento de extracdo, nfo
apresentando uma avaliagdo da qualidade dos extratos. Além disso, os trabalhos ndo

avaliaram o uso dos métodos de purificagéio para obtengdo desse pigmento. Assim sendo,
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s80 necessarios mais estudos acerca da adigéio de uma etapa de purificagéo dos extratos
de C-PC.

3.4 Purificagdo de ficocianina

O grau de pureza é um importante parfmetro que determina aplicacio da
ficocianina {C-PC). Conforme descrito previamente, a avaliagio deste parimetro & obtida
com base na razio entre a absorbéncia da C-PC a 620 nm e de outras proteinas a 280 nm.
Purezas acima de 0,7 e 4,0 t&ém sido consideradas, respectivamente, de grau alimenticio ¢
analitico. Grande parte dos estudos relataram que os extratos brutos de C-PC apresentam
baixa pureza, sendo indispensdvel uma etapa adicional de purificagfo para viabilizar sua
comercializagio (Lee et al, 2016). A escolha do método de purificacio depende das
caracteristicas fisico-quimicas da proteina de interesse, dos contaminantes presentes e da
sua aplicabilidade (Sbeghen, 2017).

Embora a literatura apresente uma ampla variedade de trabalhos que envolvem a
purificagdo da C-PC, poucos avaliaram a influéncia do meio de extragdo na pureza dos
extratos bruto. Comumente, para a obtengao da C-PC, é utilizado o tampéo sodio fosfato
como solvente extrator (Martelli ef al., 2014; Sarada et al., 1999; Tavanandi et al., 2018).
No entanto, recentemente, alguns estudos relatam que solugbes salinas se apresentam
como alternativas para a obtencio dessa proteina. Manirafasha ef al. (2017) realizaram a
extragéc da C-PC com solugéo de cloreto de aménia (NH4Cl) e compararam os resultados
com os obtidos utilizando o tampéo sédio fosfato. Apesar de ndo apresentar diferenca
significativa em termo de concentragdo de C-PC, a solugdo de NH4Cl proporcionou a
obtencdo de extratos mais puros. O estudo evidencia que o uso dessa solugédo € vantajoso
pois extratos com maior pureza requerem um menor nimero de etapas de purificacéo.
Outro fator a ser levado em consideragéo € o econémico, uma vez que o custo da solugéo

com NH4Cl ¢ praticamente a metade do custo da solugéo de tampéo sodio fosfato.

Ilter et al. (2018) também avaliaram a extragdo de C-PC com solugdo de cloreto
de célcio (1,5%, m/v) em comparagéo com tampédo sddio fosfato e agua destilada. O
trabalho avaliou diferentes solventes utilizando trés métodos de ruptura celular:
homogeneizagdo, US e micro-ondas. Em todos os métodos testados, a solugéo salina de
CaCl; resultou em extratos de C-PC com coloracgéo mais azulada, quando comparado com
os outros meios. Além disso, os extratos obtidos com tampdo sodio fosfato e dgua

destilada apresentaram coloragdo mais esverdeada, sendo um indicativo de maior
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extragdo de clorofila. Os resultados encontrados por Ilter er al. (2018) podem ser
associados aos obtidos pelo estudo realizado por Li et al. (2020), que investigaram o
efeito da forga iGnica no meio de extragdo de C-PC através de uma solucgio de cloreto de
sodio em diferentes concentragbes. Os pesquisadores evidenciaram que a coextragdo da
clorofila pode ser minimizada com a adigdo de uma forga i6nica minima de 5 g L de
NaCl.

Virios trabalhos desenvolveram estratégias de purificagio para obtenco das C-
PC. A maioria dessas estratégias envolve etapas de precipitacdo, centrifugacfo, didlise e
cromatografia (Patil & Raghavarao, 2007). Geralmente, os protocolos de purificacio que
apresentam etapas com cromatografia sfo 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, ndo existe a necessidade de varias etapas, nem o uso de técnicas complexas
(Silva et al., 2009). Nesse sentido, os métodos nédo cromatograficos, como a precipitagio
por sulfato de aménio, particionamento trifasico, precipitagic por afinidade, dentre
outros, se apresentam como técnicas simples e atrativas economicamente para a

purificagdo da C-PC.

A seguir, sdo apresentados maiores detalhes sobre as técnicas de precipitagéo que

foram utilizadas nas estratégias de purificagéo avaliadas no presente trabalho.
Precipitaciio com sulfato de amdnio

A precipitagdo é uma técnica amplamente utilizada para purificagéo de proteinas,
com fécil aplicabilidade, baixo custo € que requer equipamentos simples. A técnica
consiste na perturbacio quimica/fisica de uma determinada solugfo, que resulta num
aglomerado de particulas insoliveis de proteinas, passiveis de isolamento em etapa
posterior de separacdo. A precipitagdo € comumente induzida pela adigéo de sais neutros,
tais como cloreto de sodio (NaCl), sulfato de s6dio (Na2SO04) €, principalmente, o sulfato
de aménio (NH4)2804, devido a alta solubilidade (Doonan, 1996).

Os sais neutros promovem a precipitacio das proteinas mediante a redugdo da
concentragdo de agua superficial, que resulta na precipitagéo pelo fenémeno “salting out”
(Santos Junior ef al., 2017). Dependendo do grau de pureza desejado, a precipitagéo pode
atuar como tnica etapa de purificagdo. A literatura relata que a purificagdo de C-PC

geralmente inclui a precipitagdo com sulfato de amonio, 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 solugéo de 65 % de (NH4)2504, uma
recuperagio de 80% de C-PC e pureza de 1,5. O estudo também evidenciou que uma
etapa adicional, com cromatografia de troca idnica, proporcionou a obtengdo de C-PC

com grau analitico.

Além da utilizagdo de uma etapa adicional, outra alternativa para aumentar a
pureza ¢ realizar a precipitacio em duas etapas. Patel et al. (2005) utilizaram o método
de precipitagio fracionada com sulfato de aménio, para purificagdo do extrato bruto de
C-PC com pureza inicial de 0,8. Inicialmente, com uma solugio de 25% de (NH4)2804,
obtiveram grau de pureza de 0,82. Ao incluir uma segunda etapa de precipitagdo, com
solugédo saturada (50 % de (NH4)2SO4), foi obtido uma pureza de 2,66. Kamble ef al.
(2013) também utilizaram precipitagdo fracionada do extrato bruto de C-PC com pureza
inicial de 0,161. Apés precipitagio com solugio saturada a 25% e 50%, a pureza

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

A principal desvantagem associada a essa técnica de purificagdo € a necessidade
de uma etapa de filtragio para remogdo do sal, para que nfio haja interferéncia nas

proximas etapas de purificagio.
Precipitacio por afinidade

Reconhecidos como seguros pela Food and Drug Administra¢do (FDA), carvio
ativado (CA) e quitosana (CS, do inglés chitosan) possuem propriedades atrativas para o
processo de purificagio. CA ¢ um material altamente poroso, com elevada éarea
superficial, boa dispensabilidade e capacidade de adsor¢do, que pode adsorver
fisicamente impurezas. A CS é um heteropolimero natural e biossorvente nio téxico, que
contém grupos aminos e hidroxila com boa capacidade de ligagdo e quelagdo. Dessa
forma, a combinagdo CA/CS possibilita que proteinas contaminantes sejam adsorvidas
do meio (Fekrat et al., 2018; Patil et al., 2006).

Alguns trabalhos relatam que a introducio de uma etapa de precipitagdo por
afinidade com CA e CS pode melhorar a qualidade do extrato bruto de C-PC (Liao et al.,
2011; Patil er al., 2006). A preciptagdo por afinidade apresenta como vantagem a
simplicidade, eficiéncia e tempo reduzido, quando comparada com outros métodos de
purificagdo (Fekrat er al., 2018). Gantar ef 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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concentragio de 1 % (m/v) € 0,01 g L', respectivamente. Apés agitagio por 15 minutos,
os autores realizaram a precipitagéo com (NH4)2SO4. Esse tratamento aumentou a pureza
do extrato bruto para 3,6, ¢ a sequencial saturagfo seletiva com sal elevou este parimetro

para 4,2.

Fekrat et al. (2019) também realizaram a purificagdo do extrato bruto de C-PC
utilizando a técnica de purificagdo por afinidade, com diferentes concentragdes de CS ¢
CA e diferentes tempos de agitacio. Na condigo otimizada (0,24 % (m/v) de CS, 8,4 %
(m/v) de CA e 10,2 minutos de agitagdo), os autores obtiveram um valor de 3,14 de pureza
e 0,27 mg mL! de concentragio de C-PC, valores 1,7 ¢ 1,2 vezes maiores,
respectivamente, do que aqueles obtidos pelo método de precipitagio com sulfato de
amonio.

Conforme discutido anteriormente, a literatura reporta bons resultados com o uso
da técnica de precipita¢do por afinidade com CA/CS, tanto como um método isolado de
purificagdo, bem como no pré-tratamento da precipitagéo com sulfato de aménio para
obtengdo das C-PC. Contudo, nfo foram encontrados na literatura estudos que
realizassem a comparagio desse método isolado e em combinagio com a precipitagio
salina. Assim sendo, faz-se necessario avaliar possiveis estratégias de purificacio,

identificando o efeito do uso desses métodos de forma isolada e em sinergia.
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Capitulo 4 — Materiais ¢ métodos

Esse capitulo apresenta a metodologia empregada para a realizagdo do presente
trabalho. Inicialmente, foram avaliadas as seguintes condi¢Ges de extragfio; concentragio
da solug@o salina e amplitude da sonda de US. Em seguida, foi avaliado o efeito da forga
ionica e do ultrassom na condigdo otimizada com o melhor solvente extrator. Na
sequéncia, foi realizada a extragdo das C-PC pelo método convencional de
congelamento/descongelamento, e, por fim, a avaliagfio dos métodos de purificagio de
precipitagdo com sulfato de amdnio e precipitagdo por adsor¢do. Além disso, sdo
apresentadas as metodologias utilizadas para o cultivo da cianobactéria, bem como as

metodologias de anélise para a quantificagio das C-PC.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Tecnologia e Processamento
de Alimentos (LATEPA) localizado no Departamento de Engenharia Quimica da
UFRGS.

4.1 In6culos para manutencio da microalga

A cepa da cianobactéria Arthrospira platensis foi doada pelo banco de microalgas
do Laboratério de Ambientes Recifais € Biotecnologia com Microalgas (LARBIM), da
Universidade Federal da Paraiba. Para manutencdo dos cultivos, foram realizados
inéculos a cada 7 dias utilizando ¢ meio de cultivo Zarrouk modificado (Aiba, Ogawa,
1977), contendo os seguintes nutrientes: NaHCOs (13,61 g L), Na2COs (4,03 g LD,
KoHPO4 (0.5 g L), NaNOs (2,5 g L), K204 (1,0 g L), NaCl (1,0 g L), MgS04.7H20,
(0,2 g LY, CaCl2.2H20 (0,04 g L), FeS04.7H,0 (0,01 g L'Y), EDTA (0,03 gL D)e
solugdo de micronutrientes (5 mL L). A solugio de micronutrientes foi composta de:
EDTA (5 g L"), H3aBO3 (1,14 g LY), ZnS04.7Hz0 (2,2 g L 1), MnCl.4Hz0 (0,5 g L),
FeS04.7H:0 (0,5 g L), CoCL.6H;O (0,16 g L), CuS04.5H0 (0,16 g L1,
(NH4)sM07024.4H>0 (0,11 g LY.

Para a realizacdo dos indculos, utilizou-se em torno de 25 mL do in6éculo anterior
e 225 mL de meio de cultivo. Os inéculos foram mantidos em uma mesa agitadora a
180 rpm (Solab Cientifica, modelo SL 180/D, Brasil), em temperatura ambiente ¢ com
300 klux de iluminéncia. Na Figura 6 é apresentada uma fotografia dos cultivos.
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Figura 6. Indculos para os experimentos de extragiio.

4.2 Preparo da amostra

Para o preparo da amostra, os cultivos foram mantidos em repouso durante 24
horas, & temperatura de 8 °C. Em seguida, a biomassa (parte superior) foi removida do
meio de cultivo ¢ armazenada em ultrafreezer (-43 °C) para posterior desidratagiio. Apds
congeladas, as amostras foram liofilizadas (Terroni, modelo LS6000, Brasil) durante,
aproximadamente, 48 horas.

4.3 Extraciio das ficocianinas
4.3.1 Extraclio por congelamento/descongelamento

Os ensaios de ruptura celular por congelamento/descongelamento foram
realizados em triplicata utilizando banho termostitico (25 °C) ¢ ultrafreezer (43 °C). Para
tanto, 5 mL de uma soluglio com concentragiio de 1 g L™ (biomassa/solvente) foram
submetidas ao congelamento por 1 hora. Em seguida, as amostras foram mantidas por 15
minutos em banho termostitico para o descongelamento e congeladas novamente. Esse
procedimento de congelamento/descongelamento foi repetido a fim de se obter o niimero
de ciclos 6timo em que a concentragiio de C-PC e pureza dos extratos fossem
maximizadas. Ao final de cada ciclo, as amostras foram centrifugadas (11.200 g, 15 min,
4 °C), e os extratos obtidos (sobrenadantes} foram separados para andlise da concentragéio
de C-PC e pureza.

4.3.2 Extragiio assistida por ultrassom

A extragio da C-PC assistida por US foi avaliada através do delineamento
composto central rotacional (DCCR) 22 com pontos axiais e 5 repetigdes no ponto central,
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totalizando 13 experimentos. Os pardmetros analisados no planejamento, concentragao
da solugdo salina e amplitude ultrassdnica, estdo representados na Tabela 3. O
planejamento fatorial foi utilizado para avaliar a influéncia de dois solventes: cloreto de
calcio (CaCly) e cloreto de amonio (NH4Cl). Apos a otimizagdo, o solvente extrator que
apresentou os melhores resultados na concentracdo de C-PC e pureza foi utilizado para

realizagdo do estudo de purificagdo e avaliagdo do efeito do US e forga idnica.

Tabela 3. Pardmetros avaliados na otimizacdo da extragdo de C-PC via US.

Parametros Estudados -1,41 -1 0 +1 +1,41

Concentracio de sal (g L) 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 extragdo de
C-PC assistida por US. Os experimentos foram realizados utilizando um equipamento do
tipo sonda (VCX 750, Sonics and Materials Inc., EUA, 20 kHz, 750 W), uma célula de
extragdo, que consistiu em um béquer encamisado, um agitador magnético, um banho de
resfriamento e um sistema de by-pass; a profundida de imersdo da sonda de ultrassom foi
mantida em 1,2 cm. O banho de resfriamento foi utilizado para manter a temperatura de

extracdo em torno de 23 & 2 °C, a fim de evitar a degradag@o das C-PC.

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

Os experimentos de extragdo foram realizados em pulsos de 20 segundos on/off,

totalizando 5 minutos de tratamento com US. Para isso, 70 mL de uma solu¢do com
concentragdo de 1 g L! (biomassa/solvente) foi utilizada em cada experimento de

extragdo. Apds os experimentos, as amostras foram imediatamente centrifugadas (11.200
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g, 20 min4 °C) e, em seguida, o sobrenadante foi removido e analisado quanto &

concentragdo de C-PC e pureza.

Apds a otimizagdo e validagdo das condigbes de extragéo, foi realizada a selecdo
do tipo e da concentragfio da solugdo salina para ser utilizado nos demais experimentos.
Para isso, foi levado em consideragéo o solvente que proporcionou extratos com maior
grau de pureza e menor coextragdo de clorofilas. A solugiio de CaClz a 8,5 g L! foi

escolhida como meio de extragéo para as etapas posteriores.

Avaliacéo da influéncia da for¢a iGnica e do ultrassom no meio extrator

Para avaliar o efeito da for¢a iGnica na condi¢8o otimizada, foi realizada a extragio
das C-PC com 4gua destilada e US a 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 otimizagdo realizados com a mesma intensidade do US e solugéo de 8,5 g L! CaCl,.

A influéncia do US também foi avaliada utilizando a condigio otimizada de
8,5 g L! de CaCly, as mesmas condigdes de tempo e temperatura, contudo, sem a
aplicagdo dessa tecnologia. Os resultados obtidos para o teor de C-PC, grau de pureza e
qualidade dos extratos foram comparados com os experimentos da otimizagdo com

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

4.4 Purifica¢iio dos extratos
4.4.1 Precipitagiio com sulfato de amdonio

A purificagdo do extrato bruto de C-PC foi realizada utilizande o método de
purificagdo com sulfato de amdnio. Para tanto, foram avaliadas diferentes concentragdes
desse sal (20, 30, 40, 50, 60, 70 ¢ 80 %). As solugbes foram preparadas a partir de uma
solugdo saturada de (NH4);SO4, adicionando-se volumes correspondentes do extrato
bruto de C-PC até as concentragdes desejadas.

As amostras foram mantidas por 24 horas, no escuro, a uma temperatura de 4 °C
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 espectrofotdmetro de todas as amostras para posterior

quantificag¢@o de ficocianina.
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4.4.2 Purificagfio por adsor¢io com quitosana e carvio ativado

A purificagdo por adsor¢do foi avaliada através do delineamento composto central
rotacional (DCCR) 22 com pontos axiais € 5 repeticdes no ponto central. Os pardmetros
analisados foram a concentragfio de carvédo ativado (CA, granulometria de 14-25 mesh) e
concentragdo de quitosana (CS, massa molecular média), conforme demonstrado na
Tabela 4.

Tabela 4. Niveis dos pardmetros avaliados na purificacdo por adsorgio.

Parametros Estudados -1,41 -1 0 +1 +1,41
Concentragdo CA % (m/v) 1 2,6 6,5 10,4 12
Concentracdo de CS % (m/v) 0,1 0,5 1,6 2,6 3

Em cada experimento, foram adicionados 3 mL de extrato bruto de C-PC ¢ as
solugdes 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 recuperagio
de C-PC foram determinados.

Apds as concentragdes de CA e CS serem otimizadas através do planejamento
experimental, foi realizado um experimento controle para analisar o efeito da
centrifugagido e um estudo avaliando os tempos de agitagdo (2, 5, 10, 15 e 30 min). Apos
a agitagdo, as amostras foram centrifugadas a 13.000 g por 15 min e foram avaliadas

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

4.4,3 Combinacio das técnicas de purificacio

As técenicas de purificagdo estudadas isoladamente nas etapas anteriores foram
avaliadas de forma combinada utilizando diferentes estratégias: 1) precipitacdo salina
seguida de uma etapa de filtracio com membrana; 2) etapa de adsorgio seguida de
precipitagdo salina; € 3) etapas de adsorcdo e precipitagio salina seguidas de etapa de

filtragéo por membrana. A Figura 8 ilustra os fluxogramas utilizados nas trés estratégias.

Na estratégia 1 avaliou-se a precipitagfio salina, na melhor condi¢do de
concentragio de (NH4):804 (50%), seguida de uma etapa de filtragio com membrana
(membrana hidrofilica de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com diimetro de poro de
0,45 pm). Na estratégia 2 aplicou-se a precipitagiio por adsorgiio com CA (12gL)ea
precipitacdo salina com (NH4)2SO4 (utilizando diferentes concentragbes). A terceira
estratégia de purificacio adotada consistiu em realizar uma etapa de filtragdo por

membrana ap6s as etapas de adsorgio com CA (12 g L) e precipitagéo salina com
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solugio de (NH4)2804 saturada a 50%. Apds cada uma das etapas, os extratos foram
centrifugados (13.000 g, 15 min, 4° C) ¢ analisados quanto ao teor de C-PC ¢ grau de
pureza.

Estrategias de Punficac&o

L] ' '
Precipitagio com s -
(NH4)2804 ‘ Adsorcéo com CA Adsorgéo com CA |
* F ¥ 1
Filiragdo com Precipitaco com Precipitag8o com
Membrana (NH4 32504 (NH4)2504

i | *

; Filtragdo com
\1) (2) Membrana

5 5

Fipura 8. Estratégias de purificaciio das C-PC.

4.5 Métodos analiticos
4.5.1 Concentraciio de ficocianinag

Para determinar a concentracdo de C-PC e avaliar o perfil de compostos extraldos,
realizou-se uma varredura dos extratos em espectrofotimetro (PG Instruments, T80 UV-
Vis, Reino Unido) em comprimentos de onda de 280 a 750 nm. A concentragiio de C-PC
foi calculada de acordo com a Eq. 1 ¢ a Eq. 2 (Bennett & Bogobad, 1973; Yoshikawa &

Belay, 2008).
_ Agzonm — 0,474 * Agsonm

C—PC(mgml™) = 532 (Eq.1)

€ — PC (mg mL™1)
cﬁu:p-urns.iu (E mL_l) [qu 2)

C — PC{ mg g de blomassa™1) =



onde As2onm € Ass2um 530 as absorbéncias a 620 nm e a 652 nm, respectivamente, e

Csuspensio € a concentragéo de biomassa inicial utilizada para os experimentos de extragéo.

4.5.2 Fator de recuperacgéio de C-PC

O célculo do fator de recuperacdo de C-PC apds os experimentos de purificagio
foi efetuado com base na razéo entre o teor de C-PC do extrato bruto ¢ o teor de C-PC do

extrato purificado, de acordo com a Eq. 3.

Teor de C — PC no extrato bruto
Teor de C — PC no extrato purificado

Fator de recuperagio (%) = x100 (Eq.3)

4.5.3 Determinacio da pureza

A determinagfo da pureza dos extratos foi obtida por andlise espectrofotométrica
utilizando a relagdo de Absso e Abszso, que pode ser calculada através da Eq. 4. A
densidade 6ptica a 620 nm indica a absorbincia maxima do pigmento ficocianina, e a 280

nm mede o pico de absor¢do méaxima das proteinas na solugo (Tavanandi et al., 2018).

Absgronm

Pureza =
Abs;g0nm

(Eq.4)

4.5.4 Analise de cor

A andlise de cor dos extratos de C-PC foi realizada em colorimetro (Hunter Lab
Color Quest XE) no modo de reflectincia especular excluida. Os parimetros de cor L¥*,
a* e b* da escala CIELAB foram determinados. No espago das cores, L* expressa a
luminosidade e a* e b* representam as coordenadas cromaticas. Os valores de L* variam
de 0 (totalmente preto) a 100 (totalmente branco). A coordenada de cromaticidade a*
representa coloragfio vermelha para valores positivos e verde para valores negativos; a
coordenada b* apresenta coloragdo azul para valores negativos e amarela para valores

positivos.

4.6 Andlise estatistica

Os dados experimentais dos planejamentos fatoriais foram analisados usando um

modelo de regresséo polinomial, apresentado na Eq. 5:

Y=Bo+B1*Xi+B#Xo+ Bri *Xi% + Bra* X2 + Bra* Xy * X (Eq.5)
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onde Y representa a varidvel independente, X; e X, representam as varidveis dependentes

e B representa os coeficientes da equagéo.

Apds a realizagio dos plangjamentos fatoriais, 0s mesmos foram otimizados e
validados no ponto 6timo. Esses experimentos de validagéo € os métodos analiticos foram
realizados em triplicata. Os dados foram avaliados por analise de varidncia (ANOVA),
teste £-student e teste de Tukey (95% de confianga) usando o software Statistica 13.5
(TIBCO Software Inc.).
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Capitulo 5 — Resultados e Discussio

Este capitulo apresenta os resultados que estdo divididos em quatro etapas: (1)
efeito da concentragio de sal e US na extragfo das ficocianinas, otimizagdo e validagio
das condi¢Ges de extragdo; (2) efeito da forca i6nica e do US na condigéo otimizada; (3)
avaliag@o das técnicas de purificagéo; e (4) definigdo das estratégias de purificagdo. Os
resultados serfio discutidos com foco na comparagdo da extragéo utilizando o método

tradicional de congelamento/descongelamento e a tecnologia do US.

5.1 Efeito da concentragfio de sal e ultrassom na extragiio das ficocianinas

Nas Tabelas 5 e 6 sfo apresentados os valores obtidos para o teor de C-PC ¢ pureza
dos extratos em cada experimento do DCCR 22 empregado para avaliar a extra¢do via

US, utilizando como solvente extrator as solugdes de NH4Cl e CaCly, respectivamente.

Tabela 3. Teor de C-PC e pureza dos extratos obtidos na extragio assistida por US com NH4C1,

Concentracao Amplitude  Teor de C-PC
Experimento (gL (%) (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 extragfio assistida por US com CaCls,
Concentragio Amplitude Teor de C-PC

Experimento (gL (%) (mg g) 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
] 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 anélise dessas tabelas demonstra que o teor de C-PC e a pureza dos extratos
variaram em fungfo do tipo de sal e das diferentes condigdes de processo utilizadas:
concentraciio salina e amplitude do US. O teor méaximo de C-PC (71,9 mg g™)) foi obtido
com a solugfio 17,2 g L' de NH4Cl a 63% de amplitude. A méxima pureza (1,19), por sua
vez, foi observada aplicando-se o US na amplitude de 20%, utilizando solugédo de CaClz
em concentragio de 10,5 g L.

A partir dos dados experimentais, os efeitos da concentragio salina e da aplicagio
do US sobre o teor de C-PC dos extratos foram avaliados e utilizados para determinar os
coeficientes da equagdo polinomial e estdo apresentados na Tabela 7. A analise estatistica
mostrou que o efeito linear da amplitude afetou significativamente o teor de C-PC para
ambos os solventes (p < 0,05). Para a extragdo com CaCl,, o efeito quadrético da
amplitude também apresentou significincia. Por outro lado, a concentragfio salina nfo
apresentou efeito significativo para os dois sais avaliados. Na tabela também séo
apresentados os coeficientes de determinagdo ¢ o valor de F da andlise de regressdo do

modelo. Como pode ser observado, para o sal NH4Cl, obteve-se um coeficiente de
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determinagdo ndo satisfatorio de 0,680; esse valor foi o melhor obtido considerando a
exclusdo de alguns fatores ndo significativos. Isso indica que o modelo néo foi adequado
para representar os dados experimentais obtidos. Para o sal CaClz, por outro lado, o
coeficiente de determinacgdo apresentou valor de 0,81 e valor de F calculado (21,66)

superior ao F tabelado (4,10).

Tabela 7.Efeitos e coeficientes de regressio para o teor de C-PC obtidos para os sais NH4Cl e CaCls.

NH4C1 CaCl
Fator Efeito Coeficiente* Valorp Efeito Coeficiente* Valorp
Mean 68,17 - 0,00 62,16 62,03 0,00
CL) 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
AWQ) -3,57 - 0,11 -7,40 -3,67 <0,05
CL)*AL) 0,00 - 1,00 2,64 - 0,35
R2 0,68 0,81
F calculado - 21,66

¢ Os coeficientes foram obtidos para o modelo reduzido.

A Figura 9 apresenta o grifico de superficie para o teor de C-PC quando utilizado
o CaCly como solvente. Os resultados indicam que baixas amplitudes de US
proporcionaram extratos com menor teor de C-PC. Li ef al., (2020) avaliaram o efeito da
amplitude do US na extragdo das C-PC e reportaram resultados semelhantes: a aplicagdo
de US desempenhou um papel essencial no rompimento celular da §. platensis e liberagio
da C-PC. Além disso, nota-se o efeito quadrético da amplitude, uma vez que, ocorreu uma
reducdo no teor das C-PC em altas amplitudes de US devido, provavelmente, a
degradacio desse composto; altas amplitudes podem promover a formagfo de radicais
livres, bem como zonas de altas temperaturas e pressdes, reduzindo a concentragdo das
C-PC. Em amplitudes menores, o teor de C-PC foi mais baixo devido a menor intensidade
do US, ndo sendo suficiente para o rompimento das células. Resultado semelhante foi
relatado por Zhao et al. (2006) que, ao aplicarem a tecnologia do US na extragéo de uma
variedade de componentes biologicos 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 extragdo inviavel para alguns componentes €

uma otimizacdo deve sempre ser conduzida para evitar essa degradacéo.
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Figura 9.Teor de C-PC versua concentracio ¢ amplitude utilizando como solvents CaCla,

No tocante ao grau de pureza, a Tabela & apresenta o valor dos efeitos e os
coeficientes da equaglio do modelo polinomial obtidos a partir do planejamento fatorial.
Verificou-se que tanto a amplitude do US quanto a conceniracio da solugiio salina
influencieram significativemente essa varifdvel (p < 0,05). Quando utilizada a solugio de
NH,Cl, apenas a interagio entre as duas varidveis ¢ o efeito quadratico do US néo
apresentaram efeito significativo. Para a solugdo de CaClz por sua vez, o efeito da
amplitude linear e o efeito quadritico da concemiracio salina foram significatives. Os
modelos foram obtidos considerando os efeitos significativos e, em alguns casos, alguns
pardmetros néo significativos (quando houve uma reduclic mito dristica do coeficiente
de determinagio). Apés a obtenglo dos modelos redurzidos, o8 modelos apresentaram R2
de 0,92 e 0,83 para 0 NH4Cl e CaClz, respectivamente, Oz modelos forem gignificativos
uma vez que 03 valores de F calculados foram maiores que os F tabelados. Para o NH4Cl
o F tebelado foi de 4,07 e o F calculado foi de 30,66. Por outro lado, para o CaClz o F
tabelado ¢ o celculado foram de 3,84 ¢ 9,81, respectivamente.

Oz resultados encontrados nesse trabalho estio em concordéncia com o3 obtidos
pot Manitafasha e a4l (2017) que, a0 avalir a exiraglo via
congelamento/descongelamento com o NH4(Cl, constaizram nSo haver influéncia
significativa da concentragio de solugo saline (0,05; 0.75; 0,1; € 0,125 M) no teor de C-
PC. Contudo, para a pureza dos extratos, verificon-se que essa variagio na concentragio
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de sal apresentou significéncia, sendo obtide maior grau de pureza na concentragio
0,05 M de NH4ClL

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

NH4Cl CaClL
Fator Efeito  Coeficiente* Valorp Efeito Coeficiente* Valorp
Mean 0,59 0,58 0,00 0,89 0,89 0,00
CL) 0,06 0,03 <0,0 -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 <0,08 -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
R? 0,92 0,83
F calculado 30,66 9,81

o Qs coeficientes foram obtidos para o modelo reduzido.

As Figuras 10 e 11 apresentam as linhas de contorno para os sais NHsCl e CaClz,
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 cavitagio
¢ intensas ondas de choques que podem romper as paredes da célula (Li ef al., 2020).
Dessa maneira, a diminui¢éo do grau de pureza pode ser atribuida & maior liberagéio de

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

As figuras também evidenciam o efeito quadratico da concentragdio das solugdes
salinas na pureza dos extratos. Nesse sentido, observa-se um efeito crescente dessa
variavel em concentragies intermediarias e uma redugdo em concentracdes elevadas.
Manirafasha ef al. (2017) relataram um efeito da concentragéio salina no grau de pureza,
porém os pesquisadores ndo utilizaram técnicas de planejamento de experimento e
superficie resposta para avaliar a influéncia dessa varidvel ¢ nfo detectaram,
consequentemente, um efeito quadratico. No presente trabalho, por meio do planejamento
realizado, foi possivel verificar que altas concentragGes de sal, que aumentam os custos
do processo, nfio proporcionaram a obtengio de extratos mais purificados. Assim, a

otimizacio realizada permite a extragio das C-PC de forma rapida e eficiente.
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Além da presenga de proteinas nos extratos de baixa pureza, observou-se que esses
também os apresentaram coloragdio esverdeada. As Figuras 12 ¢ 13 mostram fotografias
dos extratos obtidos com NH4Cl ¢ CaCly, respectivamente. Observa-se que cm alguns dos
cxtratos obtidos com CaClz ¢ em todos os obtidos com NH4Cl, a coloragio azul,
caracteristica das C-PC, foi suprimida, sendo notada uma coloragio com tom mais
esverdeado. O aumento da cor verde nesses extratos, bem como a variagio da tonalidade
de azul, sdo indicativos da extragio de clorofila, que € um componente indesejado no
meio.
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Figure 13. Fotografia dos exiratos obtidos na extraglo vie US com CaCl..

Para analisar as diferentes coloragGes observadas, foi realizada uma anilise das
varreduras dos extratos, apresentadas nas Figuras 14 e 15. Os extratos que possuem tons
mais esverdeados foram aqueles que apresentaram picos mais intensos na regifo de
absorgiio das clorofilas. As clorofilas apresentam picos de absorgio méxima nos
comprimentos de onda entre 400-450 nm ¢ 650-700 nm.

Exp 1 Exp2 =——Exp3j ~——Fxp4 ==——Exp 3 Exp § Exp 7

14 Exp & Exp 9 s iy 1) Ry 1] s Fxp 12 s Exp 13

R0 330 MO 430 480 S530  S80 630 680 70 780
A (tm)

Figura 14. Varredura doe exiratos obtidos na extragiio via US com NH4CL
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Figura 15, Varredura dos extratos obtidos na extragfio via US com CaCly,

A partir dos modelos obtidos para o sal CaCl,, as condigdes ideais de extragdo
(concentragdo da solugdo salina e amplitude do US) foram determinadas visando
maximizar o teor de C-PC e a pureza dos extratos. Para o NH4Cl, nédo foi possivel obter
uma condigdo otimizada, uma vez que o modelo para a concentragdo de C-PC ndo foi
satisfatério. A fim de se realizar uma comparagdo entre os dois sais, escolheu-se uma
condicdo de concentracdo salina que maximizasse a pureza (uma vez que essa variavel
nio influenciou o teor de C-PC). Para a amplitude, optou-se pelo valor do ponto central
para nédo prejudicar o rendimento da extragéo e, a0 mesmo tempo, obter um grau de pureza
satisfatorio. A Tabela 9 apresenta o resultado da otimizagio multiobjetiva para o CaCly

e as condigOes experimentais escolhidas para o NH4Cl.
Tabela 9. Otimizagiio multiobjetiva para pureza e teor de C-PC.

Solvente Concentragio Amplitude  Pureza Teor de C-PC
(gL (%) (mgg")
NH4C1 15 45 - -
CaChL 8,5 41 0,93 61

Os valores otimizados de pureza e teor de C-PC séo obtidos quando se utiliza 41%
de amplitude para o CaCl,. O resultado encontrado estd de acordo com outros estudos,
que relatam que os melhores rendimentos de extragfo foram obtidos em condiges de
amplitudes moderadas (40-50 %) (Li et al., 2020; Tavanandi et al., 2018). Apds a
otimizagdo, foram realizados trés experimentos de validagdo nas condigdes ideais de

processo. A Tabela 10 apresenta a comparacg@o entre o valor predito pelo modelo ¢ o valor
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experimental médio para o CaCls, Além disso, a tabela apresenta o valor experimental

pata o teor de C-PC e pureza dos extratos obtidos na condiglio escolhida para o sal NH4CL
Tabela 10. Validagio do modelo otimizado para o CaCl, .

Teor de C-PC (mg g') Pureza
NH«Cl CaClh NH:Cl1 CaCh
Valor Predito - 61 - 0,93
Valor Experimental 682 3812 0,57+ 0,01 0,96 10,03
Erro (%) : 6 g 3

Erro (%0)={[Valol aparimmtar V80T pructita ) ¥ 8108 e peziraentat} % 100
Para o CaCls, oz modelos estatisticos representaram bem tanto o teor de C-PC

quanto a pureza dos extratos, uma vez que 08 ermros entre 08 valores experimentais ¢ os
valores preditos foram baixos (menor do que 10 %). Os resultados encontrados
demostraram que a solugdo de NH4Cl proporcionon extratos com maior teor de C-PC
quande comparado com os extratog obtidos com o CaCl;. Contudo, esses extratos
apregentaram grau de pureza abaixe do minimo requerido para comercializagdo desse
pigmento (pureza de 0,7 para grau alimenticic). Além disso, a pureza obtida usando a
solucio de NH4Cl foi cerca de 1,7 vezes menor quando comparada com a solugdo de
CaClz. A Figura 16 apresents uma fotografia dos extratos obtidos utilizando as condigtes
referidas pars os dois sais. Nessas figuras observa-se que a coloragio azulads,
caracteristica das C-PC e observada nos extratos com CaCly, foi suprimida por uma
coloragéio de tom esverdeado nos extratos obtidos com NH4Cl. Essa coloragéio esverdeada
¢ atribuida & maior extragio das clorofilas. Esse resultado pode ser confirmado pela
anfilise de espectroscopia de varredura dos extratos, apresentado na Figura 17, Os extratos
obtidos com o NH4Cl spresentaram picos mais intensos ne regifio de sbsorcho das
clorofilag (450-500 nm e 650-700 nm) quando comparados aos obtidos com o CaCla.

Figura 16. Extratos obtidos naz condigBes a) escolhidas para o NH.Cl e b) otimizadas para CaCls.
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Figura 17. Varredura dos extratos nas condiges de extragfo escolhidas para
o NH4Cl e otimizadas para o CaCl..

Em virtude do exposto, embora o teor maximo de C-PC tenha sido obtido com a
solugio de NHsCl a 15 g L), a solugio de CaClz a 8,5 g L! mostrou ser um solvente
extrator mais seletivo e proporcionou extratos com menor teor de clorofilas, maior pureza
e com coloragdo azul. Esses resultados demonstram que o CaCl; pode reduzir etapas de
purificagdo das C-PC, minimizando custos de produgdo. Dessa maneira, a condigdo de
processo otimizada para solugdo de CaCl: foi utilizada para analisar o efeito do US e da

forga ibnica, bem como para a analise das etapas adicionais de purificagéo,

5.2 Efeito da forca iénica e do ultrassom na extracio de ficocianinas

Experimentos controle foram realizados para avaliar o efeito da forga idnica e do
US na extragdo de C-PC. O experimento controle da forga idnica foi realizado utilizando
dgua como solvente na amplitude 6tima de 41% (Controle 1) e o experimento controle do
US foi conduzido sem a aplicagdo dessa tecnologia, na concentragdo 6tima de 8,5 g L
de CaCl; (Controle 2). Os resultados encontrados foram comparados com os obtidos para
o experimento otimizado e sdo apresentados na Tabela 11. Além disso, a Figura 18

apresenta uma fotografia desses extratos.

Tabela 11. Avaliaciio da for¢a i6nica € do US na extragio de C-PC.

Controle 1 Controle 2 Experimento otimizado
Varidvel (H20, 41 % US) 8,5gL, 0% US) (8,5gL1,41 % US)
Teor de C-PC 371t 10+ 2B §1e 252
(mg g")
Pureza 0,30 + 0,01° 0,55+ 0,098 0,96 + 0,03%4
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média + desvio padrio; médim com lerag diferentes na meamg linhg apresentam Jiferencs elgnificativa (p
< (L05). Letras mimfisonlas referem-se & comparsglic entre o controle 1 € o experimento obimizade; letms
mafiescnlan comparam o controle 2 & o experimento otimizada.

B € :
Figura 18, Fomgraflas dos extratus: 8) controls 1 (Hz0, 41 % US); b) controle 2 (8,5 g L, 0 %
US); & ¢} atimizado (8,5 g L7,41 % US).
Ao pvaliar o efeito da forga ibnica ha amplitude &tima, observa-se que 4 extragio
com sohuglo seling proporcionou extratos com maior teor de C-PC ¢ maior pureza,
quando comparados aos obtidos com gua destilada (Controle 1). Ademais, foi observada
pelo aspecto visusl ¢ confirmada pels andlise daa cspecttoscopias de varredurn (Figura
19) que a extracio salina reduz a coexiraglio das clorofilas, uma vez que, o8 picos de
sheorpiio atribuidos 38 clorofilas foram minimizados. Segundo Li et al. (2020) a forga
ibnicve no meio de exiragiio pode sumentar 8 pureza dos extratos ¢ minimizar 8 coextragio
das clorofilas.

Figura 19. Vamredura dos extratos obtidos
liter ot ol (2018), 8o investigarem o efeito da solugio de CaCly, tamplo fosfato
de s6dio e dgua destilada como solvente de extragio, evidenciaram que a sclugdo de
CaCl (15 %, m/Vv) proporcionou extratos com tom de azol mais intenso, cornoborando o8
resultados encontrados no presente trabalho. Contude, o8 pesquisadores niio avaliaram o
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grau de pureza desses extratos, nem o efeito da coextragdo das clorofilas. A aplicagido de
US na condigdo otimizada, a 60% de amplitude por 16 min, extraiu 98,2 + 0,6 mg g de
C-PC, resultado superior a0 encontrado no presente trabalho. Nesse contexto, acredita-
se que as variagdes nos resultados podem ser atribuidas 4 composigdo e estrutura celular

da biomassa, que varia em fung¢fo das condigdes de cultivo.

Além dos espectros de varredura, a anélise de cor confirma o efeito positivo da
forca iGnica no meio extrator, O valor de b* mais negativo nos extratos obtidos com o
CaCl; € um indicativo da coloragéo mais azulada que foi observada, sendo atribuido ao
maior teor de C-PC ¢ menor extragdo de clorofilas. Os resultados de cor estdo

representados na Tabela 12.

Tabela 12. Parimetros da analise de cor dos extratos.

Controle 1 Experimento otimizado
Parametro (H20, 41 % US) (8,5 g L141 % US)
L* 29.4+0,1* 31,7+0,2°
a* -1,3+0,1° -4,5+0,1®
b* 6,2 +0,2° -1,8+0,1°

média + desvio padrio; médias com leiras iguais na mesma linha nfo apresentam diferenga significativa (p
> 0,05).

Com relacgéo 4 influéncia do US na extragdo das C-PC, foi observade um aumento
no teor de C-PC de, aproximadamente, 5,4 vezes (Tabela 11). Esse efeito positivo do US
¢ atribuido ao fenémeno da cavitagfio que danifica a membrana celular, aumentando a
difusividade maéssica do solvente nas células. Nesse sentido, o US promove maior
rendimento de extragdo pois facilita a liberagio dos componentes intracelulares (Ilter ez
al., 2018). Os resultados obtidos com a tecnologia do US no presente trabalho estdo de
acordo com os encontrados por Tavanandi ef al. (2018). Os pesquisadores, utilizando
como solvente extrator tampéo fosfato, avaliaram que a condigéo o0tima de extragéo foi
observada aplicando-se 0 US na amplitude de 50% por 2,5 min. Nessas condigdes, o teor
de C-PC foi de 51,51 mg g'! e a pureza de 0,62.

A analise dos espectros de varredura (Figura 20) mostra que a altura dos picos de
absorgéio a 620 nm € muito maior para as amostras extraidas com o US. Esse aumento na
regido de absorgdo das C-PC justifica a maior concentragdoc 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 aplicacéio de US extraiu mais clorofilas, evidenciado
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pelos picos na regido de 450 a 500 nm. Esses resultados sdo corroborados pela analise
visual da cor dos extratos (Figura 20). Os extratos obtidos sem o tratamentc do US
apresentam tons leves de azul, representativo da menor extragio das C-PC. Sem o uso de
US, maiores rendimentos podem ser alcangados aumentando o tempo de contato entre a
biomassa e o solvente. Gorgich ef al. (2020) relataram que, apos 4 horas de extragdo
utilizando solvente tampao fosfato de sddio, foi obtido um teor de C-PC de 42,3 £ 0,4 mg
g'l. Com base nos resultados, a tecnologia de US se mostrou promissora para a extragio

rapida de C-PC, apresentando bons rendimentos de extragéo.

Controle 2 Controle 2 Controle 2
045 Otimizado — Otimizado - - Otimizado
04 |
035 |\
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Figura 20. Varredura dos extratos obtidos.

5.3 Extraciio por congelamento/descongelamento

Os efeitos dos ciclos de congelamento/descongelamento sobre a concentragéo de
C-PC e pureza foram avaliados a fim de encontrar o ciclo que maximizasse essas
variaveis. A Tabela 13 apresenta os resultados em funcao do nimero de ciclos.

Tabela 13. Teor de C-PC e pureza dos extratos em fun¢io dos nimeros de ciclos de

congelamento/descongelamento.

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4
Teor de C-PC
(mg g) 39+2b 55+ 6° 45 + 1%b 38+ 5b
Pureza 1,31 + 0,052 1,41 + 0,052 1,25 + 0,06° 1,05 +£0,03°

média + desvio padrio; médias com letras iguais ha mesma linha nfo apresentam diferenga significativa (p
> 0,05).
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Com relagio ao teor de C-PC, observa-se que com apenas um ciclo nio foi
possivel extrair completamente esse pigmento. No segundo ciclo, o teor maximo de C-
PC foi atingido (55 + 6 mg g'), e, a partir do quarto ciclo, esse valor comega a decair,
indicando uma possivel degradagéio. Para a pureza, por outro lado, observa-se que maiores
valores foram obtidos no primeiro e segundo ciclos de extragdo, sendo que, a partir do
terceiro ciclo, esse parimetro comega a reduzir significativamente. Essa redugo no grau
de pureza, além de ser associada 4 degradagdo do pigmento, pode também ser atribuida &

maior extragio de componentes indesejaveis no meio.

Os resultados encontrados nesse estudo sugerem que repetidos ciclos de
congelamento/descongelamento podem degradar as C-PC e diminuir a pureza dos
extratos. Chittapun et al. (2020) encontraram resultados semelhantes, sugerindo que o
aumento do nimero de ciclos pode degradar as C-PC soliveis no extrato bruto,
comprometendo a pureza. No trabalho realizado por Horvath ef al. (2013), teores de C-
PC méximos foram obtidos no segundo ciclo de congelamento/descongelamento, para
trés das quatro espécies de cianobactérias estudadas; ap6s ser atingido o ciclo 6timo, os

teores de C-PC decairam.

De acordo com os resultados apresentados, conclui-se que a combinacdo que
resulta no maior teor de C-PC e na maior pureza foi alcangada no segundo ciclo do
processo. Comparando esse método de extragdo com o método assistido por US na
condigdo otimizada (41 % de intensidade e 8,5 g L de CaCl), observa-se que a extragdo
pelo congelamento/descongelamento resultou em extratos mais purificados, conforme
representado na Tabela 14. Com relagfio ao teor de C-PC, ndo foi observado diferenca

significativa entre os dois métodos utilizados.

Tabela 14. Teor de C-PC e pureza dos extratos obtidos pelo métodoe de
congelamento/descongelamento e pelo método assistido por US nas condigdes otimizadas.

Variavel Congelamento/descongelamento US
Teor de C-PC (mg g) 55+ 6° 58+3°
Pureza 1,41 + 0,05° 0,96 + 0,03°

média + desvio padrio; médias com a mesma letra minfiscula na mesma linha nfio apresentam diferenca
significativa (p > 0,03).

Embora o congelamento/descongelamento tenha proporcionado extratos mais
purificados, a tecnologia do US possibilitou extratos com grau de pureza dentro dos

limites aceitaveis para aplicagio desse pigmento na inddstria de alimentos. Além disso,
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com apenas 5 min de aplicagdo do US, obteve-se um rendimento de extragdo semelhante
ao encontrado com o congelamento/descongelamento. Assim sendo, levando-se em
consideragfio as dificuldades associadas a aplica¢fio 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 extragio bastante promissor. Dessa maneira, os préximos
topicos, relacionados s etapas adicionais de purificagio, serdo realizados utilizando os

extratos obtidos através dessa tecnologia.

5.4 Purificacéio por adsorcido com quitosana e carvio ativado

Os experimentos de purificagdo por adsor¢fio foram realizados utilizando
quitosana e carvao ativado em diferentes concentragdes. A Tabela 15 mostra os resultados
de recuperagio de C-PC e o grau de pureza dos extratos obtidos em cada experimento do
planejamento fatorial empregado. A analise da tabela evidencia que o percentual de
recuperagdo de C-PC e o grau de pureza variaram em fungdo das concentragdes de
adsorventes utilizados em cada experimento, sendo que o maior valor de pureza (1,71)
foi obtido com 6,5 % (m/v) de CA ¢ 0,1 % (m/v) de CS, enquanto o percentual maximo
de recuperagiio de C-PC (96,0 %) foi obtido com 1 % (m/v) de CA e 1,6 % (m/v) de CS.

Tabela 15. Recuperagfio de C-PC (%) e pureza dos extratos obtidos na purificagfio por adsorgéo

com CS ¢ CA.

Experimento CS %(m/v) CA %(m/v) Recuperacio (%)  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
1 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 numeragiio)
¢ 08 exiratos obtidos apds os experimentod de purificagfio do plangjamento experimental,
Obzerva-se que os extratos purificados com CA e CS apresentgram um tom mais azulado
¢ menor turbidez quando comperados com o exirato bruto, sem purificaghio.

Pigurs. 21, Fotografia doe cxtratos obtidos purificados com CA ¢ CS.

Os efkitos da conceniragio de CS £ CA no percentual de recuperagio das C-PC e
no gron de pureza dog exiratos forum avaliados e utilizados para determina os
coeficienies da equagio polinomial, que sio apresentados na Tabela 16. Os modelos
foram obtidoa considerando apenas os efeitos significativos, e representaram os dados
experimentais com um coeficiente de determinagiio R? de 0,94 tanto para o percentual de
recuperacio quando para pureza, regpectivamente, Observa-se que oz efeitos lineares da
concentraciio de CA e da concentragfio de CS, além do efeito quadritica da concentragiio
de CA, forsm significativos no percentusl de recuperagéo. Para o grau de purezs,
verificou-se que o8 eftitos linearcs das concentragbes de C8 ¢ CA ¢ o efeito quadritico
da concentragio de CS apresentaram gignificincia.

Na Figura 22 sfio apresentadas as linhas de contorno da recuperagfo das C-PC. Note-
se uma reducio no percentual dessa varidvel com o aumento da concentragfio de CA. Para
a CS, tem-se um efeilo coniririo; quanfo maior a conceniragdo de CS, malor a
recuperagio. Fekrat et ol (2018), ao avaliarem a purificagiio das C-PC pelo método de
adsorgio com CA e C8S, relataram que uma elevada concentragiio de CA pode ocasionar
uma dimimii¢o da adsorgio das C-PC.
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Tabela 16. Efeitos e coeficiente de regressfio para o percentual de recuperagiio das C-PC (%) e pureza
ap6s & purificacio por afinidade com CA e CS.

Recuperagiio (%) Pureza
Fator Efeito  Coeficiente Valorp Efeito Coeficiente* Valorp

*

Mean 8421 85,56 0,00 1,29 1,25 0,00
CS (L) 2,85 1,40 <0,05 -040  -0,209 <0,05
CA(L) -12,70  -634 <005 036 0,18 <0,05
CS (Q) 0,93 - 052 009 0,06 <0,05
CA(Q) 3,07 1,47 <0,05 -0,99 - 0,12
CA(L)*CS -022 " 090 0,04 ’ 0,52
(L)
R 0,94 0,94
F calculado 46,89 44,37

¢  Os coeficientes foram obtidos para o modelo reduzido.
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Figura 22. Linhas de contorno de recuperagio das C-PC (%) em funglo das
concentragfes de CA e CS.

Com relagiio ao grau de pureza, as linhas de contorno (Figura 23) mostraram um
efeito positivo em relagdo 3 concentragio de CA, ou seja, maiores concentragdes desse
adsorvente proporcionaram extratos mais purificados. Fekrat er al. (2018) também
constataram que a adigfio de CA no extrato bruto de C-PC elevou o grau de pureza. No
entanto, esses pesquisadores relataram que concentragdes elevadas desse adsorvente
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induzem um efeito reverso, com uma redugdo no grau de pureza ocasionada pela adsorgio
das C-PC (e ndo de outras proteinas).

CA(gLh

2
2

AA AN AAWY

05 0.0 0.5 1.0 15 20 25 30 i
CS{gLh <0

Figura 23, Linhas de contorno do grau de pureza em fungfio das concentragdes de CA e CS.

Com relagfo & concentragio de CS, observa-se que o seu aumento reduziu o grau
de pureza dos extratos. Esse efeito negativo difere de outros estudos reportados na
literatura (Patil et al., 2006). Lizo ez al. (2011) encontraram bons resultados ao utilizar a
técnica de adsorgio com CS na purificagdio das C-PC. Entretanto, diferente da CS
utilizada no presente trabalho (que tem massa molecular média), esse estudo utilizou CS
de baixa massa molecular. Dessa maneira, acredita-se que a massa molecular desse
adsorvente tenha influenciado na purificagio, sendo necessirio um estudo mais
aprofundado.

Considerando os resultados obtidos para o CS, optou-se por realizar a ctapa de
otimizagéio apenas com o adsorvente CA. Além disso, uma vez que o percentual de
recuperagiio das C-PC possui uma relagio inversamente proporcional 4 purificagio dos
extratos (ou seja, extratos mais purificados t8m um percentual de recuperagio menor),
levou-se em consideragiio, inicialmente, apenas a maximizagio do grau de pureza.
Posteriormente, na etapa destinada a avaliagfio do tempo de agitagfio, tanto a concentragio
de C-PC quanto a pureza foram analisadas.

A condigiio 6tima da purificagiio por adsorgdo esté apresentada na Tabela 17, Essa
tabela também apresenta a comparagio entre o valor predito pelo modelo e o valor
experimental obtido a partir de trés experimentos realizados. Observa-se que o modelo
polinomial representou bem o grau de pureza dos extratos apés a purificagio por adsorgéio

1
1
1
1
1
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com CA uma vez que o erro experimentzal ficou abaixo de 10%. A Figura 24 apresenta
uma fotografia dos extratos obtidos no experimento de validag8o.
Tabela 17.Otimizagdio do grau de pureza na etapa de purificagiio por sdsorgiio com CA.
Varidvel Concentra¢iio de CA Valor Predito Valor Experimental %Erro
% () -
Pureza 12 1,79 1,82 0,05 1,59

Figura 24. Extratos obtidos apés & validsgiio do ponto 6timo da purificaglo por adsorgiio com CA.

Apds a purificagiio por adsorgio com CA, o gran de pureza aumentou cerca de 1,5
vezes quando comparado com o extrato bruto {(sem purificaglio). Contudo, testes cinéticos
demonstraram haver influéncia da centrifugagio adicional sobre esse aumento na pureza
dos extratos. Sendo assim, foi realizado um experimento onde extratos sem a etapa de
purificaglio (controle) foram centrifugados simultaneamente com o0s extratos purificados,
a fim de verificar o real efeito do aumento do grau de pureza. A Tabela 18 apresenta os
resultados desse estudo.

Tabels 18, Avaliagio do efeito da centrifugacdo adicional na otimizagdio da purificagiio por

adsorcio com CA.
Varidivel Extrate Bruto Controle Adsorvido
Pureza 1,16° 1,44 =0,01° 1,82 +0,05*

média + desvio padriio; médias com letrss iguais ns mesma linhe no apresentam diferenca significativa (p
>0,05).



Conforme pode ser observado, a centrifugacéo adicional do extrato sem a etapa
de purificagdo (controle) elevou o grau de pureza. Contudo, o uso do adsorvente
possibilitou a obtengfio de extratos ainda mais purificados, um indicativo do efeito
positivo dessa técnica de purificagéo. Néo foram encontrados estudos na literatura que
verificassem o efeito da centrifugacfio adicional; no geral, os autores comparam os

resultados obtidos entre o extrato bruto e o purificado.

O grau de pureza maximo alcan¢ado no presente trabalho, ao utilizar a etapa de
purificagdo por adsorgfo, foi inferior aos relatados por Lee ef al. (2016) e Fekrat et al.
(2018). A maior pureza encontrada em outros estudos pode ser atribuida ao efeito da CS
de baixa massa molecular € ao tamanho do poro do CA. Lee ef al. (2016) utilizaram CA
com granulometria de 20 a 40 mesh, mas néo informaram a massa molecular da CS. Por
outro lado, Fekrat ef al. (2018) utilizaram CS de baixa massa molecular ¢ CA com
granulometria de 100 a 400 mesh. O presente estudo, por sua vez, utilizou CS de média
massa molecular ¢ CA com granulometria de 14 a 25 mesh. Diante do exposto, verifica-
s¢ a existéncia de uma lacuna de conhecimento quanto a influéncia das caracteristicas dos
adsorventes (massa molecular da CS e tamanho de poro do CA) para que seja possivel

estabelecer um método padrio que possa fornecer extratos mais purificados.

Apos a otimizaggo, foi realizado um teste na condigéo 6tima a fim de avaliar a
influéncia do tempo de agitagéo no percentual de recuperagéo das C-PC e na pureza dos
extratos. A Tabela 19 apresenta os valores encontrados para essas varidveis em fungio do

tempo de agitagéo.

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

agitacdo.
2 min S min 10 min 15 min 30 min
Recuperagio 85+ 1° 83 £1%b 81+1b 75+ 2¢ 60+ 19

(%)
Pureza 1,55+ 0,04° 1,68+0,01° 1,82+0,01® 1,88+0,02% 1,96+0,01*

média + desvio padrio; médias com letras iguais na mesma linha nfo apresentam diferenga significativa (p
> 0,05).

Observa-se que com o aumento do tempo de agitagio h4 uma diminui¢io da
recuperagéio de C-PC, sobretudo para tempos maiores. Por outro lado, para o grau pureza,
verifica-se um efeito positivo em fungéo do tempo de agitagdo: quanto maior o tempo de

agitacdo, maior a absor¢do de outras proteinas e, consequentemente, maior a pureza.
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Fekrat et al. (2018) reportou resultados semelhantes em que o aumento do tempo de
agitacdo 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 agitagéo.

O tempo de agitagdo de 10 min foi considerado o melhor para atingir o equilibrio
entre o percentual de recuperagio de C-PC e o grau de pureza. Nessa condigdo, foram
encontrados valores de pureza de 1,82 ¢ um percentual de recuperagdo de 81%. Este
resultado assemelha-se ao encontrado por Fekrat et al. (2018) que encontraram um tempo
6timo de agitagdo para etapa de purifica¢io por adsorgdo de 10,2 min, atingindo pureza
de 3,14, com rendimento de 79%.

5.5 Precipitaciio com sulfato de aménio

Para avaliar a eficiéncia da precipitagfo com sulfato de aménio na purificagdo do
extrato bruto das C-PC, foram construidos graficos do teor de C-PC e do grau de pureza
no precipitado e no sobrenadante em fungdo das diferentes concentragdes da solugdo de
(NH4)2804, conforme mostrado nas Figuras 25 e 26, respectivamente. Os pontos

experimentais foram unidos por retas para melhor visualizag&o.

= Preciptado C-PC =~ === Sobrenadante C-PC

70
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o o (=] L=

Teor de C-PC (mg g-1)
)
S
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Concentragdo de (NH2):SO4 %(m/v)

Figura 25. Teor de C-PC no precipitado e sobrenadante em fung¢fio das diferentes
concentragBes de (NH4)>80..
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2,0 = Preciptado Pureza =~ ===== Sobrenadante Pureza
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Concentraciio de (NH4)2504 % (m/v)

Figura 26. Pureza no precipitado e sobrenadante em fungio das diferentes concentragfes de

(NH4);S0s.
Como pode ser observado na Figura 25, ao aumentar o nivel de concentragio do

sal, o teor de C-PC encontrado no precipitado aumentou e, consequentemente, reduziu no
sobrenadante. A concentragdo de (NH4)2SO4 que proporcionou extratos com maior
pureza e teor de C-PC foi de 50%. Além disso, observou-se que, em concentragdes acima
da 6tima, ocorreu uma redugéo do grau de pureza devido a degradagédo do pigmento de
interesse.

No trabalho realizado por Gorgich ef al. (2020), ao avaliarem a precipitagio com
(NH4)2S04 no extrato bruto de C-PC obtido com tampao fosfato de potdssio, a condigdo
6tima foi observada a 60 % de concentragdo. Além disso, diferente do presente estudo, o
aumento da concentragfio do sal nfio afetou o teor das C-PC. Essa diferenga pode ser
atribuida 3 extragio salina com CaCl; realizada anteriormente a purificaco; acredita-se
que o meio salino possibilitou que a condigdo 6tima fosse obtida em uma menor
concentragdo de (NH4)2S04. A extragéio salina das C-PC seguida da etapa de precipitagio
com sal também apresentou bons resultados no trabalho realizado por Manirafasha et al.
(2017). Na Figura 25 observa-se também, a degrada¢do do pigmento em concentra¢des
mais elevadas de (NH4)2SO4 que pode ser atribuida & desnaturagio das C-PC em fungdo

do excesso de sal.
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5.6 Estratégias de purificaciio

Com o intuito de avaliar as técnicas de purificagdo em combinagdo, diferentes
estratégias de purificagfio foram adotadas: 1) precipitagfio salina seguida de uma etapa de
filtragdo com membrana; 2) etapa de adsor¢do seguida de precipitagdo salina; e 3) etapas
de adsorgio e precipitagfo salina seguidas de etapa de filtragio por membrana.

Na estratégia 1, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 20, avaliou-se a
precipitagdo salina, na melhor condi¢fo de concentragfio de (NH4)2804 (50%), seguida
de uma etapa de filtragio com membrana (hidrofilica de fluoreto de polivinilideno).
Observa-se que o fator de recuperacdo no precipitado foi de 72 % e a pureza 1,55; apds a
filtragio com membranas, o percentual de recuperagio de C-PC diminuiu para 67 % € o
grau de pureza aumentou para 2,07. Resultado semelhante foi encontrado por Kumar &
Wattal, (2014) ao avaliarem a precipitagdo das C-PC com solu¢do de (NH4)2504a 65 %,

alcanc¢ando extratos com pureza de 1,5 e fator de recuperagéo de 80%.

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

Precipitacao Filtragao
Extrato bruto ((NH4)2804, 50%) membrana
Recuperacio (%) 100? 72+ 1° 67+ 1°
Pureza 1,16° 1,55+0,02° 2,07 £0,02*

média + desvio padrio; médias com letras iguais na mesma linha nfio apresentam diferenca significativa
(p > 0,05).

Na estratégia 2, a precipitagio por adsorgio com CA (12 g L) e a precipitagio
salina com (NH4)2SO4 (utilizando diferentes concentragdes) foram aplicadas de forma
sequencial. O grau de pureza e o teor de C-PC dos extratos, em fung¢fio das diferentes
saturagdes da solucdo de (NH4)2S804, séo apresentados nas Figuras 27 e 28.

Os graficos mostram que a etapa de adsor¢do nfio modificou o comportamento
geral do teor de C-PC e da pureza no precipitado € no sobrenadante. A concentragéo 6tima
de (NH4)2SO4 permaneceu em 50%, sendo observada, também, degradagfio das C-PC
para valores superiores de concentragio. Nessa condigdo foi encontrado um grau de

pureza de 1,98 e um percentual de recuperacio de 53 %.
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Figura 27. Teor de C-PC no precipitado e sobrenadante em fungdo das diferentes concentragdes de
{(NH4):S80a.
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Figura 28. Pureza no precipitado e sobrenadante em fungfio das diferentes concentragdes de
(NH4)280s.

A terceira estratégia de purificagio adotada consistiu em realizar uma etapa de
filtragiio por membrana apos as etapas de adsorcéo e precipitagdo salina. Os resultados
obtidos estéio apresentados na Tabela 21, em que se observa que o grau pureza aumentou
de 1,98 para 2,52 com a realizacdio da etapa de filtragdo. Observa-se, também, que nio

houve diferenca no percentual de recuperacio da C-PC com a adigdo dessa etapa.
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Tabela 21. Percentual de recuperagio de C-PC e pureza em diferentes etapas do processo de purificagio.

Extrato Bruto Adsorcio Precipitacio Filtraciao
CA ((NH4)2804,50%) membrana
Recuperaciio 100° 8142° 53 £1° 51 +£1¢
(%)
Pureza 1,164 1,81 +£0,02° 1,98 +0,01° 2,52 +0,02°

média + desvio padriio; médias com letras iguais na mesma linha néo apresentam diferenca significativa
(p > 0,05).

Embora o grau de pureza obtido com a aplicagio das estratégias de purificagdo tenha
sido maior do que a aplicagio das técnicas isoladas, observa-se que o teor de recuperagio
das C-PC foi menor ao utilizar essas combinagles. Maior grau de pureza e,
consequentemente, menor fator de recuperagdo foram relatados no trabalho de Gantar et
al. (2012), ao utilizar estratégia de purificagdo com precipitagdo por adsor¢fio seguida de
saturag@o fracionada com (NH4)SO4 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 diferencas das caracteristicas dos adsorventes e a saturacéio do fracionamento.

De forma geral, observa-se que a aplicagéo de etapas de purificagdo em sequéncia,
apesar de elevar o grau de pureza dos extratos, possuem impacto negativo no fator de
recuperagdo. Nesse contexto, a estratégia a ser adotada depende da aplicagéo futura das
C-PC. Comparando a precipitagéo por adsorgdo ¢ a precipitagéo salina, a primeira é mais
vantajosa considerando o menor tempo necessario para realizar a purificacéo, além de se

apresentar como um método mais ambientalmente favoravel.
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Capitulo 6 — Conclusdes

Nesse capitulo sfio apresentadas as principais conclusdes do presente trabalho que
teve como objetivos: 1) propor uma metodologia de extragio de ficocianinas provenientes
da Spirulina platensis assistida por ultrassom utilizando solugdes salinas e ii) avaliar
métodos de purificagao de baixo custo para a obtengéo de extratos altamente concentrados

¢ purificados em ficocianinas.

Com relagdo 3s condi¢cOes de extragdo, a amplitude do US apresentou efeito
significativo no teor de C-PC e na pureza dos extratos, enquanto a concentragio da
solugdo salina exibiu efeito apenas no grau de pureza. Dentre os solventes em estudo
(NH4C1 e CaClz), embora o teor méximo de C-PC tenha sido obtido com a solugdo de
NHA4Cl, a solugdc de CaCl» proporcionou extratos com maior grau de pureza e menor teor
de clorofilas. A condigdo 6tima de extragdo para a solugdo de CaCl; foi de 41% de
amplitude e concentragio de 8,5 g L', sendo essa a escolhida a para a realizagio dos

estudos de purificagdo.

Na condigio otimizada de extragdo foi evidenciado que o US promove o
rompimento celular de maneira eficiente e que a forga i6nica da solugdo de CaCly, além
de reduzir a coextragfio das clorofilas, proporcionou extratos mais purificados € com
maior teor de C-PC. A comparagdo entre a extragdo assistida por US e o método
convencional de congelamento/descongelamento mostrou que ambos os métodos
apresentaram o mesmo desempenho em relagdo ao teor de C-PC, mas para o grau de

pureza o método convencional apresentou melhores resultados.

A utilizacdo de diferentes técnicas de purificagfio, isoladas ou em combinagio,
resultaram em extratos com diferentes graus de pureza de C-PC. Embora, a combinagio
das técnicas de purificagfio apresenta resultados satisfatérios em relagdo ao grau de
pureza, uma menor recuperagio do pigmento € observada. Individualmente, a técnica de
adsor¢éo com carvio ativado isolada se apresenta como um método mais vantajoso, em
funcéo da simplicidade e menor tempo de execugio do processo, além de ser um método

de purificagio mais ambientalmente amigavel.

Por fim, acredita-se que a combinagfo da extragio assistida por US e a purificagio
por adsorgéio apresenta-se¢ como uma metodologia atrativa para obtengédo de extratos de

C-PC com alta concentragio e pureza. Nesse contexto, maiores estudos devem ser
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realizados para padronizagéo da técnica de precipitagéo por adsorgdo a fim de se obter

extratos mais purificados.
Sugestdes para trabalhos futuros
A partir desse estudo, pode-se elencar algumas sugestdes para trabalhos futuros:

e avaliar as caracteristicas dos adsorventes do método de purificagdo por adsorgéo:
massa molecular da CS e tamanho de poro do CA,;
e avaliar a estabilidade dos extratos obtidos com a tecnologia do US antes e apds a

purificacdo.
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