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RESUMO

Compostos bioativos extraidos de fontes naturais renovaveis tém atraido o interesse da
inddstria e da academia. Cianobactérias possuem uma ampla gama de componentes
coloridos que incluem carotenoides, clorofila e ficobiliproteinas. Ficobiliproteinas sdao
pigmentos fotossintéticos acessorios com potencial para utilizacdo em diversas
aplicagdes — corantes em alimentos e cosméticos, marcadores fluorescentes em
pesquisas biomédicas, aplicagdes nutracéuticas e farmacéuticas, dentre outras.
Consideracdes sobre a obtenc@o de ficobiliproteinas de microalgas devem incluir: a
escolha do método de extragdo mais adequado, o tipo de solvente e a definicdo dos
principais parametros de extracdo. Neste trabalho, o desempenho dos liquidos idnicos
acetato de N-metil-2-hidroxietilam6nio (2-HEAA), formiato de N-metil-2-
hidroxietilamonio (2-HEAF), 2-HEAA+2-HEAF (1:1, v/v) e 1-butil-3-metilimidazélio
[Bmim][CI] como solventes na extracdo de ficobiliproteinas da microalga Spirulina
(Arthrospira) platensis foi avaliado por trés métodos distintos: convencional
(aquecimento+agitacao), micro-ondas e ultrassom. O desempenho dos liquidos i6nicos
foi comparado ao do tampao fosfato de sédio que € o solvente tradicionalmente
empregado na extragdo de ficobiliproteinas. A extragdo foi otimizada através de um
delineamento composto central e pela metodologia de superficie de resposta. Os efeitos
da temperatura, do pH, da razdo solvente:biomassa e da poténcia foram estudados para
determinar as melhores condi¢des de extracdo.Os resultados mostraram que os liquidos
10nicos préticos foram capazes de extrair as ficobiliproteinas da microalga, tendo sido
mais eficientes que o tampao e o liquido i6nico aproético [Bmim][Cl]. O efeito do pH foi
0 mais significativo na extragcdo convencional e com o ultrassom.Na extragdo por micro-
ondas, a poténcia da irradiagdo foi a varidvel mais influente. A aloficocianina foi o
pigmento extraido em maior quantidade (13,30 mg.g'l), seguido da ficocianina (10,87
mg.g™") e ficoeritrina (4,22 mg.g™"). A extracdo por micro-ondas apresentou vantagens
em relacdo ao tempo de extracdo, produtividade, pureza e consumo energético frente ao
método convencional e a extra¢do assistida por ultrassom. As imagens obtidas por MEV
mostraram que as micro-ondas provocaram mais impactos na estrutura celular da
microalga em comparagdo aos outros métodos. Nas condi¢des de operacao do estudo, a
extracdo assistida por micro-ondas foi considerada a melhor técnica, utilizando 2-
HEAA+2-HEAF como solvente, poténcia de 62 W, pH 7,0, razio solvente:biomassa 10
mL.g'1 e 2 minutos de extragdo.Uma economia de 99,94% no consumo de energia
elétrica foi obtida com o uso do micro-ondas em comparagao ao método convencional.
O método de extracdo proposto neste trabalho mostrou-se eficiente para a obtencdo de
ficobiliproteinas de S. platensis. Através da metodologia de purificacdo aplicada
obtiveram-se os seguintes rendimento e pureza para a ficocianina, aloficocianina e
ficoeritrina: 15% e 1,22; 11,33% e 1,03; 11,92% e 0,71, respectivamente. O grau de
pureza atingido permite a aplicacdo destes pigmentos em alimentos e cosméticos. A
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) mostrou que as ficobiliproteinas
tém peso molecular em torno de 20 KDa. Estudos preliminares voltados a recuperacio e
reutilizacdo do liquido idnico foram conduzidos, comprovando a possibilidade de
reaproveitamento destes solventes.

Palavras-chave: Ficobiliproteinas. Liquidos i0nicos. Spirulina (Arthrospira) platensis.
Ultrassom. Micro-ondas.



ABSTRACT

Bioactive compounds extracted from natural renewable sources have attracted increased
interest from both industry and academia. Cyanobacteria possess a broad range of
colored components including carotenoids, chlorophyll, and phycobiliproteins.
Phycobiliproteins are pigments accessories photosynthetic potential for use in various
applications - dyes in food and cosmetics, fluorescent tags in biomedical research,
nutraceutical and pharmaceutical applications. Considerations to obtain of microalgae
phycobiliproteins may include: choosing the most suitable method of extraction, solvent
and extraction of the main setting parameters. While phycobiliproteins extraction
classical methods are reproducible and show good yields are generally time consuming
and require the use of elevated temperatures and / or large volumes of solvent, which
can cause thermal denaturation or chemical transformation of the products of interest.
Therefore, the development of new extraction green techniques permitting the transfer
of the results obtained in laboratory scale for industrial need for greater biotechnological
exploitation of these and other products from microalgae. In this work, the performance
of ionic liquids as solvents in phycobiliproteins extraction from Spirulina (Arthrospira)
platensis was evaluated using three different methods: conventional (heating +
agitation), microwave and ultrasound. The extraction was optimized using a central
composite design and response surface methodology. The effects of temperature, pH,
biomass:solvent ratio and power were studied to determine the best extraction
conditions of extraction. The results showed that the protic ionic liquids were capable of
extracting phycobiliproteins from microalgae, being more efficient than buffer and
aprotic ionic liquid [Bmim][Cl]. The effect of pH was more significant in conventional
and ultrasound methods. In microwave-assisted extraction, the irradiation power was
the most important variable. The allophycocyanin was extracted in larger quantities
(13.30 mg.g™), followed by phycocyanin (10.87 mg.g™” and phycoerythrin (4.22 mg.g
1. This method of extraction showed advantages over the extraction time, productivity,
purity and energy consumption across the conventional method and ultrasound-assisted
extraction. The SEM revealed that the microwave caused more impacts on the cellular
structure of the microalgae compared to other methods. In the study of operating
conditions, microwave-assisted extraction was considered the best technique, using 2-
HEAA + 2-HEAF as solvent at power of 62 W, pH 7.0, biomass:solvent ratio 10 mL. g'1
and 2 min of extraction. A savings of 99.94% in electricity consumption was obtained
with the use of microwaves compared to conventional method. The extraction method
proposed in this work proved to be efficient for obtaining S. platensis phycobiliproteins.
By the applied purification methodology the following yield and purity were obtained
for phycocyanin, allophycocyanin and phycoerythrin: 15% and 1.22; 11.33% and 1.03;
11.92% and 0.71, respectively. The degree of purity achieved allows the application of
these pigments in food and cosmetics. Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
showed that the phycobiliproteins have molecular weight around 20 KDa. Preliminary
studies on the recovery and reuse of the ionic liquid were conducted, proving the
possibility of reuse of these solvents.

Keywords: Phycobiliproteins. lonic liquids. Spirulina (Arthrospira) platensis.
Ultrasound. Microwave.
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1 INTRODUCAO

Microalgas sdo organismos capazes de sintetizar e acumular compostos
quimicos valiosos, tais como, polissacarideos, dcidos graxos insaturados e uma gama de
pigmentos, dentre eles as ficobiliproteinas (Su et al., 2014). Ficobiliproteinas sao
proteinas que captam a luz e atuam como pigmentos fotossintéticos acessérios em
cianobactérias e algas vermelhas. As principais ficobiliproteinas sdo ficocianina,
aloficocianina e ficoeritrina, cada qual com uma coloracdo caracteristica, absorvendo a
luz numa regido especifica do espectro (Ramos et al., 2011). Estes pigmentos sao
comumente utilizados nas industrias cosmética (Pandey et al., 2013), farmacéutica (Liu
et al., 2000; Cherng et al., 2007; Kumar et al., 2007) e de alimentos (Batista et al.,
2006; Jespersen et al., 2005; Mishra et al. 2008), apresentam propriedades fisiolégicas
importantes como atividade antioxidante (Bhat e Madyastha, 2000; Romay et al. 1998;
Dasgupta et al., 2001; Upasani e Balaraman, 2003; Bermejo et al. 2008; Soni et al.
2008), anti-inflamatéria (Zhu et al., 2016; Wu et al., 2016) e anticancer (Fernandez-
Rojas et al., 2014). Estes pigmentos também tém sido utilizados como sondas
fluorescentes em histoquimica, citometria de fluxo, microscopia e imunoensaios de
fluorescéncia (Sekar e Chandramohan, 2008). Mais recentemente, as ficobiliproteinas
tém chamado a atenc¢do pela potencial aplicacdo no campo da energia, principalmente,
na producdo de “células solares sensibilizadas por corantes” (DSSCs - dye sensitized
solar cell). DSSCs sdo dispositivos que convertem a luz solar em energia elétrica
através do efeito fotovoltaico (Martins et al., 2016).

Existem muitos protocolos disponiveis para a extracdo, quantificacdo e
purificacdo de ficobiliproteinas diferindo consideravelmente entre si. Alguns autores
relatam que a maneira mais eficiente de extrair ficobiliproteinas € repetir ciclos de
congelamento/descongelamento em tampao fosfato ou acetato, em 4gua destilada ou
nitrogénio liquido (Ranjitha e Kaushik, 2005; Soni et al., 2006). Ha trabalhos que
utilizam técnicas de rompimento celular para a extragdo desses pigmentos, como:
homogeneizador mecanico de tecidos (Lawrenz et al., 2011); exposi¢do a alta pressao
(Patil et al., 2006) e sonicagdo (Horvath et al., 2013). O tratamento da biomassa
microalgdcea com lisozima também ja foi estudado anteriormente, mas trata-se de um

método caro e limitado a escala laboratorial (Boussiba e Richmond, 1979). Contudo,
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poucos estudos sobre a otimizacdo dos métodos de extracdo de ficobiliproteinas
(Silveira et al., 2007; Moraes et al., 2010).

O método que utiliza aquecimento e agitacdo embora permita maior
controle das condi¢des de extracdo e apresente boa reprodutibilidade, é prolongado.
Outra desvantagem deste método reside no fato de que o emprego de temperaturas
elevadas encarece o processo de extracdo. Su et al. (2014) obtiveram,
aproximadamente, 2,0 g.L'1 de ficocianina ap6s 3 horas de extragdo com tampao fosfato
de sddio (pH 7,0) a 50 °C. Silveira et al. (2007) apds 24 horas de extracdo a 32,5 °C
com tampdo fosfato de sédio atingiram a concentracio méxima de 4,20 mg.L”' de
ficocianina. Levando-se em conta o consumo de energia e de tempo este método
apresenta muito baixa produtividade e elevado custo.

No sentido de maximizar o potencial biotecnoldgico e comercial das ficobiliproteinas,
novos métodos de extragdo mais eficientes, econdmicos e ambientalmente seguros
devem ser desenvolvidos.

A extragcdo assistida por micro-ondas (EAM) apresenta como principais
vantagens: rapidez — processa-se em minutos ao invés de horas; alta reprodutilibilidade;
reduzido consumo de solvente, o que simplifica a manipulacdo e a ampliacdo de escala;
obtencdo de um produto final com maior pureza; aquecimento mais eficaz e seletivo;
transferéncia de energia mais rdpida; reduzidos gradientes térmicos; equipamentos de
tamanho reduzido (Chemat et al., 2006). EAM € um método eficaz para a extracdo de
gorduras e 6leos (Chemat et al., 2006; Lucchesi et al., 2007), bem como compostos
fendlicos com propriedades antioxidantes (Tsubaki et al., 2010; Michel et al., 2011).
Pasquet et al. (2011) também empregaram micro-ondas com sucesso para extrair
pigmentos (clorofila, fucoxantina e caroteno) a partir de microalgas. Yang e Zhai (2010)
compararam a extracdo de antocianinas por diferentes metodologias e sugeriram que a
EAM foi mais eficiente e rapida para extrair tais componentes do milho roxo.

O ultrassom € também uma nova tecnologia utilizada para melhorar o
processo de extracdo de compostos lipofilicos ou hidrofébicos a partir de materiais
vegetais ou animais. Baixos custos operacionais e equipamento de facil manuseio s@o as
vantagens da tecnologia de ultrassom (Fairbanks, 2001). Ultrassom de alta intensidade
pode acelerar o transporte de calor e massa em uma variedade de operacdes no
processamento de alimentos e tem sido empregado com sucesso para melhorar a

secagem, mistura, homogeneizacdo e extracdo (Liu et al., 2005). Vilkhu et al. (2008)
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apontaram que o uso do ultrassom gera perturbagdes nas paredes celulares dos
diferentes tecidos bioldgicos, facilitando a liberacdo de compostos extraiveis, e pode
melhorar o transporte em massa de solvente de uma fase continua para dentro das
células. Alguns autores relataram o emprego de ultrassom na extracdo de
ficobiliproteinas de diferentes espécies de microalgas (Abalde et al., 1998; Furuki et al.,
2003; Johnson et al., 2014; Sun et al., 2009).

Solventes diversos tém sido empregados na extracdo de ficobiliproteinas
Nesse contexto, os liquidos idnicos (LIs) surgem como uma alternativa atraente e
inovadora para a extracdo destas biomoléculas. Levando-se em conta sua ampla
versatilidade e capacidade de reaproveitamento (Oliveira et al., 2016).

LIs s@o sais, compostos somente de fons, com pontos de fusdao abaixo de
100 °C, apresentam baixa pressdo de vapor, alta capacidade de solvatacdo e melhor
estabilidade quimica e térmica, quando comparados aos solventes organicos. LIs sao
uma classe de solventes com propriedades fisicas ajustdveis (polaridade,
hidrofobicidade e viscosidade) pela permuta ou combinagdo de cations e anions. Devido
a sua ampla janela de polaridade, sdo empregados nos mais variados processos: da
sintese organica (Su e Chen, 2017), extracdo de metais (Akhtar et al., 2016; Leyma et
al., 2016) a biocatalise (Warner et al., 2016; Sheldon, 2016).
Os LIs sdo classificados em dois grupos: aproticos (LIAs) e préticos (LIPs). Os LIAs
sdo baseados, principalmente, nos cdtions imidazdlio e piridina o que os torna mais
onerosos quando comparados aos LIPs. LIPs sdo sintetizados pela transferéncia de
prétons de um 4acido de Brgnsted para uma base de Brgnsted (Anouti er al., 2008;
Mirjafari et al., 2013). Apesar das vérias caracteristicas interessantes, a maioria dos LIs
apresenta como desvantagens alto custo e pouca biodegradabilidade. No entanto,
apresentam a vantagem de poderem ser regenerados e reutilizados (Desai et al., 2014).

O maior aproveitamento biotecnolégico de ficobiliproteinas passa pelo
desenvolvimento de métodos de extracdo que sejam tanto eficientes quanto seguros
ambientalmente. No presente estudo, foi avaliado o efeito da utilizacdo de liquidos
ionicos como solventes na extra¢do de ficobiliproteinas da biomassa seca de Spirulina
(Arthrospira) platensis por trés métodos diferentes: extracdo convencional
(aquecimento + agitacdo), extracdo assistida por micro-ondas e extracdo assistida por
ultrassom. As condi¢des de extracdo, tais como: temperatura, razdo solvente:biomassa,

poténcia de irradiacdo e pH foram otimizadas no sentido de maximizar a concentracdo e
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a pureza dos pigmentos. Além disso, o impacto de cada método de extracdo sobre a
célula da microalga foi analisado por microscopia eletronica de varredura. Estudos
voltados a recuperagdo e reutilizagdo dos liquidos i6nicos empregados no processo de
extracdo foram efetuados. Um protocolo para a purificacdo das ficobiliproteinas foi

proposto.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Definir um processo de extracdo e purificacdo de ficobiliproteinas de

Spirulina (Arthrospira) platensis utilizando liquidos i6nicos como solventes.

2.2 Especificos

= Sintetizar e caracterizar estrutural e fisico-quimicamente os liquidos 16nicos
proéticos;

= Avaliar o desempenho dos liquidos i0nicos na extra¢do de ficobiliproteinas pelo
método convencional, analisando a influéncia dos parametros: temperatura, pH e
razao solvente:biomassa;

= Avaliar o desempenho dos liquidos idnicos na extragdo de ficobiliproteinas
assistida por micro-ondas, analisando a influéncia dos parametros: poténcia e
razdo solvente:biomassa;

= Avaliar o desempenho dos liquidos idnicos na extragdo de ficobiliproteinas
assistida por ultrassom, analisando a influéncia dos parametros: pH e razdo
solvente:biomassa;

» Comparar o impacto dos diferentes métodos de extracdo sobre a célula da
microalga por MEV (microscopia eletronica de varredura);

= Comparar os métodos e as condi¢des de extracdo em termos de rendimento,
produtividade, fator de pureza e consumo energético;

= Purificar as ficobiliproteinas;

= Recuperar e reutilizar os liquidos i6nicos no processo de extragao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Spirulina platensis

3.1.1 Taxonomia

A correta colocacdo taxondmica € essencial para a investigagcdo ou aplicacdo
de qualquer organismo. Quando se trata da Arthrospira isto tem sido dificultado pelo
emprego de diferentes designacdes por parte dos taxonomistas. Uma correta designagao
¢ particularmente importante uma vez que duas espécies de Arthrospira, A. platensis e
A. maxima, sdo amplamente produzidas comercialmente como alimentos, suplementos
dietéticos e alimentares (Belay, 2008).

Stizenberger (1852) e Gomont (1892) estabeleceram o género Arthrospira
para distinguir algas verde-azuladas (cianobactérias) com tricomas enrolados
regularmente, com septos visiveis (paredes tranversais) e septos invisiveis, e incluiram
neste grupo o género Spirulina. No entanto, o tratado de Geitler publicado no inicio de
1990 (Geitler, 1932) mudou a posicao taxondmica destes géneros sobrepondo o género
Spirulina ao Arthrospira, resultando na atual designagao Spirulina platensis e Spirulina
mdxima para as duas mais importantes espécies de A. platensis e A. maxima. A
separacdo destes dois gé€neros tem sido afirmada repetidamente com base em
caracteristicas como helicidade e tamanho dos tricomas, estrutura da parede celular e
padrao de poros, vesiculas de gés, padrao dos tilacoides, fragmentacdo e motilidade dos
tricomas e, mais recentemente, por métodos moleculares. Mostrando claramente que a
denominacdo taxondmica de Geitler ndo se justifica.

Deve notar-se que "Spirulina" ¢ um nome comercial para as duas estirpes
importantes de Arthrospira, A. platensis, e A. maxima. E pouco provivel que as
empresas facam essa correcdo. Contudo, a corrente designacdo bacteriolégica da
Arthrospira é reconhecido por taxonomistas, produtores e 6rgios reguladores. Neste
sistema de classificacdo, Arthrospira pertence ao grupo das cianobactérias, subgrupo 3

(= Oscillatoriales), género Arthrospira (Boone e Castenholz, 2001).
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3.1.2 Morfologia

Arthrospira é uma cianobactéria multicelular, filamentosa (alga verde-azul),
composta por células cilindricas dispostas na forma de tricomas helicoidais ndo
ramificados. As células tém didmetro de 6 - 12 pum. Os passos da hélice variam de 12 a
72 um e seu didmetro varia de 30 a 70 um (Tomaselli, 1997). As células cilindricas s@o
mais amplas no comprimento e contém uma quantidade abundante de vesiculas de gés.

Arthrospira tem um ciclo de vida bastante simples. A reprodu¢do acontece
pela fragmentacdo de uma tricoma madura em numerosos segmentos mais curtos,
através da destruicdo sacrificial de multiplas células especializadas intercaladas
chamadas "necridia". Os segmentos curtos que sdo compostos de algumas células, sdo
em seguida, alongados por divisdo bindria num unico plano perpendicular ao eixo
longitudinal do filamento (Tomaselli, 1997). Uma Arthrospira tipica é mostrada na
Figura 1.

Figura 1 — Imagem de Arthrospira tipica cultivada em ambiente externo

FONTE: RICHMOND e HU (2013).

A luz do microscépio, os tricomas exibem facilmente paredes transversais
visiveis. Os tricomas sdo compostos de paredes de células de quatro camadas envoltas
por uma fina bainha mucilaginosa. A helicidade € um traco caracteristico do género
Arthrospira. Em geral, variagdes morfoldgicas significativas nas hélices dentro e entre
espécies sdo encontradas. Fatores ambientais como temperatura, luz e estado nutricional

afetam a morfologia dos tricomas (Van Eykelenburg, 1980; Belay, 1997).
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3.1.3 Ultraestrutura
A estrutura celular da Arthrospira é semelhante a de outros organismos
procariotos, caracterizada pela auséncia de um nuicleo morfologicamente delineado ou

plastidio, envolvido por uma parede celular gram-negativa exterior.

3.1.3.1 Parede celular

Observagdes microscopicas eletronicas de cortes ultrafinos mostraram que a
parede celular de A. platensis € constituida por quatro camadas longitudinais. Os septos
ou paredes transversais, por outro lado, sdo constituidos de trés camadas (Van
Eykelenburg, 1980; Tomaselli, 1997). Todas apresentando espessura de 10 - 15 nm e a
parede inteira possuindo cerca de 60 nm. Tomaselli (1997) relata a presenca de poros
juncionais na camada de peptidoglicano proxima as paredes transversais, dispostas
sobre vérias fileiras hemicirculares. Aparentemente, as condi¢des de crescimento como
temperatura e luminosidade parecem nao afetar a ultraestrutura da parede celular das

microalgas (Van Eykelenburg, 1980).

3.1.3.2 Inclusoes celulares

Arthrospira platensis contém varias inclusdes celulares que sdo tipicas de
outras cianobactérias:
Tilacoides — s@o inser¢des mais proeminentes no citoplasma e estao localizados entre o
citoplasma periférico e central. Os tilacoides estdo associados com os ficobilissomas,
desempenhando a funcdo de antenas na coleta de luz.

Granulos de cianoficina — estes granulos sdo estruturas compostas por copolimeros de

L-arginina e L-4cido aspartico de elevado peso molecular. O nimero relativo destes
granulos varia com a concentragdo do meio, com a idade celular e a temperatura de
crescimento (Van Eykelenburg, 1980). Granulos de cianoficina tém a funcdo de
armazenar nitrogénio (Van Eykelenburg, 1980).

Granulos de poliglucano — compostos por polimeros de glicose de alto peso molecular,

N

semelhantes ao glicogénio ou a amilopectina. Estes granulos de armazenagem estdao

localizados no espaco entre os tilacoides. Em temperaturas elevadas, ocorre maior
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acumulo de granulos de poliglucano, fazendo com que haja um armazenamento maior
de carboidratos em relacao ao nitrogénio (Van Eykelenburg, 1980).

Corpos cilindricos — em A. platensis, corpos cilindricos sdo compostos de membranas

duplas e estdo localizados na regido do nucleoplasma (Tomaselli, 1997). A funcdo
destes organismos nao é conhecida embora tenha sido sugerido que eles podem ser o
sitio de sintese dos ficobilissomas.

Corpos poliédricos (carboxissomas) — estes corpos de inclusdo sdo comumente

associados com o material nuclear. Os corpos poliédricos parecem ser o sitio da ribulose
1,5 — bisfosfato carboxilase (Van Eykelenburg, 1980; Cifferi, 1983). Sdo afetados pela
luz e pelas condi¢des nutricionais.

Vesiculas de gds — aparecem como estruturas ocas com extremidades cOnicas

empilhadas de forma hexagonal. Vacuiolos de gas funcionam como reguladores de
flutuabilidade ajudando o organismo a posicionar-se na coluna de dgua, de acordo com
a disponibilidade de nutrientes e luz.

Outras inclusdes — uma série de outras inclusoes celulares foram observadas em A.

platensis, incluindo corpos lipidicos, corpos de polifosfato (talvez compostos de poli-f3-

hidroxi butirato) e mesossomos.
3.1.4 Ecologia e fisiologia

A. platensis ocorre abundantemente em corpos de 4gua tropicais e
subtropicais com elevada alcalinidade (Iltis, 1971; Talling et al, 1973; Wood e Talling,
1988). Virias observacdes tém mostrado que a distribuicdo e abundancia da espécie
dependem da salinidade da dgua. Iltis (1975) dividiu os corpos de dgua em trés classes
com base na salinidade, devida ao teor de carbonato e bicarbonato, principalmente.
Lagos com salinidade < 2,5 gL' apresentaram uma populacio de algas muito variada
composta por algas verdes, cianobactérias e diatomdaceas. Enquanto que aqueles com
salinidade de 2,5 — 30 g.L'1 continham uma populacdo predominantemente de
cianobactérias. Em lagos com salinidade superior a 30 g.L”, a populacio de algas é
composta quase exclusivamente de espécies Arthrospira como mostrado por um estudo
comparativo entre dois lagos, Rombou (13 — 26 g.L'l) e Bodou (32 — 65 g.L'") (Iltis,
1975).
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Dentre os principais fatores que afetam o crescimento das microalgas,
podemos citar: luminosidade, temperatura, teor de sal e osmorregulacdo, concentragio
de oxigénio e a fisiologia dos nutrientes no meio que devem prover concentracoes
suficientes de carbono, nitrogénio, fésforo, ferro e elementos tracos para o correto

desenvolvimento destes organismos (Richmond e Hu, 2013).

3.1.5 Produtos de microalgas

As tendéncias de mercado e o crescente interesse dos consumidores por
produtos naturais e saudaveis t€ém incentivado pesquisas no setor académico e industrial
para o desenvolvimento de novos produtos com ingredientes funcionais. Microalgas tém
sido reconhecidas como fonte desses ingredientes com efeitos positivos a saide. Uma
vez que estes microrganismos produzem 4cidos graxos poli-insaturados,
polissacarideos, pigmentos naturais, minerais essenciais, vitaminas, enzimas e peptideos
bioativos (Cuellar-Bermudez et al., 2014).

Na Tabela 1 € apresentada uma andlise tipica de Spirulina produzida na
Earthrise® (USA) em 2011, mostrando os niveis de fitonutrientes essenciais dessa
microalga.

Spirulina contém altos niveis de proteina. O perfil de aminoécidos ¢é
comparavel aquele recomendado pela FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations), com excecdo dos aminodcidos sulfurados e da lisina. Contém
pigmentos benéficos a satde, como carotenoides, ficobiliproteinas e clorofila, além de

acidos graxos essenciais (AGL), ferro e vitamina B12 (Becker, 1994).

Tabela 1 — Perfil nutricional da Spirulina platensis em p6

Composicao por 100 g Composi¢do por 100 g
Macronutrientes Vitaminas
Calorias 382 cal A (100% B-caroteno) 360 000 UI
Total de gordura 75¢g K 1080 mcg
Gordura saturada 2,71 g Tiamina HCI (B1) 0,09 mg
Gordura poli- 2,57 ¢ Riboflavina (B2) 3,66 mg
insaturada
Gordura 0,418 g Niacina (B3) 16,8 mg
monoinsaturada
Colesterol <l mg B6 0,839 mg

Carboidratos totais 14,6 g B12 226 mcg




26

Fibras
Acucares
Lactose
Proteinas
Aminoacidos
essenciais (mg)
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenialanina
Treonina
Triptofano
Valina

Aminoacidos nao

essenciais (mg)
Alanina

Arginina

Acido aspértico
Cistina
Acido glutdmico
Glicina
Prolina
Serina
Tirosina

7,72 g
<0,1 g
<0,1g
67.5¢g

1010
3490
5400
3050
1360
2770
2990
920
3320

4400
4550

6120
566
8900
3030
2270
2780
2790

Minerais
Calcio
Ferro
Fosforo

Todo

Magnésio
Zinco
Selénio
Cobre
Manganés
Cromo
Potéssio
Sédio
Fitonutrientes
Ficocianina (média)

Clorofila (média)
Acido gama linoléico
(AGL)
Carotenoides (média)
B-caroteno (média)
Zeaxantina

288 mg
53,9 mg
975 mg

549 mcg

292 mg
1,4 mg
21,3 mcg
0,383 mg
2,86 mg
<990 mcg
1620 mg
692 mg

17,8%
1,2%
1,39 ¢

509 mg
227 mg
116 mg

Fonte: RICHMOND e HU (2013).

Muitas empresas ao redor do mundo produzem e comercializam compostos

oriundos de microalgas. A Tabela 2 fornece uma lista de empresas que utilizam

microalgas como matéria-prima e suas localizacoes.

Tabela 2 — Companhias globais que desenvolvem processos e comercializam compostos
de alto valor a partir de microalgas

Empresa Localizagao Empresa Localizagao
Algae. Tec Austrélia AlgaFuel, S.A (A4F) Portugal
Solarvest BioEnergy Canada Necton Portugal
Canadian Pacific Canadd Green Sea Bio Systems Espanha
Algae s.l.
Solari
ofartum Chile AlgaEnergy Espanha

Biotechnology S.A.
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BlueBio China Fitoplancton Marino Espanha
EcoFuq Republica Checa Simris Suécia
Laboratories
Taiwan Chlorella
Aleor Franca Manufacturing Taiwan
Company
Fermentalg Franca Vedan Taiwan
Roquette Franca AlgaeLink N.V Holanda
Alpa Biotech Franca AlgaeBiotech Holanda
IBV Biotech IGV Alemanha LGem Holanda
GmbH
Subitec Alemanha Solazyme, Inc. USA
Algomed Alemanha Aurora Algae USA
BlueBioTech Alemanha Solix Biosystems USA
Phytolutions Alemanha Synthetic Genomics USA
Algae Health Irlanda Cellena USA
Seambiotic Israel Cyanotech USA
Algatechnologies Israel Algaeon USA
UniVerve Biofuel Israel Alltech Algae USA
Parry Nutraceuticals India Green StirlcProducts, UsA
Sunchlorella Japao Bionavitas USA
Fuji Chemicals Japao Heliae USA
DAESANG Coréia Kuehnle Agro Systems USA
Algactech Maldsia Photon8 UsA
International
June Pharmaceutical Malasia Ternion Biolndustries USA
Tecnologia México Algae to‘Omega USA
Ambiental BIOMEX Holdings
Algase:;s;};i:logy México Sapphire Energy UsA
Aquaflow Binomics Nova Zelandia Algenol USA
Photonz Nova Zelandia

Fonte: CUELLAR-BERMUDEZ et al. (2014).

No Brasil, o interesse pelas microalgas se deu de forma tardia e
descentralizada por alguns institutos de pesquisa e universidades, tendo como enfoque
principal a alimentacdo humana e/ou animal. Atualmente, pesquisas sobre a
produtividade e a potencialidade da utilizacdo de microalgas para a geracdo de
biocombustiveis de terceira geragao vém sendo desenvolvidas no pais, subsidiadas pelo

governo e por empresas privadas (Francisco et al., 2015).
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3.2 Ficobiliproteinas

Ficobiliproteinas sdo uma familia de macromoléculas acessorias coletoras
de luz, organizadas em complexos supramoleculares chamados ficobilissomas.
Ficobilissomas funcionam como componentes do aparelho fotossintético em
cianobactérias e em algumas algas eucariéticas (Grossman, 1993).

A energia luminosa capturada pelas ficobiliproteinas € transferida para as
clorofilas no complexo antena, CP43 e CP47 (contendo clorofila a e carotenoides) e
finalmente, para o centro reacional II. Ficobilissomas sdo compostos de armazenamento
de nitrogénio e podem constituir até 60% das proteinas soliveis da célula.
Ficobiliproteinas podem sofrer modificacdes nas proporcdes de ficocianina e
ficoeritrina das hastes para melhorar a captura de luz de acordo com mudangas no
habitat. Os complexos de ficobiliproteinas sdo altamente organizados; apresentando
conjuntos supramoleculares que transportam bilinas covalentemente ligadas
(cromoforos tetrapirrole de cadeia aberta) e polipeptideos de ligagdo (MacColl, 1998).

O desenvolvimento da sintese e da funcdo de ficobiliproteinas tem
expandido a aplicacdo desses pigmentos em biotecnologia, diagndsticos, alimentos,
cosméticos e medicamentos. Essas biomoléculas sio amplamente comercializadas para
aplicacdo de fluorescéncia em anélises clinicas e imunoldgicas (Richa et al., 2011). De
acordo com Chuner Cai et al. (2012), o prego de ficobiliproteinas altamente purificadas

varia de US$ 5.000 a 30.000/grama.

3.2.1 Estrutura das ficobiliproteinas

Em geral, a macroestrutura do ficobilissoma consiste de um ntcleo
(constituido por aloficocianina) rodeado por ficocianina e ficoeritrina (quando presente)
organizadas na periferia da estrutura sob a forma de hastes (FIGURA 2). Todas estas
proteinas sdo montadas através de intera¢Oes especificas com os polipeptideos ligantes,
cujas massas moleculares variam de 7.800 — 100.000 Da. O nucleo estd situado na
proximidade do fotossistema II, na membrana tilacoide, onde uma clorofila do
fotossistema II esta localizada (Zolla et al., 2002). As biliproteinas t€ém seus croméforos
(bilinas) arranjados para produzir uma migracdo de energia rdpida e direcional através

dos ficobilissomas e da clorofila a na membrana tilacoide (Glazer, 1989).
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Informagdes sobre a organizagdo supramolecular de ficobilissomas advém
da microscopia eletrbnica que mostrou que cianobactérias contém varios tipos
estruturais de ficobilissomas, mas o ficobilissoma hemidiscoidal com um nudcleo
tricilindrico e seis hastes € encontrado extensivamente na maior parte delas

(Sidler,1997).

Figura 2 — Organizacao estrutural do ficobilissoma

FICOERITRINA

FICOCTANINA

ALOFICOCIANINA

PIGMENTO
TERMINAL

FOTOSSISTEMA 1 g
FOTOSSISTEMA II e il
H:/O) ’\1/2 0,
FONTE: GROSSMAN et al. (1993).

Com base na cor e em propriedades espectrais, as ficobiliproteinas sdo
divididas em: 1) ficocianina (FC; Apsx = 610 — 620 nm), 2) aloficocianina (AF; Amix =
650 — 660 nm) e 3) ficoeritrina (FE; Ay = 490 — 570 nm) (Sun et al., 2009).

A ficocianina € a maior constituinte dos ficobilissomas, enquanto a
aloficocianina detém os pigmentos ponte entre os ficobilissomas e as lamelas
fotossintéticas (Glazer, 1988). Ambas ficocianina e aloficocianina s@o compostas de
duas cadeias polipeptidicas, a e 3, de cerca de 17.000 e 18.000 Da (MacColl,1998). Os
polipetideos a e B contém um ou dois croméforos, respectivamente. Em meio aquoso de
baixa forca idnica, os ficobilissomas dissociam-se em vdrios componentes, e
biliproteinas individuais, com ou sem ligantes, sdo obtidas (Westermann, 1993). A
relativa estabilidade do complexo biliproteina — ligante varia entre as biliproteinas de
diferentes fontes.

Aloficocianina € organizada na forma de trimero, em pH neutro,
apresentando trés a e trés B polipeptideos; cada um deles com um croméforo (bilina).

Trimeros (03B3) sdo conjuntos de trés mondmeros (aff) com simetria tripla. Ficocianina

¢ encontrada em solugdo, como uma mistura complexa de (asB3) (agPs), € outros
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oligdbmeros. Os hexameros (agfs) t€m forma de disco e sdo formados pela associagao
face-a-face de trimeros. As hastes sdo formadas pela associa¢do desses discos (Zolla et
al., 2002).

Ficoeritrinas, especialmente de algas vermelhas, t€ém outro cromoéforo-
transportador, o y. A subunidade y é considerada um conector de trimeros (af3); (com
cerca de 12 — 30 KDa) na formacao de hexameros mais estaveis [(af}) —y — (af)3] (240 —
260 KDa). Portanto, usualmente as ficoeritrinas existem na forma de hexdmeros em
solucdo, bem como nos ficobilissomas; contudo, ficocianina e aloficocianina se

apresentam na forma de trimeros somente em solucdo (Sun et al., 2009).

Figura 3 — Férmulas estruturais dos grupos cromoforos (bilinas) das ficobiliproteinas
estudadas

COCH COOH
G P HeC CHy H:,H
: __ __
/B
oﬁt\ )“\\/\ /\/L %\% =q
N N N N
H H H
Ficocianina

COOH COOH

Ficoeritrina

FONTE: GOLDSMITH e MOERNER (2010).

Do ponto de vista fisiolégico, a organizagdo das biliproteinas em barras
fornece a base estrutural para uma transferéncia de energia eficiente para responder as
variacdes das condi¢cdes ambientais e para a adaptacdo a ambientes extremos. Ha
tipicamente de dois a seis discos em uma haste, dependendo do organismo e das
condicdes de crescimento. Estd bem documentado, por exemplo, que os ficobilissomas
de cianobactérias adaptam-se a diferentes niveis de luminosidade através de um

processo complexo que envolve alteragdes na proporcdo de ficocianina com ficoeritrina
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nas hastes a fim de melhorar a coleta de luz (Yu et al., 1981; Wendler et al., 1986).
Além disso, a modulagdo dos niveis de energia nas quatro bilinas quimicamente
diferentes por uma série de fatores gera uma colheita de luz e uma migracdo de energia
mais eficiente. E geralmente aceito que os ligantes governam a montagem das
biliproteinas nos ficobilissomas e, apesar de serem incolores, em certos casos, eles t€ém
demonstrado melhorar o processo de migracao da energia (Tandeau de Marsac e Cohen-
Bazire, 1977; Koller et al., 1978). Como alguns ligantes mediam a montagem das
biliproteinas, eles produzem modificacdes nos espectros das biliproteinas e, isto pode
melhorar o processo de migracao de energia através dos ficobilissomas. Os ligantes sao
encontrados tanto em ficobilissomas de cianobactérias quanto de algas vermelhas e
podem constituir de 10 £ 15% da sua massa total. Maiores detalhes de como os ligantes

executam suas tarefas ndo sdo ainda bem conhecidos (Zolla, et al., 2002).

3.2.2 Potencial biotecnologico das ficobiliproteinas

Algumas propriedades espectroscOpicas e estruturais das ficobiliproteinas
revelam seu grande potencial para uso em ensaios de fluorescéncia, tais como: i)
absor¢do ampla e forte da luz na regido visivel do espectro e elevado coeficiente de
extingdo; ii) alto rendimento quantico de fluorescéncia em uma ampla faixa de pH; iii)
alto desvio de Stokes; 1v) muito poucos fendmenos de quenching (extin¢cdo) entre os
multiplos croméforos que as ficobiliproteinas carregam; v) muitos grupos funcionais de
superficie que sdo prontamente acoplados pelo uso de reagentes hetero-bifuncionais
com uma variedade de pequenos corantes organicos ou proteinas (Richa et al., 2011).

Por todas as caracteristicas apresentadas, as ficobiliproteinas sdo
consideradas marcadores de fluorescéncia mais adequados do que pequenos marcadores
de sintese convencional, com grande potencial para uso pratico. Com o
desenvolvimento dos produtos comerciais de ficobiliproteinas e os seus conjugados, a
utilizacdo dessas proteinas fluorescentes como marcadores ja mostra aplicacdes préticas
em varios ramos da Biologia (Richa et al., 2011). Ficobiliproteinas utilizadas como
marcadores fluorescentes devem necessariamente apresentar elevado grau de pureza.
Elas sdao 100 vezes mais sensiveis do que os marcadores convencionais. Mesmo em
citometria de fluxo e em imunoensaios, a sensibilidade das ficobiliproteinas conjugadas

a anticorpos €é maior do que a dos correspondentes conjugados organicos.
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Ficobiliproteinas tém indimeros sitios para a formacdo de conjugacdes estaveis com
materiais bioldgicos e sintéticos. Aloficocianina € a ficobiliproteina mais adequada para
a utilizagdo como marcador de fluoerescéncia (Holmes et al., 2001).

Técnicas de imunoensaio também se beneficiam das propriedades de
ficobiliproteinas. Estas proteinas, hidrofilicas e estdveis, podem se ligar facilmente a
anticorpos por ligagdes cruzadas e, por isso, podem ser usadas como poderosos
marcadores em ensaios imunométricos em fase solida (Hales, 1980). A elevada
capacidade de absorcdo e o pequeno nimero de ligacdes nao especificas permitem uma
simples adaptacdo de um sistema comercial para a determinacdo de imunoglobulina
humana (IgG) com maior sensibilidade picomolar (Kronick, 1983). Nesta aplicagao,
fluoréforos de ficobiliproteinas tém certas vantagens espectrais relacionadas com sua
fluorescéncia e seu maior comprimento de onda (Ullman, 1976).

Atualmente, hd uma crescente demanda por corantes naturais para uso em
alimentos, produtos farmacéuticos, cosméticos, té€xteis e como corantes de impressao. A
toxicidade dos corantes sintéticos € a principal motivag@o para a substituicdo destes por
corantes naturais. O uso industrial da ficocianina é um fato, sendo utilizada em diversos
produtos alimentares — gomas de mascar, produtos lacteos, geleias, etc. A despeito da
sua baixa estabilidade ao calor e a luz, a ficocianina é considerada mais adaptavel do
que os sintéticos indigo e gardénia (Lone et al., 2005). Estudos revelaram que a
intensidade da coloracdo azul da ficocianina obtida de Phorphyridium aerugineum nao
sofre alteragdes com variagdes no pH. A cor permaneceu constante sob a luz, mas foi
susceptivel ao calor, no intervalo de pH de 4 a 5. A cor foi estdvel a 60 °C durante 40
minutos. Esta propriedade € muito importante para uso em alimentos, uma vez que
muitos alimentos apresentam acidez elevada como é o caso de bebidas e alguns
produtos de confeitaria (Richa et al., 2011; Jespersen et al., 2005). Em outro estudo,
adicionando ficocianina a bebidas sem aplicacdo de calor, a coloragao azul permaneceu
estavel por pelo menos um més. A estabilidade deste pigmento é observada também em
preparagdes secas. Dentre os alimentos que apresentam ficobiliproteinas em sua
formulacdo, destacam-se as geleias e os sorvetes (Mishra et al., 2008).

As aplicacdes terap€uticas sugeridas para ficobiliproteinas e outros
componentes de cianobactérias sdo extremamente diversificadas, abrangendo: inibi¢do
da replicacdo viral (Akao et al., 2009); atividade antitumoral (Duran et al., 2006;

Yamamoto et al., 2005), reducdo da hipercolesterolemia e outras hiperlipidemias
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(Mridha et al., 2010; Layam, 2007), efeito antidiabetogénico (Oropeza et al., 2009; Lu
et al., 2010), efeito anti-hipertensivo (Ravi et al., 2010), modulador do sistema
imunolégico (Cingi et al., 2008; Gantar et al., 2005) e regulador da resposta alérgica
(Tsuchihashi et al., 1987), aumento da absorcdo intestinal de vitaminas e minerais,
aumento dos lactobacilos intestinais (Grinstead et al., 2000; Aradjo et al., 2003);
coadjuvante no tratamento de individuos obesos (Habib et al., 2008), anémicos (Selmi

et al., 2011) e redugdo da nefrotoxicidade por metais pesados e medicamentos (Mohan

et al., 2000).

3.2.3 Extragdo e purificagdo de ficobiliproteinas

Ficobiliproteinas sdo pigmentos soliveis em dgua, extraidos como um
complexo pigmento-proteina.

Diferentes técnicas sao aplicadas na extracao dessas biomoléculas. A Tabela
3 apresenta um resumo das principais espécies de microalgas utilizadas como fontes de

ficobiliproteinas, juntamente com o método de extracao e purificagdo empregados.



Tabela 3 — Principais espécies de microalgas e alguns métodos de extracdo e purificacio das suas ficobiliproteinas
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Espécie Produto Método de extragao/purificacdo Resultados obtidos Referéncia
Spirulina . Aquecimento+agitagdo em tampao 1 Su et al.
f Cnix=2,2gL
platensis feoctanina fostato (10 mM, pH 7,0). £ (2014)
Congelamento/descongelamento (-30 °C
e 4 °C) em tampao 1 M Tris-Cl,
Phormidium sp. ‘ N precipitacdo em sulfatNO de amonio con.q Ases/Asgy = 3.9 Parmar et
ficoeritrina ~ 20% e 70% de saturag@o e cromatografia al.
A27DM _ : R =62,6%
de permeacdo em gel com a matriz de (2011)
Sephadex G-150.
Aquecimento+agitacdo (30 °C/150
Spirulina ficocianina rpm/4 h) em dgua destilada, Ag15/Ango = 3,43 Silveira et
platensis cromatografia troca ibnica com a matriz R =77,30% al. (2007)
Q-Sepharose fast flow.
Melh lvente: tampao fosfat
Agitacdo em dgua e tampao com 0,01% eHior sorveniie: tatmpao 1057ato
: ey . (50 mM, pH 7,0)
) de azida de s6dio, cromatografia leito )
Synechocystis L . . Stremaline-DEAE: Ag1s/Axg0 = Ramos et
. ficocianina expandido (Streamline-DEAE),
Aqualitis cromatografia de leito fixo (DEAE 2,61%, R =91% al. (2011)
g Cellulose) DEAE cellulose: Ag;s/Asso= >4,
' R =76%
Congelamento/descongelamento em Ficocianina: Ag;s/Azgo = 5,99, R
Spirulina ficocianina tampao acetato de so6dio (20 mM, pH =67,04% Shi-Gan et
platensis aloficocianina  5,0), precipita¢do em sulfato de amonio Aloficocianina: A ¢so/Azgo = al. 2011)
com 25% e 60%, cromatografia troca 5,19, R=80,0%




Spirulina
platensis
(CCC540)

Oscillatoria
quadripunctulata

Polysiphonia
urceolata

ficocianina

ficocianina
aloficocianina
ficoeritrina

ficoeritrina

i6nica com a matriz DEAE-Sepharose
fast flow.

Congelamento/descongelamento em
tampao acetato (20 mM, pH 5,10) com
0,002 M azida de sédio, precipitacdo em
sulfato de amdnio, didlise, cromatografia
de troca i6nica com a matriz DEAE-
Cellulose.

Congelamento/descongelamento em
tampao Tris-HCI (1 M, pH 8§,10),
precipitacao em sulfato de amonio com
20% e 70% de saturagdo, dilise,
cromatografia de exclusdo por tamanho
(Sephadex G-150), cromatografia de
troca i6nica (DEAE-Cellulose).

Congelamento/descongelamento em
tampao fosfato (0,02 M, pH 7,0),
precipitacdo em sulfato de amonio com
25% e 45% de saturagdo, didlise,
cromatografia de troca ionica (DEAE-
Sepharose fast flow).

Cpngx = 413 pg.mL™!
Agao/ Aggo = 4,58
R = 14%

Ficocianina:
Rosx = 18,81mg.mL™’
Ag20/Aago = 3,31
Aloficocianina:
Rogx = 1,95mg.mL™"!
Ficoeritrina:
Ry = 0,16 mg.mL"

Ases/Asgy = 5,60
R =67,33%

Kumar et
al. (2014)

Soni et al.

(2006)

Liu L-N.
et al.
(2005)
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Galdieria
sulphuraria

Gracilaria crassa

Spirulina
platensis

Calothrix sp.

ficocianina

ficocianina
aloficocianina
ficoeritrina

ficocianina

ficocianina

Congelamento/descongelamento em
tampao fosfato (50 mM, pH 7,20),
precipitacdo em sulfato de amonio (0 —
50% de saturac@o), sistema aquoso
bifasico (PEG 4000 e sulfato de
amonio), ultrafiltracdo, cromatografia de
troca idnica (Q-Sepharose fast flow).

Repetidos ciclos de centrifugacdo
(tampao fosfato 0,1 M, pH 6,8; dgua
destilada, pH 7,0 e 4gua do mar, pH

8,13), filtracdo por membrana,
precipitacdo com sulfato de amonio
(65% de saturagdo), didlise,
cromatografia de troca ionica (DEAE-
Cellulose).

Suspensdo em tampao fosfato de sédio
(0,1 M, pH 7,0) seguida de
centrifugacdo, precipitacdo em sulfato de
amonio (30% e 50% de saturagio),
didlise, cromatografia (DEAE-
Sepharose).

Agitacdao+aquecimento (24 h/30 °C) com
tampao fosfato (0,1 M, pH 7,0) contendo

Ae0/Asgo =45
R =40%

Melhor solvente: 4gua destilada
(pH 7,0)
Ficocianina = 0,28 mg.g™
Aloficocianina = 0,34 mg.g™!
Ficoeritrina = 0,50 mg.g”
Asgs/Aggo = 3,79

Ag20/Asgo = 3,84

Ag20/Asgo = 3,50
R =80%

S@rensen
etal.
(2013)

Sudhakar
etal.
(2015)

Leema et
al. (2010)

Santiago-
Santos et




Heterosiphonia
japonica

Spirulina
platensis

Spirulina
platensis

Nostoc sp.

ficoeritrina

ficocianina

ficocianina

ficocianina
aloficocianina

13,6 mM EDTA e 2 mg de lisozima/g
biomassa, filtracdo por membrana (PD
10), cromatografia de troca ionica (Q-
Sepharose 4 fast flow), cromatografia de
interacao hidrofébica (metil macro-pep,
Biologic LP low-pressure).

Ultrassonicagdo com tampao fosfato
(50mM, pH 7,0, 4 °C) contendo 4 mM
NaN3, 2 mM 2-mercaptoetanol e 2 mM

EDTA, filtracdo, precipitagdo em sulfato
de amonio (85% de saturacdo), filtracdo
em gel (Sepharose CL-4B e Sephadex

G-200), cromatografia de troca idnica

(DEAE-Sepharose fast flow).

Ultrassonicagdo (20 Hz, 200 W) em
tampao fosfato de sédio (0,1 M, pH 6,8).

Alta pressdo, sistema aquosos bifasico
(PEG 600, 1.500, 4.000, 6.000 e
20.000/fosfato de potéssio),
cromatografia de troca ionica (DEAE-
Sephadex).

Ultrassonicacdo com tampao fosfato (pH
7,0), centrifugacao, cromatografia em

Ases/Asgo = 4,89

R = 6%/biomassa seca de
Spirulina p.

Melhor sistema: PEG
4.000/fosfato de potassio
Cuax = 1,1 1mg.mL"
A620/A280 = 5,10
R =66%

Rﬁcobiliproteinas =0,1 3g -g>1
Ag20/Asgo = 3,55

al. (2004)

Sun et al.
(2009)

Furuki et
al. (2003)

Patil et al.
(20006)

Johnson et
al. (2014)

36



Synechococcus
sp. 109201

Synechococcus
sp.

Spirulina
platensis

Spirulina

ficoeritrina camada delgada (Silica gel 60 F254),
cromatografia de troca i6nica (DEAE-
Sephadex).

- Sonicagdo (4 °C);

- Ciclos de
congelamento/descongelamento
em N, a 4 °C;

- Ciclos de
congelamento/descongelamento
a 4 °C em diferentes solventes.
Cromatografia de interacdo
hidrofébica (diferentes matrizes),
cromatografia de troca idnica (Q-

ficocianina

Sepharose fast flow).

ficocianina

.. 8 métodos fisicos e
aloficocianina

. . 8 métodos quimicos.
ficoeritrina
Micro-ondas,
ultrassom,congelamento/
descongelamento em diferentes
ficocianina tampdes 1 M (acetato, pH 5,0;
fosfato de sédio, pH 6,0e 7,0 e
Tris-Cl, pH 8,0).

ficocianina Sistema aquoso bifasico

Melhor método:
congelamento/descongelamento
a4°C
Melhor solvente: fase alcalina
(contendo carbonato de sddio e
potassio, pH 10,50)
Melhor resina: butil-sepharose
Ao/ Aggo= 4,85

Melhor método:cavitagdo com
N,
Melhor solvente: 4cido
propanosulfénico-+asolecitina

Melhor método: micro-ondas
Melhor solvente: tampao
fosfato,pH 7,0
Chgx = 4, 54 mg.L"!
Agi5/Aggo = 1,27

A620/A280 = 4,32

Abalde et
al. (1998)

Viskari et
al. (2003)

Aftari et
al. (2015)

Chetana et
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platensis

(PEG/fosfato de sédio, 25 °C,
pH 7,0).

R =80%

al. (2015)

Fonte: A autora (2016).
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Analisando a Tabela 3, percebeu-se que a ficocianina obtida de Spirulina
(Arthrospira) platensis é o pigmento mais estudado entre as ficobiliproteinas. Além
disso, ndo hd uma metodologia definida para extrair e purificar ficobiliproteinas, a
maioria das técnicas € limitada a escala laboratorial por exigirem altos investimentos de
tempo e de recursos financeiros, o que as torna invidveis do ponto de vista industrial.

O grau de pureza obtido com a purificagdo é quem determina a aplicacao
das ficobiliproteinas. Neste ponto, ficobiliproteinas com Aps/Ax < 1,0 sdo
consideradas de baixa pureza e podem ser usadas em cosméticos e alimentos. Por outro
lado, quando Apsx/Azs0 > 4,0 sdo consideradas de alta pureza e podem ser empregadas
em aplicagdes mais nobres, como na industria farmac€utica (Santiago-Santos et al.
2004).

Dentre os fatores que afetam os métodos de extracdo de maneira geral,
destacam-se: método de rompimento celular, razdo solvente:biomassa, pH, temperatura,
tempo de extracdo e tipo de solvente (Abalde et al., 1998; Silveira et al., 2007; Sudhkar
et al., 2015).

Microalgas sdao dotadas de uma rigida parede celular que impede ou
dificulta a extracdo de componentes especificos. Para superar essa barreira, uma
operacdo inicial de rompimento celular € necessdria a fim de permitir o acesso aos
componentes internos, facilitando o processo de extragdo (Araujo et al., 2013).

O método convencional alia aquecimento mais agitacdo mecanica e
proporciona um maior controle das condi¢des de extracdo. As principais varidveis a
serem consideradas neste método sdo temperatura, pH e razdo solvente:biomassa
(Silveira et al., 2007). As principais desvantagens sdo 0 maior consumo energético e o
largo tempo de extracdo empregado, fatores que dificultam a ampliacdo de escala.

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) tem sido usada com sucesso na
extracdo de diversos compostos e é facilmente implementada para aplica¢do industrial
em larga escala (Hadiyanto e Suttrisnorhadi, 2016). Alguns autores relataram o emprego
de ultrassom na extracdo de ficobiliproteinas de diferentes espécies de microalgas
(Abalde et al., 1998; Furuki et al., 2003; Johnson et al., 2014; Sun et al., 2009). A
cavitacdo € o principal fendmeno que ocorre durante a extragdo por ultrassom e €
caracterizada pelo colapso violento de bolhas em um campo de pressdo alternado, que
provoca aumento de temperatura, gerando perturbacdes na parede celular dos tecidos

bioldgicos, facilitando a liberacdo de compostos extraiveis (Greenly e Tester, 2015). A
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frequéncia de operacdo, o pH e a razdo solvente:biomassa sdo varidveis importantes
nesse tipo de extracao.

Os principais processos que ocorrem durante a exposi¢do as micro-ondas
sdo o aquecimento dos materiais, com base em suas constantes dielétricas, seguido por
condugdo idnica e rotacdo das moléculas dipolo. Conducdo idnica € a migragdo
eletroforética de fons na presenca de um campo eletromagnético. O atrito produzido
como resultado da resisténcia da solucdo para esta migracao de ions gera o aquecimento
da mesma. O alinhamento e realinhamento dos dipolos, com um campo aplicado, é
denominado rotacdo dipolo. O calor é produzido como um resultado desta
randomizacdo molecular forcada dos dipolos a uma taxa de 4,9 x 10° tempos por
segundo (Khrishnan et al., 2016). Poténcia do equipamento, pH e razdo
solvente:biomassa sdo paridmetros importantes a serem avaliados na extracdo assistida
por micro-ondas (EAM).

A escolha do solvente € um ponto crucial nos processos de extracao sélido-
liquido. Um bom solvente deve apresentar algumas propriedades desejdveis, tais como:
elevada seletividade, elevado coeficiente de distribui¢cdo, alta solubilidade no soluto,
recuperabilidade, estabilidade quimica, baixa viscosidade, baixa pressao de vapor para
diminuir as perdas de solvente para o ambiente, ser acessivel e apresentar baixo custo

(Mesquita, 2015).

3.3 Liquidos ionicos

Os liquidos 1id6nicos (LIs) satisfazem grande parte dos requisitos
indispensdveis a um bom solvente. LIs sdo sais fundidos a baixas temperaturas que
apresentam propriedades ajustdveis para aplicagdes especificas pela adequada
combinacdo de cations/anions/cadeia alquila. Por causa de suas propriedades unicas,
incluindo nao volatilidade, ndo inflamabilidade, solubilidade varidvel, elevada
estabilidade quimica e térmica, alta condutividade e amplo potencial eletroquimico, os
LIs tém sido amplamente estudados e reconhecidos como alternativas promissoras para
vdrias aplicacdes, algumas delas com elevado potencial industrial (Oliveira et al., 2016).

Neste cendrio, LIs tém sido usados como alternativas promissoras em
sintese organica (Wang et al., 2003), catélise (Souza et al., 2003), eletroquimica (Jiang

et al., 2004), biocatdlise (Ventura et al., 2012b; Sintra et al., 2014), imobiliza¢ao
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enzimatica (Souza et al., 2013; Oliveira et al., 2014) e em vdrios processos de extragao
(Freire et al., 2012; Ventura et al., 2012a, 2012c), inclusive, de proteinas (Desai et al.,
2014; Liya Ge et al., 2010; Yuanchao Pei et al., 2009; Vasantha et al., 2015).

Os LIs sao classificados em dois grupos, de acordo com o comportamento
quimico: apréticos (LIAs) e préticos (LIPs). Os LIAs sdo baseados, principalmente, nos
cations imidazdlio ou piridina com substituintes de cadeia alquila comprida e grande
variedade de anions (Cl, Br, BE,, etc.) (Peric et al., 2013).

Os LIPs tém sido foco de diversas pesquisas recentes (Chen et al., 2014;
Huang et al., 2014; Kusano et al., 2014; Oliveira et al., 2016; Peric et al., 2014; Santos
et al., 2014). Eles sao sintetizados pela transferéncia de prétons de um dcido de
Brgnsted para uma base de Brgnsted (Anouti et al., 2008; Mirjafari et al., 2013). A
propriedade principal dos LIPs € a sua capacidade em promover liga¢des de hidrogénio,
nas quais a aceitacao e a doagao de prétons estdo envolvidas. O interesse nesta classe de
LIs decorre da sua sintese simplificada, do baixo custo de preparacdo e purificacdo,

além da maior biodegradabilidade em comparacao aos LIAs.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Microalga e condicoes de cultivo

A cianoficea Spirulina (Arthrospira) platensis foi obtida a partir de um
monocultivo realizado em ambiente externo no laboratério de Planctologia do
Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Cear4, utilizando um
sistema de recirculagdo em reatores de polietileno com volume de 500 L. A alcalinidade
do meio seletivo foi garantida com a inclusdo de 10 g.L"'de bicarbonato de sédio, sendo
a cultura enriquecida com ureia (0,1 g.L'l) e superfosfato triplo [Ca(H,PO4)2H,0] (0,01
g.L'l) (SYNTH) a cada 20 dias e, diariamente, com efluentes de aquicultura para repor
as perdas por evaporacdo. A densidade 6tica do meio de cultivo foi monitorada com o
auxilio de um espectrofotometro (HACH, DR2700, PORTUGAL) a 680 nm (DO 680
nm) e a biomassa de S. platensis foi filtrada diariamente, por aproximadamente duas
horas, em uma manta sintética de fibra de vidro com 60 um. Em seguida, a biomassa
umida foi seca em estufa com recirculagdo de ar a 60 °C e triturada até a obten¢do de
um p6 fino. A biomassa em pé foi armazenada em frascos com tampa a temperatura
ambiente (25 °C) até a realizag¢do dos estudos. As particulas de microalga utilizadas nos

estudos variaram de 0,25 a 0,84 mm.
4.2 Sintese e caracterizacao dos liquidos ionicos

Os liquidos i6nicos proticos acetato (2-HEAA) e formiato (2-HEAF) de N-
metil-2-hidroxietilamonio foram sintetizados através de uma reacdo de neutralizacio
4cido-base (ALVAREZ, 2010). Para preparar 1 L de 2-HEAA foram utilizados 496 mL
de dcido acético e 505mL de monoetanolamina, e para produzir a mesma quantidade de
2-HEAF, 470 mL de 4cido férmico e 530 mL de monoetanolamina. Os acidos acético (>
99.85%) e formico (88-91%) e a monoetanolamina (99%) foram adquiridos pela
Sigma-Aldrich e ndo foram submetidos a processos de purificagdo adicional. A
monoetanolamina foi adicionada em um baldo de trés bocas equipado com um
condensador de refluxo, um funil contendo o dcido (acético ou férmico) e um

termdmetro. O 4cido foi adicionado gota a gota a amina e o sistema foi mantido sob
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agitacdo a 35 °C por 24 h. Apés a sintese, os liquidos idnicos foram armazenados em
temperatura ambiente (25 °C), em frascos escuros a fim de evitar a degradagao pela luz.

Para a caracterizacdo fisico-quimica dos liquidos idnicos préticos foram
determinados: pH, densidade e viscosidade. O pH foi medido em pHmetro digital
(HANNA, HI 2223, EUA). A densidade e a viscosidade foram determinadas na
temperatura de 25 °C através de densimetro digital (ANTON PAAR, DSA 5000,
AUSTRIA) e viscodensimetro digital de oscilagdo em tubo U (ANTON PAAR, SVM
3000, AUSTRIA), respectivamente. O liquido id6nico comercial cloreto de 1-butil-3-
metilimidazdlio [Bmim][Cl] (>98%) foi adquirido pela Sigma-Aldrich e nao passou por
nenhum processo de purificagdo adicional. O liquido idnico comercial € sélido a
temperatura ambiente (25 °C), logo, necessitou ser fundido (80 °C) e diluido em tampao
fosfato de s6dio 0,1 M (pH 7,00) (1:1) para ser utilizado no processo de extragao.

Os espectros de RMN 1H foram obtidos em um equipamento Agilent DD2
de 600 MHz (EUA) equipado com uma sonda One Probe de 5 mm de diametro interno
(H-F/15N-31P) de deteccdo inversa e gradiente de campo no eixo “z”. Os espectros
unidimensionais de 1H foram adquiridos com um tempo de espera entre cada aquisi¢ao
de 1 s, ganho de 26, aquisicao de 16 transientes em uma janela espectral de 16 ppm e 32
k de nimero de pontos. Os dados foram processados utilizando o programa TopSpin

3.0™,

4.3 Extracao e determinacao das ficobiliproteinas

A extracdo das ficobiliproteinas de Spirulina (Arthrospira) platensis foi
avaliada por trés métodos distintos com a tradicional extra¢do por solvente: (1) método
convencional (aquecimento + agita¢do), (2) ultrassom e (3) micro-ondas, utilizando
cinco solventes em cada um deles, a saber: os liquidos i6nicos proticos acetato de N-
metil-2-hidroxietilaménio (2-HEAA); formiato de N-metil-2-hidroxietilamoénio (2-
HEAF); a mistura deles (2-HEAA+2-HEAF) (1:1,v/v); o liquido idnico comercial
cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio [Bmim][Cl] e o tampao fosfato de sédio (0,1 M, em

diferentes valores de pH), como controle.

4.3.1 Extragdo pelo método convencional (EMC)
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Testes preliminares foram realizados para averiguar a viabilidade ou nao do
emprego destes solventes na extragdo dos pigmentos. No primeiro teste, a obtencao de
ficocianina e aloficocianina de S. platensis com o LI 2-HEAF foi avaliada e comparada
com o solvente controle (tampao fosfato de sédio, 0,1 M, pH 7.0), a influéncia da
temperatura e do pH também foi investigada. A extragdo foi realizada misturando-se 2 g
da microalga com 30 mL dos solventes (tampao ou 2-HEAF) em reator encamisado de
100 mL acoplado a um banho termostiatico (TECNAL, TE- 2005, BRASIL), sob
agitacdo mecanica constante de 500 rpm. A temperatura de extra¢do variou de 20 °C a
50 °C; pH de 5,0 a 8,0 e o tempo total de extracao foi de 240 min.

Com base nos resultados dos ensaios preliminares, um planejamento fatorial
do tipo composto central rotacional (DCCR) 2% foi executado tendo como varidveis de
entrada: pH, razdo solvente:biomassa e temperatura; apresentando como respostas as
concentracdes de ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina. A razdo de solvente em
relacdo a biomassa, que foi fixada em 2 g, variou de 6,59 a 23,41 mL.g". O tempo de
extracdo foi fixado em 150 minutos. Neste planejamento foram utilizados 8 pontos
fatoriais, 6 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, totalizando17 ensaios para
cada solvente. Os niveis e as faixas das varidveis utilizados no planejamento sao

mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Varidveis e niveis para o0 DCCR 2° utilizando o método convencional na
extragdo de ficobiliproteinas

Variaveis Unidade Niveis
-0 -1 0 +1 +a
pH - 398 500 6,50 8,00 9,02
Razdo

; (mL.g'l) 6,59 10,00 15,00 20,00 23,41
solvente:biomassa

Temperatura °C 9,77 20,00 35,00 50,00 60,23

4.3.2 Extragdo assistida por micro-ondas (EAM)

Ensaios prévios no forno micro-ondas (CONSUL, CMO20BFBNA,
BRASIL, 20 L, Ppsx = 620W) também foram executados para avaliar a efetividade do
LI e a interferéncia de varidveis importantes, como: tempo de extracdo, poténcia do

equipamento e razao solvente:biomassa. Os testes utilizaram o 2-HEAF (pH 7,0) como
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solvente. A poténcia do equipamento variou de 62 W a 186 W, a razdo
solvente:biomassa de 7,93 — 22,07 mL.g'1 e o tempo de 0 a 15 minutos.

A partir desses ensaios, as condicdes de extracdo foram definidas e o
planejamento experimental pode ser executado (Tabela 5). O delineamento composto
central rotacional apresentou 4 pontos fatoriais, 4 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto

central, resultando em 11 ensaios por solvente.

Tabela 5 — Varidveis e niveis para 0 DCCR 27 utilizando o micro-ondas na extracdo de

ficobiliproteinas
Variaveis Unidade Niveis
-0 -1 0 +1 +a
Poténcia W 0 62 124 186 248
Razi
azao (mL.g™) 8 10 15 20 22

solvente:biomassa

A variagdo da temperatura com o tempo foi determinada para a melhor condi¢dao de

extracdo (Figura 20).

4.3.3 Extragdo assistida por ultrassom (EAU)

A sonicacdo foi conduzida em banho ultrassonico (UNIQUE, USC-1450, 25
KHz, sem aquecimento, BRASIL) em temperatura ambiente (25 °C), com um tempo
total de reacdo de 30 minutos. Um planejamento experimental do tipo DCCR 2% foi
empregado. As varidveis dependentes foram: pH e razdo solvente:biomassa, obtendo
como respostas as concentragdes de ficobiliproteinas. Os niveis e faixas adotados no
planejamento estdo resumidos na Tabela 6. O delineamento utilizou 4 pontos fatoriais, 4

pontos axiais € 3 repeti¢des no ponto central, resultando em 11 ensaios por solvente.

Tabela 6 — Varidveis e niveis para o DCCR 2* utilizando o ultrassom na extragdo de

ficobiliproteinas
Variaveis Unidade Niveis
-a -1 0 +1 +a
pH - 438 500 650 8,00 8,62
Razao

. (mL.g'l) 7,93 10,00 15,00 20,00 22,07
solvente:biomassa

Apés a extragdo, independentemente do método utilizado, aliquotas de 0,5
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mL foram retiradas do meio reacional, em intervalos de tempo definidos, e
centrifugadas a 6000 rpm por 10 minutos (GMCLAB GILSON, CAPSULEFUGE
PMC-880, JAPAO). A densidade 6tica dos sobrenadantes foi determinada por
espectrofotometria (BIOCHROM, LIBRA S11, REINO UNIDO) nos comprimentos de
onda 562 nm, 615 nm, 652 nm. As concentracdes de ficocianina, aloficocianina e
ficoeritrina foram estimadas através das Equagdes 1, 2 e 3, respectivamente (Bennett e

Bogorad, 1973).

_ DO615—0,474X DOss2

CF 1
5,34 M
CAF = DOss52—0,208% DOs15 @)
5,09
CFE = DOss2—2,41xCF —0,849x CAF 3)

9,62

Sendo CF a concentragdo de ficocianina; CAF a concentracdo de aloficocianina e CFE a
concentracdo de ficoeritrina (g.L'l); DOss2, DOg;5s € DOgs» as densidades Oticas das
amostras a 562, 615, 652 nm, respectivamente.

A andlise dos dados, obtidos no planejamento experimental, foi realizada
pela aplicacdo da ANOVA e o teste Tukey visando identificar diferencas significativas
entre as médias, usando o software Statistica® 10.0. O nivel de significancia
considerado para a diferenca entre as médias foi de 95% (p < 0,05). Todas as andlises
foram realizadas em triplicata e os resultados apresentados como média + desvio

padrdo.
4.4 Avaliacao dos métodos de extracao
4.4.1 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)
As mudancas ocorridas na estrutura celular da microalga, apds a extracao
dos pigmentos pelos diferentes métodos foram observadas por microscopia eletronica

de varredura (MEV — HITACHI TM 3000 TABLETOP MICROSCOPE), nas melhores

condi¢Oes de extracdo. Um controle (biomassa integra) foi utilizado para efeito de
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comparacdo. Para preparacdo das amostras, foi realizada a dispersdo das mesmas em
dgua destilada, seguida de pipetagem em laminas de vidro e secagem a temperatura

ambiente (25 °C/24 h).

4.4.2 Rendimento, produtividade, fator de pureza dos pigmentos e andlise do consumo

energético

O rendimento em ficobiliproteinas para cada um dos métodos de extracdo
avaliados foi calculado conforme a Equagao 4.

R: Cpigmento XVolvente (4)

Myicroalga
Sendo: R o rendimento (mg.g"); C a concentracio do pigmento extraido (g.L™'); V o
volume do solvente (L) e m € a massa em gramas de microalga.
A produtividade € a relacdo da concentracdo por unidade de tempo e foi

calculada como na Equacdo 5:

P: Cpigmenra (5)

t

Sendo: P a produtividade (g.L"".h™"); C a concentracio do pigmento extraido (g.L ') e t o
tempo em horas.

A pureza de ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina foi monitorada
espectrofotometricamente conforme as Equacdes 6, 7 e 8, respectivamente (Abalde et

al., 2008).

Agis
F=—=
Azs0 ©)
AF:jé—ﬂ 7)
280
FE= f# (8)
280

Sendo: F o fator de pureza da ficocianina; Ags a densidade Otica da amostra
determinada a 615 nm; A,gy a densidade Otica da amostra medida em 280 nm; AF o
fator de pureza da aloficocianina; Ags; a densidade 6tica da amostra medida em 652 nm,
FE o fator de pureza da ficoeritrina, Ase; a densidade 6tica da amostra medida em 562

nm.
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Uma andlise simplista do consumo de energia foi realizada, levando-se em
conta apenas o tempo de extracdo e a poténcia dos equipamentos utilizados, a fim de
comparar os diferentes métodos empregados. O cédlculo do consumo foi efetuado através
da Equacdo 9, onde P € a poténcia do dispositivo utilizado, em Watts, e t, o tempo de
utiliza¢do, em horas, determinando um resultado em W.h. Para simplificar os célculos,
ndo foi levada em consideracao a proporcionalidade entre a poténcia dos aparelhos e a

temperatura ou velocidade utilizadas.

CE=Px t 9

A andlise do consumo de energia dos equipamentos foi realizada
comparando-se o método de extracdo convencional, no qual foram empregados banho
termostatizado (P = 1800 W e t = 2,50 h) e agitador mecéanico (P = 130 W e t = 2,50 h),
com a extracao por micro-ondas (P =62 W e t = 0,03 h) e com a extragao assistida por

ultrassom (P =135 W e t=0,50 h).

4.5 Purificacao das ficobiliproteinas

Apos a extracdo dos pigmentos no micro-ondas, a amostra foi filtrada e o
sobrenadante submetido a duas precipitagdes com sulfato de amoénio (25% e 45% m/v
de saturacdao) (SYNTH). O sulfato de amonio sélido foi adicionado para obter 25% de
saturacao, permancendo a 4 °C por 4 h sendo entdo, centrifugado a 6.500 rpm por 15
min a 4 °C (EXCELSA 280 R, BRASIL). O precipitado obtido foi descartado e o
sobrenadante, subsequentemente, adicionado de sulfato de amdnio até atingir 45% de
saturacdo. A amostra permaneceu sob refrigeracdo (4 °C) overnight, quando foi
novamente centrifugada, conforme descrito anteriormente.

Aproximadamente 3 mL do precipitado azul obtido da precipitacio com sulfato de
amonio foi ressuspenso em tampdo fosfato de sédio 0,1 M (pH 7,00) e dialisado na
coluna PD-10 Sephadex G —25 M (8 x 1,6 x 5 cm) (GE HEALTHCARE).

A seguir, o eluato oriundo da didlise foi purificado por cromatografia de troca idnica,
em batelada, utilizando a resina DEAE Sepharose Fast Flow (GE HEALTHCARE).

A influéncia da carga de resina no processo de purificacdo foi avaliada, tendo sido

utilizadas as seguintes concentracdes de DEAE Sepharose Fast Flow: 3,33; 10; 33,33;
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50 e 100 mg.mL". A elui¢do das amostras foi realizada com solucdes de NaCl (0 a 50
mM).
A quantidade de ficobiliproteinas adsorvida na resina foi calculada pela Equagao 10.

m

Onde: q € a quantidade de pigmento adsorvida na resina (g de pigmento. g'1 de resina);
Cy ¢ a concentracdo final de pigmento (g.L™); C;j é a concentracdo inicial de pigmento
(g.L'l); V o volume de amostra (L) e m € a massa de resina utilizada (g).

O protocolo de purificacdo das ficobiliproteinas é apresentado na Figura 4.

Figura 4 — Fluxograma de purificacao das ficobiliproteinas

Extrato bruto

Filtracao Biomassa
Sobrenadante
(NI—Il‘;zI;lgjigiSti‘;:;;i(l)n/v) Precipitado
Sobrenadante
2% Precipitacao Sobrenadante SReciclo LI

(NH4):SO4 45% (m/v)

Precipitado

Dialise
PD -10 Sephadex G-25M

Troca ionica
DEAE Sepharose Fast
Flow

Eluente: NaCl (0 a 50 mM)

FBPs purificadas

Fonte: A autora (2017).
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4.5.1 Eletroforese (SDS-PAGE)

Os extratos proteicos contendo as ficobiliproteinas purificadas foram
caracterizados em termos da massa molecular e homogeneidade de suas subunidades
por eletroforese em gel de poliacrialamida desnaturante (SDS-PAGE), seguindo a
metodologia adaptada de Laemmli (1970), usando 5% e 15% (v/v) de poliacrilamida
nos géis de empilhamento e separacdo, respectivamente (MINI PROTEAN III,
BIORAD, USA). As diferentes amostras foram aquecidas a 100 °C por 10 min e
aliquotas de 20 pL de cada uma delas foram aplicadas aos géis. As corridas foram
realizadas sob as seguintes condicdes: 150 V, 2 horas, 25 °C, utilizando como tampao
de corrida Tris 0,025 M (pH 8,7) contendo glicina 0,192 M e 1% de SDS. As bandas
proteicas foram visualizadas apds coloracdo dos géis com uma solu¢do de metanol,
acido acético e dgua destilada (4:1:5; v:v:v) contendo o corante Coomassie Brilhant
Blue R-2500, 25 % (PhastGel Blue R) e revelacio com uma solucdo contendo os
mesmos componentes, porém, sem o corante. Um marcador padrdo de baixo peso
molecular variando de 14 a 97 KDa foi utilizado (fosforilase — 97 KDa, albumina — 66
KDa, ovalbumina — 45 KDa, anidrase carbonica —30 KDa, inibidor de tripsina — 20 KDa
e lactalbumina — 14 KDa) para determinacdo da massa molecular. Além disso, foi
empregada solucdo contendo ficocianina comercial purificada para andlise de
compara¢do (SIGMA ALDRICH). Ao término da descoloracdo, os géis obtidos foram

escaneados e comparados aos padroes.

4.6 Recuperacao e reuso do liquido ionico

Ao término do processo de extracio no micro-ondas (62 W, 10 mL.g™", 2
min) utilizando o 2-HEAA+2-HEAF (pH 7,00), a amostra foi filtrada para a separagcao
da biomassa e o sobrenadante submetido a precipitagdes consecutivas com sulfato de
amonio (25% e 45% m/v de saturagdo) e centrifugado (6.500 rpm/ 4 °C/ 15 min). O
precipitado foi ressuspenso em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,00) e expedido para as
demais etapas de purificacdo e, o sobrenadante, contendo LI com proteinas
remanescentes, foi reutilizado no processo de extragdo (conforme descrito no item

4.3.2) e ressubmetido a novas precipitacdes com sulfato de amodnio. A estabilidade
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operacional do LI foi avaliada em 3 diferentes ciclos, consoante o protocolo descrito

acima.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao dos liquidos ionicos proéticos

As Figuras 5 e 6 referem-se aos resultados das andlises de RMN para os

liquidos i6nicos préticos, sintetizados no laboratério.

Figura 5 — Espectro de RMN 1H para o 2-HEAA: a) mistura fisica dos componentes do
2-HEAA (4cido acético e monoetanolamina) e b) 2-HEAA formado

0 H,N a)

H,C —{ I |
on oH 7

i

b)

(4]
H.C al
1 40_ //’ \/\\‘Oll
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Fonte: Reis et al. (2017).

Na Figura 5 € apresentado o espectro de RMN 1H para o 2-HEAA.
Comparando as misturas fisicas com o liquido i6nico verificou-se que ocorreu uma
modificacdo considerdavel do deslocamento quimico do hidrogénio oriundo do grupo
amina da monoetanolamina (de 5,12 ppm para 6,28 ppm) e uma pequena variacdo do
carbono carboxilico do &cido. Isto indica que a formacdo do liquido idnico ocorre
através de interacdes intermoleculares ndo covalentes do grupo amina da
monoetanolamina com o oxigénio carboxilico do 4cido. Os deslocamentos quimicos dos
demais hidrogénios ndo variaram, pois, a natureza da interacdo intermolecular nio €
forte o suficiente para causar grandes variacdes (Pentilla et al., 2014).

A andlise de RMN confirmou a estrutura do liquido i6nico 2-HEAF
(FIGURA 6). O espectro obtido foi comparado com o reportado por Vega et al. (2015),
tendo apresentado concordincia com este. Na Figura 6 os picos mais largos referem-se,
ao préton moével da estrutura, correspondente a funcdo NH;" (7ppm) e ao pico da

hidroxila pertencente ao cation (3,65 ppm). O pico localizado em 4,27 ppm no espectro
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refere-se ao grupamento etila (CH;) ligado ao grupo carboxilico do anion. Os picos em
3,52 ppm e 2,86 ppm correspondem, respectivamente, aos grupamentos etila e metila

(CH3) ligados ao cétion.

Figura 6 — Espectro de RMN 1H para o 2-HEAF
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Fonte: Mesquita et al. (2015).

As estruturas dos liquidos i6nicos estudados estdo apresentadas na Figura 7.
Figura 7 — Estruturas quimicas dos liquidos i6nicos estudados

onHsC 0
2-HEAA N

HoN o)

2-HEAF /\/OH

[Bmim][CI] k/\
CH

Fonte: A autora (2016).

Na Tabela 7 estdo listadas algumas propriedades dos solventes utilizados
neste trabalho. O 2-HEAA apresentou maior viscosidade e pH e menor densidade,
dentre os LIPs. A densidade mais elevada foi verificada para o 2-HEAF e os menores
pH e viscosidade. O 2-HEAA+2-HEAF apresentou valores intermedidrios para todos os
parametros avaliados. A mistura de LIs com outros LIs objetiva melhorar suas

propriedades alvo enquanto mantém caracteristicas favoraveis. Alguns estudos mostram
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que as propriedades dessas misturas podem ser descritas pelo comportamento de
misturas simples entre dois LIs puros. Annat et al. (2012) ao misturarem
[P6,6,6,14][NTf2] e [C3mpyr][NTf2] observaram que as propriedades fisicas desse
sistema desviaram significativamente do comportamento dos LIs individuais,
comprovando que a mistura de LIs origina um novo LI.

Os valores de densidade e viscosidade para o 2-HEAF encontrados neste
trabalho estdo condizentes com os apresentados por Mesquita et al. (2015), Vega et al.
(2015) e Iglesias et al. (2008). A densisade do 2-HEAA foi confirmada por Pentild et al.
(2014), Alvarez et al. (2011) e Kurnia et al. (2009), que obtiveram valores préximos de
1,15 g.cm'3. Dados relacionados a mistura destes LIPs (2-HEAA+2-HEAF) ndo foram
encontrados na literatura. O tampao fosfato de sodio a pH 7,0 apresentou a menor
densidade dentre os solventes utilizados (1,02 g.cm'3 ). Por ser altamente viscoso, as
propriedades fisico-quimicas do [Bmim][Cl] ndo foram determinadas devido a limita¢do
do aparato utilizado. Entretanto, Huddleston et al. (2001) e Saba et al. (2015) relataram

densidade em torno de 1,08 g.cm’3, a 25 °C, para este liquido i6nico.

Tabela 7 — Caracterizacdo fisico-quimica dos solventes utilizados no trabalho, medi¢des
realizadas a 25 °C

Solvente Densidade (g.cm'3) Viscosidade (mPa.s) pH

2-HEAF 1,1936 81,8 7,73

2-HEAA 1,1510 2.696,9 9,71
2-HEAF + 2-HEAA (1:1) 1,1694 229.9 8,84
Tampao fosfato de sédio 0,1M 1,0202 0,89 7,00

Fonte: A autora (2016).

5.2 Extracao de ficobiliproteinas da microalga Spirulina platensis

5.2.1 Extragdo pelo método convencional

Nesta etapa do estudo, dois solventes distintos, tampao fosfato de sédio 0,1
M e o liquido idnico 2-HEAF, foram utilizados para observacdo do seu efeito na
extragdo de ficocianina e aloficocianina da S. platensis pelo método convencional. Os
resultados obtidos sdo mostrados nas Figuras 8 € 9. Por se tratar de um teste preliminar,

a concentracao de ficoeritrina ndo foi avaliada nesta fase do trabalho.
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Na Figura 8 € apresentada a evolugdo da extracdo dos pigmentos com o
aumento da temperatura de 20 a 50 °C para os dois solventes, tampao fosfato (pH 7,0) e
2-HEAF (pH 7,79). Ambos os solventes foram capazes de extrair os pigmentos da
microalga. Na extra¢do de ficocianina, o tampao foi mais eficiente do que o liquido
ionico em todas as temperaturas avaliadas. As concentracdes méaximas de ficocianina
foram obtidas a 30 °C; 1,20 gL' para o tampdo e 0,80 g.L”' para o 2-HEAF. Na
extracdo de aloficocianina, a mixima concentracdo observada tanto para o tampao
quanto para o liquido i6nico foi de aproximadamente 0,70 g.L'l. Em relagdo a obtengdo
de aloficocianina, os dois solventes apresentaram comportamento similar na faixa de
temperatura estudada. O melhor desempenho do tampao frente ao 2-HEAF, na extracio
de ficocianina, pode estar associado a sua menor viscosidade. Além disso, o0 aumento de
temperatura pode ter promovido mudancas nas propriedades coligativas do liquido
ionico de modo a reduzir a interagdo deste solvente com o produto de interesse.

Considerando a obtenc¢ao de ficocianina com o tampao, observou-se que um
rapido aumento na taxa de extracdo foi verificado com o aumento da temperatura até 30
°C; porém, com o posterior aumento até 50 °C, a extracdo dos pigmentos foi
negativamente afetada.

A ficocianina (Figura 2) estd situada na periferia da estrutura que encerra as
ficobiliproteinas, o ficobilissoma. A aloficocianina, por sua vez, situa-se no nucleo
sendo necessarios maior forca idnica ou maior poder difusional do solvente para extrai-
la.

Em temperaturas mais elevadas, acima de 50 °C, ha reducao na viscosidade
e aumento na difusividade dos solventes, o que deveria incrementar a extracdo de
ficobiliproteinas com o 2-HEAF. Contudo, tais biomoléculas sdo de natureza protéica e
podem desnaturar quando submetidas a temperaturas elevadas. Um efeito compensa o
outro e assim, nenhum acréscimo na extragao das ficobiliproteinas € observado com o
aumento da temperatura para este solvente.

A maioria das proteinas pode ser desnaturada pelo calor, que age de maneira
complexa sobre suas ligagdes fracas (principalmente ligagdes de hidrogénio). Se a
temperatura € aumentada lentamente, a conformacdo da proteina em geral é mantida
intacta até que, em uma estreita faixa de temperatura, ocorre uma perda abrupta da
estrutura (e da funcdo). Os efeitos do aquecimento sobre as proteinas ndo sao facilmente

preditos (Nelson e Cox, 2014).
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Figura 8 - Efeito da temperatura na extragdo de ficocianina e aloficocianina de
Spirulina (Arthrospira) platensis utilizando tampao fosfato de sédio (A e C) e 2-HEAF
(B e D), respectivamente, com agitacdo de 500 rpm. (m) 20 °C (@) 25 °C (A)30°C (V)
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Fonte: A autora (2016).

O pH é um fator critico nos processos de extragdo porque ele afeta
diretamente a solubilidade das biomoléculas (Su et al., 2014). A extrag¢do de ficocianina
e aloficocianina, com tampao fosfato e 2-HEAF, foi realizada variando o pH de 5,0 a
8,0, mantendo a temperatura em 30 °C, uma vez que acima desse valor ndo houve
variagdo significativa na concentracdo dos pigmentos (FIGURA 9). Este intervalo foi
selecionado porque a ficocianina € instdvel em valores de pH abaixo de 5,0 e acima de

8,0 (Patil e Raghavarao, 2007).
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Figura 9 — Efeito do pH na extracdo de ficocianina e aloficocianina de Spirulina
(Arthrospira) platensis utilizando tampao fosfato de s6dio (A e C) e 2-HEAF (B e D),
respectivamente, na temperatura de 30 °C. (m)5,0 (®)5,5 (A)6,0 (¥)6,5 (<€)7,0 (»)8,0
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Fonte: A autora (2016).

O incremento no pH aumentou a extra¢do dos pigmentos. Entretanto, para o
tampao, um ligeiro decréscimo nas concentragdes de ficocianina e aloficocianina
ocorreu no pH 8,0. O tampao foi mais eficiente em pH 7,0 e o 2-HEAF, em pH 8,0. As
maximas concentracdes de ficocianina observadas foram 1,20 g.L'1 para o tampdo e
0,80 g.L'1 para o liquido i6nico. Em relacdo a aloficocianina, a maxima concentracao
obtida com o tampao foi de 0,70 g.L'1 e com o 2-HEAF, 0,60 g.L'l.

Além de interferir na solubilidade, o pH afeta as constantes cinéticas das
proteinas. Valores elevados de pH alteram a carga liquida das proteinas, causando
repulsdo eletrostitica e o rompimento de algumas ligacdes de hidrogénio,

desestabilizando-as (Nelson e Cox, 2014).
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As Figuras 10 e 11 apresentam a influéncia da temperatura e do pH,
respectivamente, na maxima concentra¢do de ficocianina e aloficocianina para os dois
solventes estudados, bem como o tempo necessdrio para atingi-la e ilustram melhor os

resultados apresentados anteriormente (nas Figuras 8 € 9).

Figura 10 — Influéncia da temperatura e do solvente na concentragdo maxima de
ficocianina (A) e aloficocianina (B) extraidas de Spirulina (Arthrospira) platensis.
Valores entre parénteses correspondem aos tempos de extracdo em que foi atingida a
concentracdo méaxima de cada ficobiliproteina
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Figura 11 — Influéncia do pH e do solvente na concentragdo méxima de ficocianina (A)
e aloficocianina (B) extraidas de Spirulina (Arthrospira) platensis. Valores entre
parénteses correspondem aos tempos de extracdo em que foi atingida a concentracdo
maxima de cada ficobiliproteina
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Nas Figuras 10 e 11 observa-se com maior nitidez que o tampao foi mais
eficiente na extra¢do de ficocianina e que o 2-HEAF extraiu mais aloficocianina que o
tampao em algumas temperaturas e pH testados. Meios alcalinos favorecem a extra¢ao
de aloficocianina (Su et al., 2014).

A utilizagdo do liquido idnico na extracdo de ficocianina e aloficocianina
mostrou-se satisfatéria, por dois motivos principais: (1) a possibilidade de reciclo e
reutilizagdo do solvente no processo de extragdo e, (2) a maior estabilidade que este
solvente apresenta frente ao tampao. Variagdes de temperatura ¢ pH ndo produziram
grandes alteragdes no comportamento das curvas de cinética de extracdo (Figuras 8 € 9).
Esse efeito € bastante desejdvel para algumas aplicagdes, tais como as que envolvem a
sintese de medicamentos e outros produtos farmacéuticos.

Os resultados supracitados mostraram que o 2-HEAF foi capaz de extrair as
ficobiliproteinas em condi¢cdes moderadas de temperatura e pH mais bésicos. Partindo
desse principio, estudos mais aprofundados foram realizados e o desempenho de novos
liquidos idnicos foi avaliado no processo de extracdo. Para tal, um planejamento
experimental DCCR (delineamento composto central rotacional), conforme apresentado
no item 4.3.1, foi executado para comparar o desempenho dos liquidos i6nicos préticos
com o do tampao fosfato, e avaliar outras varidveis importantes no processo de extracao

de ficobiliproteinas da S. platensis, os resultados sdo mostrados a seguir.
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A Tabela 8 apresenta os valores de concentragdo de ficocianina (g.L'l)

obtidos para cada solvente estudado.

Tabela 8 — Valores para a concentracdo de ficocianina (g.L'l) obtidos no processo de
extracdo pelo método convencional usando diferentes solventes, apds 150 min

Razao

Ensaio T(°C) pH s:b ; Tampdo 2-HEAF 2-HEAA Z;I;l? AA;:-
(mL.g")
1 20 5 10 0,26 0,74 0,27 0,82
2 20 5 20 0,10 0,73 0,11 0,50
3 20 8 10 0,40 1,22 0,40 1,26
4 20 8 20 0,37 1,17 0,37 0,82
5 50 5 10 0,03 0,14 0,03 0,17
6 50 5 20 0,01 0,09 0,01 0,14
7 50 8 10 0,36 0,88 0,36 1,17
8 50 8 20 0,29 0,68 0,28 0,97
9 9,77 6,5 15 0,45 0,91 0,32 0,91
10 60,23 6,5 15 0,06 0,15 0,10 0,37
11 35 3,98 15 0,02 0,04 0,03 0,06
12 35 9,02 15 0,35 0,61 0,34 0,79
13 35 6,5 6,59 1,15 1,56 1,32 1,65
14 35 6,5 23,41 0,24 0,98 0,26 1,15
15 35 6,5 15 0,96 1,38 1,28 1,37
16 35 6,5 15 1,00 1,36 1,27 1,43
17 35 6,5 15 0,99 1,36 1,24 1,37

(*) Em negrito, os maiores valores de concentracdo observados.
Fonte: A autora (2016).

De maneira geral, todos os solventes estudados foram capazes de extrair a
ficocianina da microalga. Os LIPs e o tampao extrairam mais ficocianina nas condi¢des
do ensaio 13 com valores moderados de temperatura e pH e em baixa concentracdo de

solvente em relacdo a biomassa (35 °C; 6,59 mL.g'1 e pH 6,50).
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Na Tabela 9 sao apresentados os valores de concentracdo de aloficocianina

Tabela 9 — Valores para a concentracdo de aloficocianina (g.L'l) obtidos no processo de

extracdo pelo método convencional usando diferentes solventes, apds 150 min

Razao
Ensaio T(°C) pH s:b _1 Tampdo 2-HEAF 2-HEAA Z;JPIIEEA Aﬁ:
(mL.g")
1 20 5 10 0,23 1,06 0,23 0,92
2 20 5 20 0,04 0,95 0,03 0,54
3 20 8 10 0,44 1,25 0,44 1,72
4 20 8 20 0,36 1,13 0,37 1,00
5 50 5 10 0,02 0,18 0,02 0,09
6 50 5 20 0,01 0,09 0,01 0,11
7 50 8 10 0,38 1,09 0,37 1,18
8 50 8 20 0,26 0,86 0,26 0,99
9 9,77 6,5 15 0,28 0,83 0,29 1,25
10 60,23 6,5 15 0,08 0,15 0,11 0,47
11 35 3,98 15 0,04 0,02 0,04 0,11
12 35 9,02 15 0,41 0,81 0,41 1,15
13 35 6,5 6,59 0,86 1,47 1,13 1,70
14 35 6,5 23,41 0,26 0,81 0,20 1,08
15 35 6,5 15 0,59 1,24 1,14 1,42
16 35 6,5 15 0,64 1,19 1,10 1,42
17 35 6,5 15 0,60 1,24 1,12 1,39

(*) Em negrito, os maiores valores de concentracao observados.
Fonte: A autora (2016).

Todos os solventes conseguiram extrair a aloficocianina. Assim como na

extracdo de ficocianina, as maximas concentracdes deste pigmento foram obtidas nas

condi¢des do ensaio 13 (35 °C, pH 6,50, razdo s:b 6,59 mL.g'l).
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Os valores obtidos experimentalmente para a extragdo de ficoeritrina sao
dispostos na Tabela 10. A ficoeritrina foi extraida em menores quantidades em relagcdo a
ficocianina e a aloficocianina, independentemente do solvente utilizado, o que ja era
esperado uma vez que este pigmento ¢ menos abundante em microalgas deste género,
sendo mais encontrado em algas vermelhas (Zolla et al., 2002). Ficocianina e
aloficocianina s3o as ficobiliproteinas mais considerdveis em cianobactérias e
constituem, aproximadamente, 20% do total de proteinas (Johnson et al., 2014). As
condig¢des do ensaio 13 (35 °C, pH 6,50, razdo s:b 6,59 mL.g'l) foram as mais propicias

para a obtenc¢do de ficoeritrina.

Tabela 10 — Valores para a concentracao de ficoeritrina (g.L'l) obtidos no processo de
extracdo pelo método convencional usando diferentes solventes, apds 150 min

Razao

Ensaio T(°C) pH s:b _1 Tampao 2-HEAF 2-HEAA Z;I;l? AA;:-
(mL.g™)
1 20 5 10 0,09 0,41 0,10 0,48
2 20 5 20 0,02 0,25 0,02 0,41
3 20 8 10 0,19 0,58 0,19 0,78
4 20 8 20 0,16 0,09 0,16 0,26
5 50 5 10 0,01 0,04 0,01 0,08
6 50 5 20 0,01 0,04 0,01 0,06
7 50 8 10 0,15 0,38 0,16 0,40
8 50 8 20 0,13 0,31 0,11 0,33
9 9,77 6,5 15 0,08 0,34 0,11 0,39
10 60,23 6,5 15 0,03 0,07 0,05 0,20
11 35 3,98 15 0,03 0,06 0,03 0,06
12 35 9,02 15 0,21 0,33 0,21 0,53
13 35 6,5 6,59 0,21 0,62 0,34 0,64
14 35 6,5 23,41 0,10 0,30 0,08 0,40
15 35 6,5 15 0,15 0,53 0,40 0,59

16 35 6,5 15 0,16 0,53 0,40 0,63
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17 35 6,5 15 0,16 0,50 0,40 0,58

(*) Em negrito, os maiores valores de concentracdo observados.

Fonte: A autora (2016).

Na Figura 12 € possivel comparar o desempenho dos solventes na extragdo

de ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina nas condi¢des do ensaio 13.

Figura 12 — Influéncia do solvente na concentra¢do mdxima de ficocianina (A),
aloficocianina (B) e ficoeritrina (C) extraidas pelo método convencional (35 °C; pH:
6,50; razdo solvente:biomassa: 6,59 mL.g'l). Médias seguidas por letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 95% (p < 0,05)
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Fonte: A autora (2016).

Na Figura 12 observa-se que os liquidos idnicos préticos foram mais
eficientes que o tampao na extragdo dos pigmentos com destaque para o 2-
HEAA+HEAF que extraiu 1,65 + 0,03 g.L'1 de ficocianina e 1,70 + 0,01 g.L'1 de
aloficocianina.

Na extragdo de ficoeritrina, a mistura 2-HEAA+2-HEAF apresentou
desempenho ligeiramente superior ao do 2-HEAF, porém ndao houve diferenca
estatistica entre estes solventes ao nivel de significincia de 95%. O 2-HEAA extraiu
0,34 + 0,02 g.L'1 de ficoeritrina e o tampao 0,21 + 0,07 g.L'l, esses valores também nao
diferiram ao nivel de 95%. Su et al. (2014) ao investigarem a influéncia do pH e da
temperatura sobre a extracdo de ficocianina de S. platensis com tampao fosfato
relataram valores de concentracio préximos aos deste trabalho (2,00 gL' de
ficocianina, em pH 7,00 e temperatura de 30 °C).

Na Figura 13 € apresentado o diagrama de Pareto para a extracdo de
ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina utilizando o 2-HEAA+2-HEAF como solvente
(melhores resultados). Os Graficos de Pareto para os demais solventes estdao

apresentados no Apéndice A.
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Figura 13 — Gréficos de Pareto dos efeitos estimados para as varidveis estudadas na
extracdo de ficocianina (A), aloficocianina (B) e ficoeritrina pelo método convencional
utilizando o 2-HEAA+2-HEAF como solvente

FICOCIANINA
pH(Q) -40,9093
T(Q) -34,6436
(DT(L) 2541
(3)Razdo(L) 17,9624
1Lby2L ‘ 15,9801
1Lby3L 8,005012
2Lby3L -4,3242
Razio(Q) 3,57951
p=,05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
ALOFICOCIANINA
(@)pH(L) B
(HT(L) . EEE
pH(Q) - -41,5047
(3)Razio(L) -27,7058
TQ -21,9301
1Lby3L ‘ 18,30243
1Lby2L ‘ 14,27549
2Lby3L -11,1747
Razio(Q) ‘ -3,72723
p=,05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
FICOERITRINA
Q)pH(L) | 126,7
OTL) -110,02
1Lby3L | 97,3547
(3Razio(L) | 90,3707
pHQ) 76,9442
2Lby3L | 74,2155
TQ) 62,6185
ILby2L | 46,84867
Razio(Q) | -16,988

A

Fonte: A autora (2016).

p=,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
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O efeito linear do pH (L) foi o mais significativo na extra¢ao de ficocianina
(44,65), seguido do seu efeito quadritico e negativo pH (Q) (-40,90), dos efeitos
quadratico T (Q) (-34,64) e linear da temperatura T (L) (-25,41) e do efeito linear da
razdo solvente:biomassa (L) (-17,96), ao nivel de confianca de 95%.

A variavel que apresentou maior efeito na extracdo de aloficocianina foi o
efeito linear do pH (L) (70,35), seguido do efeito linear da temperatura T (L) (-56,29).

Na extracdo de ficoeritrina os efeitos de todas as varidveis e as interacdes
entre elas foram significativas sendo o efeito linear do pH o maior (126,74), seguido do
efeito linear e negativo da temperatura (-110,02).

O pH e a temperatura foram as varidveis mais relevantes no processo de
extracdo da ficobiliproteinas. O efeito positivo e linear do pH indica que a extragdo é
crescente com o aumento dessa varidvel. O efeito quadratico do pH e da temperatura,
por sua vez, sinalizam que o aumento destas varidveis promoverdo acréscimo na
extracdo do pigmento até determinado ponto, a partir do qual, mesmo aumentando estas
varidveis, a extracdo decrescerd. Como ja foi mencionado anteriormente, o efeito do pH
€ crucial nos processos de extragdo porque a solubilidade e as constantes cinéticas
aparentes dos biocompostos sdo diretamente dependentes de suas variacdes. Valores
extremos de pH alteram a carga liquida das proteinas, causando repulsdo eletrostética e
o rompimento de algumas ligacdes de hidrogénio, desestabilizando-as (Nelson e Cox,
2014).

A temperatura mais elevada de extra¢do pode aumentar a interagdo solvente-
matriz fazendo com que o coeficiente de difusdo e a solubilidade do soluto em solventes
aquosos aumentem (Filly et al., 2016 ). Entretanto, acima do pH e temperatura 6timos a
concentracdo dos pigmentos tende a diminuir devido a degradacdo térmica e a
desnaturagdo proteica (Chaiklahan et al., 2012; Su et al., 2014).

O efeito linear e negativo da razao solvente:biomassa, sugere que a medida
que a quantidade de solvente aumenta, a extracdo diminui. Silveira e colaboradores
(2007) otimizando o processo de extracdo da ficocianina de S. platensis pelo método
convencional com diferentes solventes, mostraram que a razdo solvente:biomassa
influenciou fortemente no processo de extracdo do pigmento e que o valor maximo foi
obtido usando a menor razdo solvente:biomassa. Tal observacdo € importante por
possibilitar o uso de menores volumes de solvente na extracdo. Entretanto, os autores

também relataram que a utilizagdo de uma razio solvente:biomassa muito baixa torna a
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suspensdo muito concentrada, impedindo que o solvente interaja com o soluto de
maneira apropriada, tornando a extracao ineficiente.

Conforme observado neste trabalho, o tipo e a concentracdo do solvente, o
pH e a temperatura sdo fatores muito influentes nos processos de extragdo sélido-
liquido (Patil e Raghavarao, 2007).

A Tabela 11 apresenta a andlise de variancia (ANOVA) para a extra¢do de
ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina utilizando o liquido i6nico prético 2-HEAA+2-
HEAF como solvente. As Tabelas de ANOVA para os demais solventes empregados

estdo apresentadas no Apéndice A.

Tabela 11 — ANOVA para o modelo de extracdo de ficocianina, aloficocianina e
ficoeritrina utilizando o 2-HEAA+2-HEAF como solvente pelo método convencional

Fonte de variagio Soma Graus de Média .
quadratica liberdade quadratica
Ficocianina
Regressao 3,2087 9 0,3565 28,82
Residuo 0,0866 7 0,0124
Falta de ajuste 3,2952 16 0,2060
Erro puro 0,0855 5 0,0171
Total 3,2952 16 0,2060
R’ 0,97
Fup F(9,7) = 3,68
Aloficocianina
Regressao 3,5483 9 0,3943 12,90
Residuo 0,2139 7 0,0306
Falta de ajuste 3,7622 16 0,2351
Erro puro 0,2132 5 0,0426
Total 3,7622 16 0,2351
R’ 0,94
Fay F(9,7) = 3,68
Ficoeritrina
Regressao 0,5120 9 0,0569 5,36
Residuo 0,0743 7 0,0106
Falta de ajuste
(FA) 0,5863 16 0,0366
Erro puro (EP) 0,0743 5 0,0149
Total 0,5863 16 0,0366

R? 0,87
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F, tab

95% de confianca F(9,7) =3,68

(@)F cate = MQregr!M Qe
Fonte: A autora (2016).

Através da ANOVA pode-se determinar a qualidade do ajuste do modelo.
Em termos praticos, um bom modelo necessita ter uma regressao significativa e uma
falta de ajuste ndo significativa, com valores de F,,. maiores que os valores de Fi,,
Outro parametro utilizado para avaliar o modelo € o valor de R%. Quanto mais proximo
de 1 o valor do coeficiente de variacdo estiver, melhor estard o ajuste do modelo as
respostas observadas (Tedfilo e Ferreira, 2006).

Para processos bioldgicos admite-se que valores de R? acima de 0,80 em um
intervalo de confianca de 95%, s@o considerados bons (Bastos, 2013). De modo que os
modelos para a extragdo das trés ficobiliproteinas pelo método convencional foram
significativos para todos os solventes analisados (APENDICE A, TABELA 11).

Os modelos de extracdo da ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina com o

2-HEAA+2-HEAF obedecem as Equagdes 11, 12 e 13:

Cficocianina:-0,58pH2—0,49T2 +0,27pHxT+0, 13pHxRazdo s:b-0,07TxRazdo s:b+0,57pH
-0,32T-0,23Razdo s:b+1,26 (11)

Caloficocianina=-0,43pH?-0,23T° +0,18pHXT+0,23pHXRazdo s:b-0,14TRazdo s:b
+0,67pH-0,53T-0,26Razdo s:b+1,11 (12)

Cficoeritrina=-0,13pH>-0,11T°-0,03Razdos:b* +0,09pHxT+0,20pH xRazdo s:b-
0,15TxRazdo s:b+0,20pH-0,17T-0,14Razdo s:b+0,40 (13)

Sendo: T a temperatura (°C) e razdo s:b a razdo de solvente (mL) em relagdo a biomassa
().

A Figura 14 apresenta as superficies de contorno obtidas do modelo para a
concentracdo de ficocianina utilizando o solvente 2-HEAA+2-HEAF, a regido 6tima
estd compreendida no intervalo de pH de 6,50 a 8,00; de 25 °C a 40 °C e valores de
razdo solvente:biomassa abaixo de 10,00 mL.g"'. A partir do conhecimento do ponto
isoelétrico (pl) de dada proteina € possivel determinar em que valores de pH ela estard

carregada positivamente ou negativamente. Sabe-se que a solubilidade das proteinas é
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reduzida em valores de pH préximos ao seu ponto isoelétrico (pI) e que acima do pl as
proteinas assumem cargas negativas que “atraem’ os solventes aquosos, aumentando
sua extracdo (Su et al., 2014). Segundo Liu e Pawliszyn (2005), o plI da ficocianina é
4,65, confirmando que a faixa de pH 6tima para a extragdao deste pigmento deve estar

situada entre 6,00 e 7,50.

Figura 14 — Superficies de contorno para a extracdo de ficocianina, em func¢do do pH
pela temperatura, fixando a razdo solvente:biomassa em 15 mL.g" (A) e do pH pela
razao solvente:biomassa, fixando a temperatura em 35 °C (B), utilizando o 2-HEAA+2-

HEAF como solvente pelo método convencional com 500 rpm de agitacdao
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Fonte: A autora (2016).

As superficies de contorno revelaram que a regido Otima de extragdo de
aloficocianina estd compreendida na faixa de pH de 7,00 a 8,00; 15 °C a 30 °C e em

valores de razdo solvente:biomassa abaixo de 6,00 mL. g'1 (FIGURA 15).
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Figura 15 - Superficies de contorno para a extragdo de aloficocianina, em fun¢do do pH
pela temperatura, fixando a razdo solvente:biomassa em 15 mL.g"'(A) e do pH pela
razdo solvente:biomassa, fixando a temperatura em 35 °C(B), utilizando o 2-

HEAA+HEAF como solvente pelo método convencional com 500 rpm de agitacao
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Fonte: A autora (2016).

As superficies de contorno apontaram que a regido Otima de extracdo da
ficoeritrina estd situada em valores de pH entre 6,00 e 8,50; temperaturas entre 15 °C e
35 °C e razdo solvente:biomassa abaixo de 6 mL.g"' (FIGURA 16). De um modo geral,
as condicdes Otimas observadas no estudo estavam condizentes com as obtidas nas
superficies de contorno.

As superficies de contorno para os demais solventes utilizados na extracdo

convencional estdo apresentadas no Apéndice A.
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Figura 16 — Superficies de contorno para a extracdo de ficoeritrina, em fun¢do do pH
pela temperatura, fixando a razdo solvente:biomassa em 15 mL.g"'(A) e do pH pela
razdo solvente:biomassa, fixando a temperatura em 35 °C(B), utilizando o 2-HEAA+2-

HEAF como solvente pelo método convencional com 500 rpm de agitacao
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Fonte: A autora (2016).

Em suma, na extracdo pelo método convencional, os liquidos idnicos
proticos foram mais eficientes que o tampdo fosfato na extragdo da ficocianina,
aloficocianina e ficoeritrina. O baixo desempenho do tampao era previsivel uma vez que
ele apresenta menor forga idnica dentre os solventes testados.

A eficiéncia da extragdo com LlIs, geralmente, ¢ ampliada com o decréscimo
da hidrofobicidade dos cétions e com o crescimento da forca das ligagdes de hidrogénio
do anion (Ge et al., 2010). O mecanismo pelo qual os LIs extraem proteinas ndo estd
bem esclarecido. Entretanto, alguns estudos indicam que a combinacdo dos efeitos de

interacoes hidrofébicas, salting out e interagdes eletrostdticas entre a carga positiva do
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cation do LI com a carga negativa dos residuos de aminoacido na superficie da proteina
podem estar envolvidas neste processo (Desai et al., 2014).

Com base no exposto, as condi¢des mais adequadas para a extracdo de
ficobiliproteinas pelo método convencional foram: temperatura de 35 °C; pH: 6,50 e
razdo solvente:biomassa: 6,59 mL.g'l, utilizando o 2-HEAA+2-HEAF como solvente,
ap6s 150 minutos de extragdo. As concentragdes maximas de ficocianina, aloficocianina
e ficoeritrina foram: 1,65 + 0,03 gL'; 1,70 + 0,01 gL'; 0,64 + 0,04 gL,

respectivamente.

5.2.2 Extragdo assistida por micro-ondas

Na extragdo assistida por micro-ondas, foram realizados testes iniciais
utilizando o 2-HEAF em pH 7,0 para verificar a eficiéncia deste solvente, além da
influéncia do tempo, da poténcia do equipamento e da razdo solvente:biomassa sobre a
extragcdo das ficobiliproteinas da S. platensis. Inicialmente, o tempo de extragdo variou
de O a 15 minutos, a poténcia do equipamento de 62 a 186 W e a razdo
solvente:biomassa de 10 a 20 mL.g'l. Os resultados sdo expostos nas Figuras 17, 18 e
19.

Neste processo, a ficocianina foi extraida em maior quantidade, seguida da
aloficocianina e ficoeritrina. A extragcao assistida por micro-ondas foi rapida, as maiores
concentracdes de ficobiliproteinas foram atingidas apds 2 minutos de rea¢do. Durante a
exposicdo as micro-ondas ocorre intenso aquecimento dos materiais, fazendo com que a
extracdo dos pigmentos se processe mais rapidamente. A partir deste ponto, com o
aumento do tempo houve reducdo na extracdo dos pigmentos. As maximas
concentracdes obtidas foram 0,65 g.L'1 de ficocianina; 0,45 g.L'1 de aloficocianina e

0,25 g.L"! de ficoeritrina (FIGURA 17).
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Figura 17 — Influéncia do tempo na extracdo assistida por micro-ondas de
ficobliproteinas de Spirulina (Arthrospira) platensis utilizando o liquido i6nico 2-HEAF
como solvente (poténcia: 62 W e razdo solvente:biomassa:10 mL.g'l). (m) ficocianina
(®) aloficocianina ( A) ficoeritrina
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Fonte: A autora (2016).

Com base na cinética apresentada na Figura 17, o tempo de extracdo foi
fixado em 2 min e o efeito da poténcia ou irradiagdo sobre a extracdo de
ficobiliproteinas também foi investigado.

O aumento da poténcia afetou negativamente o processo de extracdo. Os
maiores valores de concentracdo foram observados em 62 W. Nessa poténcia, mais
ficocianina foi extraida em relacdo aos demais pigmentos. Nas poténcias 124 W e 186
W praticamente ndo houve diferenciacdo nas quantidades de ficocianina, aloficocianina
e ficoeritrina obtidas (FIGURA 18).

Posteriormente, foram fixados o tempo e a poténcia para verificar o quanto
o percentual de solvente em relagdo a biomassa afeta o processo de extragdo. De acordo
com os resultados apresentados na Figura 19, quanto menor a razao solvente:biomassa,

melhor a extragdo de ficobiliproteinas.
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Figura 18 — Influéncia da poténcia na extracdo assistida por micro-ondas de
ficobiliproteinas de Spirulina (Arthrospira) platensis utilizando o liquido idnico 2-
HEAF como solvente (tempo: 2 min e razio solvente:biomassa: 10 mL.g™")
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Fonte: A autora (2016).

Figura 19 — Influéncia da razdo solvente:biomassa (mL.g"') na extracdo assistida por
micro-ondas de ficobiliproteinas de Spirulina (Arthrospira) platensis utilizando o
liquido 16nico 2-HEAF como solvente (tempo: 2 min e poténcia: 62 W)
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Fonte: A autora (2016).

De posse dos resultados acima, um DCCR 22 foi executado variando-se a
poténcia e a razdo solvente:biomassa (mL. g'l) para cada solvente do estudo.
Na Tabela 12 sdo apresentados os valores de concentracdo observados

experimentalmente para a extragao da ficocianina.
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Tabela 12 — Valores observados de ficocianina (g.L'l) obtidos no processo de extracdao
assistida por micro-ondas usando diferentes solventes apds 2 min de processo

Razao s:b 2-HEAA+

Ensaio  P(W) " " Tampio 2HEAF 2HEAA o [Bmim](Cl
1 62 10 0,37 0,44 0,29 0,84 0,29
2 62 20 0,26 0,33 0,28 0,66 0,19
3 186 10 0,04 0,03 0,11 0,03 0,36
4 186 20 0,02 0,02 0,03 0,02 0,16
5 0 15 0,30 0,39 0,23 0,73 0,17
6 248 15 0,03 0,01 0,01 0,01 0,34
7 124 8 0,05 0,03 0,02 0,06 0,24
8 124 22 0,06 0,14 0,08 0,46 0,16
9 124 15 0,05 0,07 0,03 0,29 0,24
10 124 15 0,05 0,07 0,03 0,26 0,19
11 124 15 0,05 0,06 0,03 0,28 0,18

(*) Em negrito, os maiores valores de concentracao observados.
Fonte: A autora (2016).

De acordo com a Tabela 12, a extragdo foi negativamente afetada pelo
aumento da poténcia e da razdo solvente:biomassa e todos os solventes foram capazes
de extrair o pigmento. Os liquidos i0nicos préticos e o tampao apresentaram melhor
desempenho nas condicdes do ensaio 1, 62 W e 10 mL.g" de solvente em relacdo a
biomassa. Por sua vez, o LI comercial foi mais eficiente nas condi¢des do ensaio 3, no
qual maior poténcia foi empregada (186 W), mantendo-se a razdo solvente:biomassa em
10 mL.g'l. Uma irradiagdo mais forte pode ter auxiliado na difusao do [Bmim][Cl] no
soluto, pela reducdo da sua viscosidade. As condi¢des do ensaio 6 (248 W e 15 mL.g")
foram as mais drasticas para a extracdo deste pigmento para todos os solventes, exceto
para o [Bmim][Cl]. Para um dado valor de poténcia, quanto menor a razdo
solvente:biomassa, menor a concentragdo do pigmento. Medindo-se a temperatura ao
final do processo de extracdo, verificou-se que mantendo a poténcia em 124 W, a massa
de microalga em 2 g e variando-se o volume do solvente em 16 mL, 30 mL e 44 mL as

temperaturas atingidas foram 75 °C, 68 °C e 60 °C, respectivamente. Quanto menor a
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razdo solvente:biomassa, maior o aquecimento provocado pelas micro-ondas, e,
portanto, maior a desnaturacao térmica.

Analisando a Figura 20, verifica-se que a temperatura aumentou com 0O
tempo de extracdo. Tal acréscimo na temperatura apesar de proporcionar maior
interacdo soluto — solvente, aumentando a difus@o e a solubilidade pode promover a

desnaturagcdo dos mesmos.

Figura 20 — Varia¢do da temperatura com o tempo de extracdo utilizando o liquido
i6nico 2-HEAA+2-HEAF como solvente, na razdo s:b 10 mL. g'1 e 62 W de poténcia
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Fonte: A autora (2016).

As concentragdes de aloficocianina obtidas estdo expostas na Tabela 13.
Fixando a poténcia em 62 W, a medida que a razdo solvente:biomassa aumenta, a
concentracdo diminui porque uma menor interacdo entre o soluto e o solvente é
observada. Na poténcia de 124 W e 186 W, quanto maior a razdo, maior a concentragao.
Fixando-se a razdo e aumentando a poténcia, a taxa de extracdo declina. Os LIPs e o
tampao, apresentaram melhor desempenho nas condi¢cdes moderadas do ensaio 1, e o LI
comercial nas do ensaio 3. Como mencionado anteriormente, 0 aumento da poténcia da
irradiacao melhorou a extracdo com o [Bmim][Cl] provavelmente por ter reduzido sua

viscosidade, aumentando a interacdo da microalga com o solvente.
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Tabela 13 — Valores observados de aloficocianina (g.L'l) obtidos no processo de
extracdo assistida por micro-ondas usando diferentes solventes apds 2 min de processo

Ensaio P (W) ltzfﬁf)g_sf)b Tampdo 2-HEAF 2-HEAA 2;5&? [Bmim][CI]
1 62 10 025 0,71 0,29 1,33 0,03
2 62 20 0,19 035 0,21 0,82 0,02
3 186 10 0,03 0,02 0,02 0,05 0,13
4 186 20 002 001 0,01 0,02 0,05
5 0 15 020 041 0,25 0,82 0,03
6 248 15 002 001 0,01 0,02 0,13
7 124 8 004 005 0,02 0,06 0,10
8 124 2 0,04 0,19 0,10 0,61 0,08
9 124 15 004 011 0,02 0,30 0,11
10 124 15 004 009 0,02 0,28 0,10
1 124 15 0,04 0,10 0,03 0,29 0,08

(*) Em negrito, os maiores valores de concentragdo observados.
Fonte: A autora (2016).

Na extragdo de ficoeritrina, foi observada uma tendéncia muito similar a da
aloficocianina. Novamente, as condi¢des do ensaio 1 (62 W e 10 mL.g'l) foram as mais
favordveis para a extragdo do pigmento. Em contrapartida, as condi¢des do ensaio 6
(248 W e 15 mL.g") foram as mais prejudiciais. Sinalizando a importancia da poténcia

no processo de extracdo.

Tabela 14 — Valores observados de ficoeritrina (g.L'l) obtidos no processo de extracdao
assistida por micro-ondas usando diferentes solventes apds 2 min de processo

Razdo
Ensaio P (W) s:b(rlr)lL. g Tampao 2-HEAF 2-HEAA Z;_II_IIEEA AAF+ [Bmim][Cl]
1 62 10 0,10 0,12 0,12 0,41 0,06
2 62 20 0,08 0,08 0,08 0,28 0,04
3 186 10 0,01 0,01 0,01 0,02 0,09

4 186 20 0,01 0,01 0,01 0,01 0,04
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5 0 15 0,08 0,09 0,09 0,31 0,04
6 248 15 0,01 0,00 0,00 0,01 0,09
7 124 8 0,02 0,01 0,01 0,02 0,07
8 124 22 0,01 0,04 0,04 0,13 0,05
9 124 15 0,02 0,02 0,01 0,08 0,07
10 124 15 0,02 0,01 0,01 0,08 0,05
11 124 15 0,02 0,01 0,01 0,09 0,05

(*) Em negrito, os maiores valores de concentracdo observados.
Fonte: A autora (2016).

Na Figura 21 € apresentada a influéncia do solvente nas concentracdes

maximas de ficobiliproteinas obtidas pela extracdo assistida por micro-ondas.

Figura 21 — Influéncia do solvente nas concentracdes méximas de ficocianina (A),
aloficocianina (B) e ficoeritrina (C) empregando micro-ondas nas seguintes condicoes:
186 W e 10 mL.g"' para o [Bmim][Cl]; 62 W e 10 mL.g"' para os demais solventes.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
significancia de 95% (p < 0,05)
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Fonte: A autora (2016).

Dentre os LIPs, o mais eficiente na extracdo de ficocianina foi o 2-
HEAA+2-HEAF (0,84 + 0,01 g.L'l) e o menos eficiente, o 2-HEAA (0,29 + 0,00 g.L'l).
O desempenho do LI aprético (comercial) foi semelhante ao do tampao (0,36 + 0,00
g.L'1 e 0,37 + 0,00 g.L'l, respectivamente) ndo havendo diferenca nos valores de
concentracdo obtidos por eles ao nivel de 95%. Para a extracdo de ficocianina os
solventes extratores podem ser ordenados, de acordo com sua eficiéncia, da seguinte

forma: 2-HEAA+2-HEAF>2-HEAF>tampao>[Bmim][CI|>2-HEAA.
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Os solventes mais eficientes na extragdo de aloficocianina foram os LIPs (2-
HEAA+2-HEAF>2-HEAF>2-HEAA), seguidos do tampao e do [Bmim][Cl], nessa
ordem. Nao houve diferenca significativa nas concentracdes de aloficocianina obtidas
com o tampao e com o 2-HEAA (p<0,05). O menor rendimento do 2-HEAA pode estar
associado a sua maior viscosidade em relacdo aos demais LIPs, o que dificulta a
transferéncia de massa entre o soluto e o solvente, reduzindo a liberacdo dos pigmentos
neste solvente (Mustafa e Turner, 2011). Além disso, o aumento de temperatura,
provocado pelo aumento da irradiagdo, pode ter alterado as propriedades coligativas
desse LIP, contribuindo para o seu baixo desempenho.

Os LIPs foram os mais eficientes na extracdo de ficoeritrina, dentre eles o
que mais se destacou foi o 2-HEAA+2-HEAF (0,41 £+ 0,00 g.L'l), 2-HEAF e 2-HEAA
extrairam as mesmas quantidades de ficoeritrina (0,12 + 0,00 g.L'l). Também nao houve
diferenca estatistica na extracdo com o tampao e com o liquido idnico aprético (0,10 +
0,00 g.L'1 e 0,09 = 0,00 g.L'l, respectivamente). Os LIPs apresentam um préton
ionizdvel o que facilita muito sua interacdo com as ficobiliproteinas e com a parede
celular da microalga, por isso apresentam desempenho superior ao tampdo e ao
[Bmim][Cl]. Ademais, o custo médio de producdo de 1 L de 2-HEAF, levando-se em
conta apenas o valor dos reagentes empregados, € de, aproximadamente, R$ 30,00. Em
contrapartida, 250 g de [Bmim][Cl] custam R$ 2.638,00 (SIGMA ALDRICH). O que
comprova a superioridade dos LIPs em relacdo aos demais solventes utilizados no
estudo.

No corpo do texto s6 serdo apresentados os dados estatisticos referentes ao
2-HEAA+2-HEAF, que foi o solvente mais eficiente. Os resultados para os demais
solventes empregados na extragdo assistida por micro-ondas podem ser encontrados no
Apéndice B.

Analisando o diagrama de Pareto mostrado na Figura 22.A, confirmou-se
que a poténcia foi a varidvel mais influente no processo de extragdo da ficocianina, e
que seu efeito linear e negativo pH (L) (-69,08) sinaliza que a concentracdo serd maior
quanto menor o valor da poténcia. O efeito linear e positivo da razao solvente:biomassa
(11,13) indica que a taxa de extragdo € crescente com o aumento dessa varidvel, o que

estd diretamente relacionado com o efeito do aquecimento mencionado anteriormente.
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Figura 22 — Gréficos de Pareto dos efeitos estimados para as varidveis estudadas na
extracdo assistida por micro-ondas de ficocianina (A), aloficocianina (B) e ficoeritrina
(C) utilizando o 2-HEAA+2-HEAF como solvente
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Fonte: A autora (2016).
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Na extracdo de aloficocianina, o efeito linear e negativo da poténcia
novamente foi o mais significativo (-122,40), acompanhado da intera¢do entre poténcia
e razdo solvente:biomassa (28,01). Indicando que a concentragdo de aloficocianina €
tanto maior quanto menor a poténcia utilizada (FIGURA 22.B). Pasquet ef al. (2011),
comparando diferentes métodos para obter pigmentos de duas microalgas marinhas
(Dunaliella tertiolecta e Cylindrotheca closterium), observaram que o método assistido
por micro-ondas foi o mais ripido e eficiente, em periodos de tempo curtos (< 5 min)
sob irradiagdo fraca (< 50 W). Tais resultados corroboram com os obtidos neste
trabalho. As maiores concentracdes de ficobiliproteinas foram observadas na poténcia
de 62 W (poténcia minima do equipamento), sugerindo que se a poténcia pudesse ser
diminuida ainda mais, provavelmente, maiores rendimentos seriam alcangados.

Poténcia foi a varidvel que mais influenciou no processo de extragdo da
ficoeritrina (FIGURA 22.C). O efeito linear e negativo da poténcia foi o mais
significativo (-97,27), indicando que a medida que a poténcia cresce, a concentragao
diminui.

A andlise de variancia € apresentada na Tabela 15. Os modelos para a
extracdo de ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina com o 2-HEAA+2-HEAF nao
apresentaram bom ajuste nas faixas empregadas para as varidveis do estudo, o que pode
ser verificado pelos baixos valores de R’ e F.4.. Dessa maneira, ndo é possivel

descrever equagdes para os modelos tampouco obter suas superficies de contorno.

Tabela 15 — ANOVA para o modelo de extracdo assistida por micro-ondas de
ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina utilizando o 2-HEAA+2-HEAF como solvente

Soma Graus de Média

Fonte de variaao quadrdtica liberdade quadrdtica Feate
Ficocianina
Regressao 0,7345 5 0,1469 4,01
Residuo 0,1831 5 0,0366
Falta de ajuste 0,9175 10 0,0918
Erro puro 0,1828 3 0,0609
Total 0,9175 10 0,0918
R’ 0,61
Fia F(5,5) =5,05
Aloficocianina
Regressao 1,2390 5 0,2478 2,09

Residuo 0,5926 5 0,1185
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Falta de ajuste 1,8315 10 0,1832
Erro puro 0,5924 3 0,1975
Total 1,8315 10 0,1832
R? 0,68
Fa
rab F(5,5) =5,05
Ficoeritrina
Regressao 0,1461 5 0,0292 3,10
Residuo 0,0471 5 0,0094
Falta de ajuste
0,1932 10
(FA) 0,0193
Erro puro (EP) 0,0471 3 0,0157
Total 0,1932 10 0,0193
R’ 0,76
Ftah
95% de confianga F(5,5) =505

(a)Fcalc = MQregr/MQres
Fonte: A autora (2016).

Entdo, na extracdo assistida por micro-ondas de ficobiliproteinas, o solvente
que apresentou melhor desempenho foi a mistura 2-HEAA+2-HEAF em pH 7,0, na
poténcia de 62 W e razdo solvente:biomassa: 10 mL.g". A extracdo por este método é
muito rdpida, apds 2 minutos a concentragdo mdaxima € atingida. Das varidveis
estudadas, a poténcia teve o efeito mais significativo. A aloficocianina foi o pigmento
mais extraido (1,33 = 0,02 g.L'l), seguido da ficocianina (0,84 + 0,01 g.L'l) e da

ficoeritrina (0,41 + 0,00 g.L™").

5.2.3 Extragdo assistida por ultrassom

Na extracdo assistida por ultrassom, os valores de concentracdo de
ficocianina obtidos experimentalmente sdao apresentados na Tabela 16. Todos os LIPs
extrairam mais ficocianina nas condi¢des do ensaio 7 (pH 6,5 e razdo solvente:biomassa
7,93 mL.g™"). O tampdo foi mais efetivo em pH 8,0 e razdo 10 mL.g'1 e o LI comercial
conseguiu extrair melhor em pH dcido (4,38) e razdo solvente:biomassa intermedidria

(15 mL.g™).
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Tabela 16 — Valores observados de ficocianina (g.L"') na extracdo assistida por
ultrassom usando diferentes solventes apos 30 min de processo

Ensaio  pH ltzfﬁf)g_sf)b Tampdo 2-HEAF 2-HEAA 2;;&? [Bmim][CI]
1 5 10 037 0,30 0,20 0,30 0,27
2 5 20 017 0,16 0,12 0,12 0,25
3 8 10 0,70 0,67 0,30 0,69 0,16
4 8 20 043 025 0,24 0,31 0,15
5 438 15 024 0,06 0,03 0,03 0,36
6 862 15 043 031 0,47 0,57 0,09
765 193 060 073 0,68 0,75 0,23
8§ 65 2207 027 027 0,28 0,36 0,16
9 65 15 041 038 0,33 0,53 0,26
10 65 15 047 037 032 0,52 0,22
1 65 15 0,50 034 0,35 0,51 0,29

(*) Em negrito, os maiores valores de concentragdo observados.
Fonte: A autora (2016).

Analisando os valores obtidos para extracdo de aloficocianina, percebeu-se
que os LIPs foram mais eficientes em relagdo ao tampao e ao [Bmim][Cl]. A extrac¢do
de aloficocianina foi mais efetiva para os LIPs nas condi¢des do ensaio 7 (pH 6,5 e
razdo solvente:biomassa 7,93 mL.g"), para o tampdo a melhor condicdo foi pH 8,0 e
razdo 10 mL.g"' e para o LI comercial em pH 4,38 e razio solvente:biomassa 15 mL.g".
Pouca variagdo foi verificada no desempenho dos LIPs na extracdo de aloficocianina em
comparacao a ficocianina, ou seja, estes solventes foram capazes de extrair praticamente
as mesmas quantidades de aloficocianina e ficocianina. Por sua vez, o tampao e o
[Bmim][CI] extrairam muito menos aloficocianina do que ficocianina. Esse resultado

demonstra o maior poder difusional e a maior interagdo dos LIPs com os pigmentos.
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Tabela 17 — Valores observados de aloficocianina (g.L'l) na extracdo assistida por
ultrassom usando diferentes solventes apos 30 min de processo

Ensaio  pH ltzfﬁf)g_sf)b Tampdo 2-HEAF 2-HEAA 2;;&? [Bmim][CI]
1 5 10 0,21 0,41 0,10 0,35 0,17
2 5 20 007 0,19 0,04 0,06 0,11
3 8 10 054 0,64 0,42 0,82 0,08
4 8 20 020 0,19 0,15 0,32 0,03
5 438 15 0,10 007 0,02 0,02 0,18
6 862 15 024 025 0,74 0,67 0,07
7 65 793 027 0,77 0,74 0,80 0,05
8 65 2207 007 021 0,31 0,31 0,05
9 6,5 15 0,18 036 0,42 0,54 0,10
10 65 15 022 036 0,44 0,54 0,10
1 65 15 027 030 0,44 0,59 0,11

(*) Em negrito, os maiores valores de concentragdo observados.
Fonte: A autora (2016).

Pela Tabela 18, na qual sdo expostos os valores observados para a extracao
de ficoeritrina, notou-se que este pigmento foi extraido em quantidades inferiores em
relacdo a ficocianina e a aloficocianina para todos os solventes utilizados. O que ja era
esperado, uma vez que em microalgas verde-azuladas, como a S. platensis, este
pigmento estd naturalmente presente em menores quantidades, sendo mais abundante
em algas vermelhas (Johnson et al., 2014).

As condigdes Otimas de extra¢do para o tampao, LIPs e [Bmim][CI] foram:
pH 8,0 e razdo solvente:biomassa 10 mL.g—l; pH 6,5 e razdo solvente:biomassa 7,93

mL.g-' e pH 4,38 e razdo solvente:biomassa 15 mL.g-', respectivamente.
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Tabela 18 — Valores observados de ficoeritrina (g.L"') na extracdo assistida por
ultrassom usando diferentes solventes apos 30 min de processo

Ensaio  pH ltzfﬁf)g_sf)b Tampdo 2-HEAF 2-HEAA 2;;&? [Bmim][CI]
1 5 10 006 0,17 0,05 0,12 0,05
2 5 20 002 0,09 0,03 0,03 0,04
3 8 10 015 027 0,19 0,34 0,03
4 8 20 004 0,08 0,07 0,10 0,02
5 438 15 003 0,03 0,01 0,01 0,09
6 862 15 006 0,10 0,26 0,30 0,05
765 193 006 031 0,30 0,33 0,04
8§ 65 2207 00l 007 0,13 0,13 0,03
9 65 15 004 0,12 0,20 0,21 0,06
10 65 15 004 0,11 0,22 0,23 0,06
1 65 15 005 0,12 0,21 0,26 0,06

(*) Em negrito, os maiores valores de concentragdo observados.
Fonte: A autora (2016).

Pela Figura 23.A percebe-se que estatisticamente nao houve diferenca
significativa (p < 0,05) entre os desempenhos dos liquidos i0nicos préticos e do tampao
na obtencdo de ficocianina, embora a maior concentragdo tenha sido obtida com a
mistura 2-HEAA+2-HEAF (0,75 + 0,01 g.L'l). O [Bmim][Cl] foi o solvente menos
eficiente, tendo extraido 0,36 + 0,02 g.L'1 de ficocianina. A macroestrutura das
ficobilissomas, estrutura que encerra as ficobiliproteinas, consiste de um nucleo
(constituido de aloficocianina) cercado de ficocianina e ficoeritrina organizadas na
periferia da estrutura na forma de hastes (Zolla et al., 2002). Isso explica o porqué do
tampao ter conseguido extrair praticamente as mesmas quantidades de ficocianina que
os LIPs. A ficocianina estd mais disponivel e, portanto, é mais fécil extrai-la do que a
aloficocianina que estd localizada no interior da estrutura. Ademais, como serd
apresentado posteriormente (MEV), o ultrassom interferiu muito pouco na estrutura da
célula microalgdcea, o que pode ter dificultado a liberacdo da aloficocianina nos

solventes.
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Figura 23 — Influéncia do solvente nas concentracdes méximas de ficocianina (A),
aloficocianina (B) e ficoeritrina (C) empregando ultrassom nas seguintes condi¢cdes: pH
8,0 e razdo solvente:biomassa 10 mL.g' para o tampdo; pH 6,5 e razdo
solvente:biomassa 7,93 mL.g" para os LIPs e pH 4,38 e razio solvente:biomassa 15
mL.g'1 para o [Bmim][Cl]. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de significancia de 95% (p < 0,05)
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Na Figura 23.B € possivel comparar melhor o desempenho de cada solvente
na obtencdo de aloficocianina. Novamente, o 2-HEAA+2-HEAF foi superior (0,80 g.L
1), embora ndo tenha havido diferenca significativa, ao nivel de 95%, em relacido aos
demais LIPs. O tampdo conseguiu extrair 0,54 g.L”' e o [Bmim][Cl], apenas 0,18 g.L"!
de aloficocianina.

Observando o desempenho dos solventes na extragdo de ficoeritrina, ndo
houve diferenca considerdvel, ao nivel de 95%, entre os 3 liquidos i6nicos préticos. Os
solventes podem ser ordenados da maior para a menor concentracdo de ficoeritrina
extraida da seguinte forma: 2-HEAA+2-HEAF (0,33 g.L'l) > 2-HEAF (0,31 g.L'l) >2-
HEAA (0,30 g.L'") > Tampdo (0,15 g.L ") > [Bmim][CI] (0,09 g.L") (FIGURA 23.C).

Para Elgharbawya et al. (2016), cation e anion sdo igualmente importantes
para o desempenho dos liquidos i6nicos. A basicidade do anion tem correlagcdo com sua
capacidade em formar ligacdes de hidrogénio. Quanto maior a cadeia do anion, menor
sua habilidade em formar pontes de H" € menor a solubilidade da molécula alvo no LI
Ja a estrutura e tamanho do cédtion determinam o ponto de fusdo e a polarizabilidade dos
LIs, influenciando diretamente na solubilizagdo das proteinas. Araki et al. (2015)
observaram que a insercdo de grupamentos hidroxila, éter ou amida aos LIs aumentam
sua afinidade por proteinas. Isto ajuda a explicar o porqué do melhor desempenho do 2-
HEAA+2-HEAF frente ao 2-HEAA e 2-HEAF.

A baixa eficiéncia do [Bmim][CI] deve estar ligada a sua elevada
viscosidade e a hidrofobicidade associada a planaridade do anel do cdtion imidazdlio
(que promove um menor efeito estérico) que parecem ser importantes para 0 aumento
da toxicidade dos liquidos i0nicos. Estes pardmetros favorecem as interacdes dos
liquidos i6nicos com as proteinas, provocando sua desnaturagao (Hernandez-Fernandez
etal., 2015).

O diagrama de Pareto para a extracdo das ficobiliproteinas usando o 2-

HEAA+2-HEAF ¢ apresentado na Figura 24.
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Figura 24 — Gréficos de Pareto dos efeitos estimados para as varidveis estudadas na
extracdo assistida por ultrassom de ficocianina (A), aloficocianina (B) e ficoeritrina (C)
utilizando o 2-HEAA+2-HEAF como solvente

FICOCIANINA
A
(2)Razio(L) _ 43,1552
pH(Q) - -33,9832
1Lby2L -10,9413
Razio(Q) -1,87878
p=,05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
ALOFICOCIANINA
B
— _
pH(Q) -9,90337

1Lby2L -3,56048

Razio(Q) -1,44738
p=,05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
FICOERITRINA
C
(DpH(L) 9,6914394
(2)Razao(L)
pH(Q)

1Lby2L -2,80195

Razio(Q) -1,63553

p=,05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

Fonte: A autora (2016).
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O pH foi a varidvel mais relevante na extragdo assistida por ultrassom de
ficocianina, utilizando o 2-HEAA+2-HEAF como solvente; seu efeito linear e positivo
(52,70) sinaliza que a extracdo serd crescente com o aumento do pH do meio. A razdo
solvente:biomassa apresentou efeito linear e negativo (-43,15), isto €, quanto maior a
razdo solvente:biomassa, menor a extracdo de ficocianina (FIGURA 24.A). Ademais, a
ficocianina € instdvel em pH acima de 9,0 (Su et al., 2014).

Assim como na extracdo de ficocianina, o pH foi a varidvel mais
siginificativa para o processo de extracdo da aloficocianina (20,07), utilizando o 2-
HEAA+2-HEAF como solvente, seguido do efeito linear e negativo da razdo
solvente:biomassa (-18,02) e do efeito quadrético e negativo do pH (-9,90). A interacdo
entre pH e razdo solvente:biomassa e o efeito quadratico da razdo solvente:biomassa
nao foram significativos para a extracdo, no intervalo de confianga avaliado (FIGURA
24.B). Aumentando o pH do meio, as ficobiliproteinas permanecem carregadas
negativamente o que favorece a interagdo com o solvente, facilitando o processo de
extracdo (Sun et al., 2009).

Assim como para os pigmentos mencionados anteriormente, o efeito
positivo e linear do pH (L) foi a varidvel mais significativa na extracdo de ficoeritrina
(9,69), seguido da razdo solvente:biomassa linear (L) (-8,21) e do efeito quadrético e
negativo do pH (Q) (-4,50) (FIGURA 24.C).

Os modelos de extragdo das ficobiliproteinas ajustaram-se muito bem as
respostas, o que pode ser observado pelos elevados valores do coeficiente de

determinac¢do (Rz) e do F4 em relacdo ao F,, (TABELA 19).

Tabela 19 — ANOVA para as concentragdes de ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina
obtidas pela extracdo assistida ultrassom utilizando o 2-HEAA+2-HEAF como solvente

Fonte de variagio Soma Graus de Média T
quadratica liberdade quadratica
Ficocianina

Regressao 0,4757 5 0,0951 32,40
Residuo 0,0147 5 0,0029
Falta de ajuste 0,4904 10 0,0490
Erro puro 0,0145 3 0,0048
Total 0,4904 10 0,0490

R? 0,97

Fiap “F(5,5) = 5,05
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Aloficocianina
Regressao 0,7115 5 0,1423 46,70
Residuo 0,01524 5 0,0030
Falta de ajuste 0,7267 10 0,0727
Erro puro 0,0135 3 0,0045
Total 0,7267 10 0,0727
R’ 0,98
Fay “F(5,5) = 5,05
Ficoeritrina
Regressao 0,1249 5 0,0250 19,71
Residuo 0,0063 5 0,0013
Falta de ajuste 0,1313 10 0,0131
Erro puro (EP) 0,0050 3 0,0017
Total 0,1313 10 0,0131
R’ 0,95
Fiap .
95% de confianca F(5,5) =505

(a)Fcalc = MQregr/MQres
Fonte: A autora (2016).

Os modelos para as concentragdes de ficocianina, aloficocianina e
ficoeritrina obtidas pela extragdo assistida por ultrassom, com o 2-HEAA+2-HEAF,

seguem as Equacdes 14, 15 e 16, respectivamente.

Cficocianina(g.L" )=-0,26pH*-0,10pH xRazdo s:b+0,33pH-0,27Razdos:b+0,52  (14)
Caloficocianina( g.L'] )=—0,24pH2 +0,41 x pH-0,37x Razdo s:b+0,56 (15)
Cﬁcoeritrina(g.L'I):—O, JOpH2 +0,17pH-0,15Razdo s:b+0,23 (16)
Sendo: razdo s:b a quantidade de solvente (mL) em rela¢do a biomassa (g).

Analisando a superficie de contorno para a extragdo de ficocianina,
aloficocianina e ficoeritrina (FIGURA 25), observou-se que a regido Otima seria
atingida diminuindo ainda mais a razdo solvente:biomassa e aumentando o pH do
solvente. O que ndo € vidvel do ponto de vista bioquimico, uma vez que, como
explicado anteriormente, as ficobiliproteinas sdo instdveis em pH elevados. Além disso,

em baixos volumes de solvente nao ha a correta interacao entre o soluto e o solvente.
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Figura 25 - Superficie de contorno para a extracdo assistida por ultrassom de
ficocianina (A), aloficocianina (B) e ficoeritrina (C) em fun¢do do pH pela razao
solvente:biomassa utilizando o 2-HEAA+2-HEAF como solvente

FICOCIANINA —
24 <06
<04
02
22 E : 0
o <02
'b.n 20
g 18
~ 16
A
7)) 14
S n
3
10
=~
8
6
40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
pH
ALOFICOCIANINA —
<07
<05
[1<03
E <ot
o —
e
o
=
N’
A
195}
=
]
N
5]
&
o4
B <0375
B <0275
[1<0.175
<0075
B <-0,025
_:'-\ Bl <-0.125
o0
—
E
A
[90]
=]
xR
N
5]
=7

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Fonte: A autora (2016).

Na extragdo assistida por ultrassom os solventes mais eficientes foram os

liquidos 16nicos proéticos, com destaque para o 2-HEAA+2-HEAF, em pH 6,5 e razdo
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solvente:biomassa 7,93 mL.g-', na frequéncia de 25 KHz, ap6s 30 minutos de reacdo. O
pH foi mais impactante na extracdo por ultrassom do que a razdo solvente:biomassa
para os trés pigmentos avaliados. As mdximas concentragdes de ficocianina,
aloficocianina e ficoeritrina obtidas por este método foram: 0,75; 0,80 e 0,33 gL,
respectivamente.

Abalde et al. (1998), obtiveram resultados inferiores aos encontrados neste
trabalho na extracdo de ficocianina por ultrassom da Synechococcus sp. 109201 (0,007
g.L'l). Por outro lado, Aftari et al. (2015), empregando ultrassom associado ao
congelamento/descongelamento da biomassa de S. platensis, alcangcaram concentragao
maxima de 2,84 g.L'1 de ficocianina. Hadiyanto e Suttrisnorhadi (2016), otimizando a
extracdo de ficocianina de S. platensis por superficie de resposta, obtiveram
concentracio méxima de 1,05 gL', em 42 minutos de extracdo, 52,5 °C e frequéncia
ultrassonica de 200 W. Estes autores relataram concentragao de ficocianina ligeiramente
superior a deste trabalho, com maior gasto energético pelo uso de temperatura elevada e

maior poténcia ultrassdnica num intervalo de tempo superior.
5.3 Avaliacao dos métodos de extracio
5.3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A luz do microscépio eletrdnico de varredura, foi possivel identificar as
espiras e os septos tipicos de uma célula de Spirulina (Arthrospira) platensis. A
amostra controle mostrou-se mais integra, como era esperado, com alguns fragmentos
de células oriundos das operacdes de trituracdo e secagem pelas quais a biomassa passa
para a obtengdo do p6. A amostra rompida pelo método convencional tem um aspecto
diferenciado, com maior rugosidade que deve ser ocasionado pela exposicdo a altas
temperaturas por maior periodo de tempo. Aquela submetida as micro-ondas apresentou
maior nimero de particulas ou fragmentos em comparacdo as demais, sinalizando que
este método afetou mais intensamente a estrutura celular. Dentre os métodos avaliados,

o ultrassom pareceu interferir muito pouco na morfologia da microalga (FIGURA 26).
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Figura 26 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) das amostras de Spirulina
(Arthrospira) platensis submetidas a direfentes métodos, nas melhores condi¢des de
extracdo (método convencional — 2-HEAA+2-HEAF, 35 °C, pH 6,50, razdo s:b 6,59
mL.g"', 150 min; micro-ondas — 2-HEAA+2-HEAF, 62 W, pH 7,0, razdo s:b 10 mL.g",
2 min e ultrassom — 2-HEAA+2-HEAF, pH 6,50, razdo s:b 7,93 mL.g'l, 30 min): (A)
controle aumentada 1000 x; (A’) controle aumentada 2000 x; (B) método convencional
aumentada 1000 x; (B’) método convencional aumentada 2000 x; (C) micro-ondas
aumentada 1000 x; (C’) micro-ondas aumentada 2000 x; (D) ultrassom aumentada 1000
x; (D) ultrassom aumentada 2000 x

Fonte: A autora (2017).
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5.3.2 Rendimento, produtividade, fator de pureza dos pigmentos e andlise do consumo

energético

As Tabelas 20 e 21 apresentam um resumo dos resultados mais relevantes
para cada método de extracdo empregado. Nelas € possivel compard-los com base em
parametros importantes, como: rendimento, produtividade, pureza e consumo
energético.

De acordo com a Tabela 20, os liquidos idnicos préticos foram os solventes
mais eficientes em todos os métodos de extracdo frente ao tampao e ao liquido idnico
comercial, requerendo condicdes de extracdo moderadas, isto €, baixas temperaturas,
poténcia e frequéncia dos equipamentos; menor volume de solvente e valores de pH
proximos a neutralidade. Os liquidos i0nicos (préticos e aprético) possuem maior forga
ionica que o tampao. Apesar disso, o liquido i6nico aprético apresentou desempenho
inferior ao do tampao fosfato em praticamente todas as condi¢des de operacdao. O baixo
rendimento do [Bmim][Cl] na extracdo das ficobiliproteinas estd associado,
principalmente, a sua elevada viscosidade como descrito com mais detalhes
anteriormente. A propriedade principal dos liquidos i0nicos préticos € a sua capacidade
em promover ligagdes de hidrogénio, nas quais aceitacdo e doacdo de prdtons estdo
envolvidas. O interesse nesta classe de LIs decorre da sua sintese simplificada, do baixo
custo de preparagdo e purificacdo, além da maior biodegradabilidade em comparagdao
aos LIAs. LIPs apresentam bom desempenho como solventes nos mais variados
processos (Oliveira et al., 2016).

Com o método convencional foram atingidas as maiores concentracdes de
ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina. Entretanto, em termos de rendimento,
praticamente nao houve diferenca entre este método e aquele que empregou micro-
ondas. O ultrassom apresentou os menores rendimentos para os trés pigmentos dentre os
métodos analisados. Nesse ponto é importante ressaltar que a cavitagio € caracterizada
pelo colapso violento de bolhas em um campo de pressdo alternado. As bolhas de
cavitacdo na suspensdo aquosa de algas produzem graves e localizados aumentos de
temperatura e pressao de curta duracdo, bem como efeitos microstreaming (movimento
de liquido em torno das bolhas de gds formadas pela cavitacdo) e ondas de choque que

promovem a ruptura das células de algas (Greenly e Tester, 2015).



Tabela 20 — Avalia¢do e comparacdo dos métodos de extragdo através de parametros importantes

. Consumo
. Condicao . C R P Pureza L
Método  Solvente Stima Pigmento (g.L’l) (mg.g'l) (g.L'l.h'l) (Amis/ Anso) enz:\rgcﬁ;co
35 °C
F 1,65 10,87 0.66 0.53
MC 2;{HEEAA‘}+ ¢ 5p9Hr:LS ¥ AF 1,70 11,20 0,68 0.41 4.825
’ -8 FE 0.64 422 0.26 0.41
150 min
62 W
F 084 840 2545 0.50
EAM 2;3?&* 18H Z’O_l AF 133 1330 40,30 0,60 2.07
) m-.g FE 041 4,10 12,42 0.46
2min
25 Hz
F 075 595 1,50 0.23
EAU ZéfEAAAF* ; 9p3Hn?LS . AF 0.80 634 1.60 0.19 67.50
’ 30miﬁg FE 033 2,62 0,66 0.19

95

MC = método convencional, EAM = extracdo assistida por micro-ondas, EAU = extra¢do assistida por ultrassom, F = ficocianina; AF = aloficocianina, FE = ficoeritrina, C =
concentragao (g.L’l); R = rendimento (mg.g'l), Pureza = (An4/Ass0) € P = produtividade (g.L’l.h'l).

Fonte: A autora (2016).
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Quando o fator tempo é considerado no processo, a extragdo com micro-
ondas apresenta produtividade 38 vezes maior do que a convencional na obtencdo de
ficocianina, 59 vezes maior na de aloficocianina e 47 vezes maior na extracdo de
ficoeritrina. A produtividade com ultrassom também foi maior do que aquela obtida
pelo método convencional.

O método de extracdo ideal deve levar em consideracdo niao apenas o
rendimento, mas também a pureza da molécula alvo. A separacdo de ficobiliproteinas
envolve uma série de processos, tais como, precipitacdo, didlise, cromatografia, etc. Os
processos downstream representam de 50-90% do custo total (Patil et al., 2006).

A economia energética, conseguida com os métodos de extracdo
alternativos, é bastante relevante considerando os principios da Quimica Verde, que
defendem a busca pela eficiéncia energética, onde a utilizacdo de energia pelos

processos quimicos deve ser minimizada, priorizando aqueles conduzidos a temperatura

e pressdo ambientes (Tsukui e Rezende, 2014).

Tabela 21 — Resumo das vantagens e desvantagens dos métodos alternativos (micro-
ondas e ultrassom) em comparagdo ao método convencional na extracdo de
ficobiliproteinas de Spirulina (Arthrospira) platensis verificados neste estudo

Tempo de Consumo
Método | Rendimento Produtividade Pureza
extracio energético
MC Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia | Referéncia
EAM = - e + -

Fonte: A autora (2016).

Sinal +: corresponde a um valor maior que o valor referéncia

Referéncia Efeito positivo

Sinal -: corresponde a um valor menor que o valor referéncia
Cor vermelha: descreve efeito negativo

Cor verde: descreve efeito positivo

Krishnan et al. (2016) compararam a extracao de flavonoides de Terminalia
chebula pelo método convencional com a extragdo assistida por micro-ondas. Segundo
os autores, as micro-ondas possuem a capacidade de desbloquear as espécies de soluto

favorecendo o contato com o solvente, permitindo bons rendimentos de extragdo com



97

um menor volume de solvente. A avaliacdo de parametros termodindmicos permitiu
concluir que a extracdo assistida por micro-ondas € um processo endotérmico,
irreversivel, vidvel e espontaneo. O estudo da energia de ativacdo indicou que a
extracdo € governada pela difusdo, e que a reducdo da energia de ativacdo para a difusdo
durante a irradiacdo por micro-ondas € atribuida a formagdo de poros e fissuras. O
coeficiente de difusio efetivo, o coeficiente de transferéncia de massa e o coeficiente da
temperatura de extracdo foram maiores na EAM em comparagdo com a extracao
convencional. Além disso, o potencial antioxidante (DPPH) dos flavonoides pelos dois
métodos foi compativel e os dados de CG-MS mostraram que as micro-ondas nao
modificaram a composicao quimica dos extratos aquosos de 7. chebula.

Pasquet et al. (2011) ao extrairem pigmentos de duas microalgas marinhas,
concluiram que a EAM oferece a vantagem da termorregulacdo homogénea do meio;
como nao hi transferéncia de calor, as células aquecidas sdo obrigadas a permanecer no
centro do frasco e ndo ha formacdo de pontos quentes como na EAU. Os autores
afirmaram ainda que a irradiacdo por micro-ondas nao provoca o rompimento da parede
celular da microalga como observado no ultrassom. Logo, a EAM pode ser considerada
um processo “limpo” que induz a permeabilizacdo da parede celular sem destrui-la,
permitindo que a molécula alvo seja extraida com maior grau de pureza. Apesar dos
elevados rendimentos de extragdo atingidos pelos autores com o ultrassom, a
repetibilidade através desse método foi insuficiente para defini-lo como um relevante e
reprodutivel processo de extragdo de pigmentos. Dessa forma, a pureza é um parametro
extremamente relevante na escolha do método de extracdo. De acordo com os resultados
obtidos neste estudo, os métodos de extracio podem ser dispostos em ordem
decrescente de pureza da seguinte forma: micro-ondas > método convencional >
ultrassom (TABELA 20).

Aftari et al. (2015) compararam a extracdo de ficocianina de Spirulina
platensis por ultrassom e micro-ondas, empregando diferentes tampdes e ciclos de
congelamento-descongelamento. Os resultados mostraram que maior concentragdo
4,54 mg.mL’l) e pureza (1,27) foram obtidas com o micro-ondas em relacdo ao
ultrassom (2,84 mg.mL'1 e 0,65, respectivamente). Calculando-se o rendimento, foram
obtidos 0,36 mg.g"' com o micro-ondas e 0,23 mg.g'1 para o ultrassom, valores
inferiores aos obtidos neste trabalho, o que pode ser explicado pela maior poténcia de

irradiagdo empregada pelos autores.
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A eficiéncia de um processo de extracdo € definida pela sua seletividade,
rapidez, rendimento, reprodutibilidade e protecio das moléculas extraidas contra a
transformac¢do quimica. A EAM apresenta como principal vantagem a rdpida e eficiente
extracdo de pigmentos sem a necessidade de aplicac@o de altas pressOes para a obtengdo
de rendimentos importantes. Assim, a extracdo assistida por micro-ondas aparece como
um processo inovador e relevante para extrair pigmentos em escala laboratorial.
Ademais, o desenvolvimento de micro-ondas em unidades piloto e de reatores micro-
ondas industriais permitem considerar o uso deste método em escala industrial,
superando os limites das técnicas tradicionais em termos de qualidade ou lucratividade
dos extratos.

Um efetivo método para extrair ficobiliproteinas da microalga Spirulina
(Arthrospira) platensis aliando micro-ondas e liquidos i6nicos préticos foi desenvolvido

com sucesso neste trabalho.

5.4 Purificacao das ficobiliproteinas

Apés a definicdo do melhor método de extracdo (micro-ondas — 2-
HEAA+2-HEAF, 62 W, pH 7,0, razao solvente:biomassa 10 mL.g'l, 2min de extracao),
a purificacdo das ficobiliproteinas foi estudada.

O processo de purificacdo das ficobiliproteinas foi dividido em 4 etapas:
preparacao do extrato bruto; precipitacio com sulfato de amonio; didlise e
cromatografia de troca idnica.

A precipitagdo com sulfato de amonio fracionada em 2 etapas promove o
salting out de proteinas indesejadas ao passo que concentra as proteinas de interesse
(Roman et al., 2002). O sulfato de amodnio foi escolhido como agente precipitante
porque mantém a integridade das proteinas, precipita prontamente as ficobiliproteinas,
ajuda a reduzir a quantidade de amostra a ser manipulada e € altamente solivel em
baixas temperaturas (Soni et al., 2006). No primeiro passo da precipitacdo, utilizou-se
25% (m/v) de saturacdo com o objetivo de precipitar outras proteinas. No segundo
passo, 45% (m/v) de sulfato de amonio foram adicionados ao extrato a fim de precipitar
as ficobiliproteinas. Apés a centrifugacdo, um precipitado azul brilhante foi obtido.

A didlise foi executada com o intuito de remover o sulfato de amodnio

presente no extrato e para concentrar a amostra. O uso de colunas de dessalinizac¢io



99

apresenta como principal vantagem a economia de tempo. O processo tradicional, com
membranas, leva aproximadamente 24 h para ser concluido. Enquanto que na coluna, a
didlise € processada em alguns minutos.

Cromatografia de troca idnica € uma das técnicas mais difundidas na
separacdo de proteinas. O método se baseia na adsorcdo reversivel das moléculas
carregadas do soluto para imobilizar os grupos trocadores de carga da resina ou trocador
(Roe, 20006).

A cromatografia de troca ionica foi realizada em batelada com um trocador
anidnico fraco — DEAE Sepharose Fast Flow, que tem sido amplamente utilizado na
purificacdo de ficobiliproteinas (Yan et al., 2011; Wang et al., 2014; Zhu et al., 2015).
O comportamento da adsorcdo dos pigmentos em diferentes concentragdes de DEAE

Sepharose Fast Flow (3,33; 10; 33,33; 50 e 100 mg.mL’l) ¢ apresentado na Figura 27.

Figura 27 — Comportamento da adsor¢do das ficobiliproteinas. A) influéncia da carga de
DEAE Sepharose Fast Flow na concentracdo de ficobiliproteinas. B) quantidade de
ficobiliproteinas adsorvida em diferentes cargas de DEAE Sepharose Fast Flow
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Fonte: A autora (2017).

Na Figura 27 observa-se que quando a carga de resina é aumentada, em um
dado volume, o excesso de sélidos no meio dificulta a transferéncia de massa,
compromete o processo difusional e, por conseguinte, a troca de ions entre as
ficobiliproteinas e a resina. Levando-se em conta apenas a concentracdo de
ficobiliproteinas, os melhores resultados foram alcancados com 10 mg.mL"' de DEAE
Sepharose Fast Flow e a aloficocianina foi o pigmento adsorvido em maior quantidade,
seguido da ficocianina e ficoeritrina (Figura 27.A). Entretanto, quando de fato calcula-
se a quantidade de ficobiliproteinas adsorvida nas diferentes concentracdes de DEAE
Sepharose Fast Flow (Equacdo 10) os melhores resultados foram atingidos com 3
mg.mL'1 de resina. A ficocianina passa a ser o pigmento adsorvido em maior
quantidade, seguido da aloficocianina. A ficoeritrina ndo foi adsorvida nessa condi¢do.

Apés verificar as melhores condigdes de adsor¢do, a dessor¢ao dos
pigmentos foi avaliada variando-se a forca idnica do tampao de eluicdo (0 — 50 mM

NaCl), conforme Figura 28.
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Figura 28 — Avaliacdo da dessorcdo das ficobiliproteinas utilizando 3 mg.mL'1 de
DEAE Sepharose Fast Flow, variando a forca idnica do tampao de eluicdo (0 a 50 mM
NaCl)
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Fonte: A autora (2017).

Analisando a Figura 28 observa-se que a solucdo com menor forca iOnica
(4gua destilada) foi suficiente para arrastar as ficobiliproteinas, demonstrando que os
pigmentos estavam fracamente ligados a resina.

A Tabela 22 apresenta o resumo do protocolo de purificagdo das
ficobiliproteinas em termos de concentracdo, pureza e rendimento para cada etapa.

A concentragdo de ficobiliproteinas aumentou com o avango da purificagao.
Ap0s a troca 10nica, foram obtidas 1,33 g.L'1 de ficocianina, 1,53 g.L'1 de aloficocianina
e 0,62 gL de ficoeritrina. Em contrapartida, o rendimento diminuiu apés cada etapa.
Ao final, conseguiu-se um rendimento em ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina de
15,29%, 11,33% e 11,92%, respectivamente.

As razdes de pureza 0,55; 0,60 e 0,46 no extrato bruto foram melhoradas

para 1,22; 1,03 e 0,71 para a ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina, respectivamente.
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Tabela 22 — Avaliacdo das etapas do processo de purificacdo das ficobiliproteinas de
Spirulina (Arthrospira) platensis obtidas por extracdo assistida por micro-ondas (2-
HEAA+2-HEAF, 62 W, pH 7,0, razdo solvente:biomassa 10 mL. g'l, 2 min)

Etapa Volume Pigmento C _1 Pureza Rendimento
(mL) (gL7)  (Amax/A2s0) (%)

FC 0,87 0,55

Extrato bruto 30 AFC 1,35 0,60 100
FE 0,52 0,46

Precipitacao FC 1,07 0,75 78

com 19 AFC 1,36 0,65 63,80

(NH4),SO4 FE 0,60 0,55 73,08
FC 1,17 0,81 3:55 6

Dialise 10 AFC 1,40 0,67 39’7 4
FE 0,62 0,56 ’

DEAE FC 1,33 1,22 15,29

Sepharose 3 AFC 1,53 1,03 11,33

Fast Flow FE 0,62 0,71 11,92

F: ficocianina; AF: aloficocianina; FE: ficoeritrina
Fonte: A autora (2017).

Apesar do aumento no grau de pureza, estes valores estdo bem abaixo dos
reportados por Kumar et al. (2014) que utilizaram um protocolo de purificagdo da
ficocianina semelhante ao deste trabalho, com modificagdes no processo de didlise,
realizado em membranas, e na cromatografia de troca idnica (DEAE — Cellulose, SRL).
Os valores de concentracdo, pureza e rendimento obtidos por estes autores foram 0,413
g.L'l; 4,58 e 14%, respectivamente. Assim, novos estudos devem ser efetuados com o
intuito de maximizar a pureza e os rendimentos em ficobiliproteinas.

A pureza das ficobiliproteinas apds cada etapa de purificacdo também foi
monitorada por eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS PAGE (Figura 29). A
imagem esté prejudicada pela falta de um aparato experimental que permita uma melhor
revelacdo do gel obtido. A linha 20 KDa corresponde ao padrao de ficocianina

purificada.
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Figura 29 — SDS-PAGE das ficobiliproteinas de Spirulina platensis. Linha 1: marcador
de baixo peso molecular (14 — 97 KDa); linha 2: padrao de ficocianina (Sigma Aldrich);
linha 3: extrato bruto de ficobiliproteinas; linha 4: amostra de ficobiliproteinas apds
precipitacdo com sulfato de amonio; linha 5: amostra de ficobiliproteinas apds didlise;
linha 6: amostra de ficobiliproteinas apds cromatografia de troca idnica utilizando 3,33
mg.mL" de DEAE Sepharose Fast Flow; linha 7: amostra de ficobiliproteinas apds
cromatografia de troca i6nica utilizando 10 mg.mL'1 de DEAE Sepharose Fast Flow;
linha 8: amostra de ficobiliproteinas apds cromatografia de troca i6nica utilizando 33,33
mg.mL" de DEAE Sepharose Fast Flow; linha 9: amostra de ficobiliproteinas apés
cromatografia de troca idnica utilizando 50 mg.mL"' de DEAE Sepharose Fast Flow;
linha 10: amostra de ficobiliproteinas apds cromatografia de troca i6nica utilizando 100
mg.mL" de DEAE Sepharose Fast Flow

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

97

66
45

30

20

14

Fonte: A autora (2017).

Nas linhas 3 a 5 foram observadas 3 bandas intensas de pesos moleculares
variando entre 14 e 20 KDa, sendo a de 20 KDa correspondente a ficocianina por
comparagdo com o padrdo comercial da linha 2. Sonani et al. (2014) relataram pesos
moleculares, para as subunidades a e 3, préximos de 17,5 e 19 KDa para a ficocianina;
15,5 e 17 KDa para a aloficocianina e 19 e 21,5 KDa para a ficoeritrina,
respectivamente.

O extrato bruto (linha 3) é manchado e apresenta varias bandas de proteinas
que ndo sdo observadas com o progresso da purificacdo (linhas 4 a 7). A eletroforese
confirmou que elevadas cargas de resina ndo adsorvem as ficobiliproteinas, uma vez
que as bandas caracteristicas destes pigmentos niao foram visualizadas nestas condicdes
(linhas 8 a 10). De maneira geral, as amostras apresentaram-se mais homogéneas, com

as bandas referentes as ficobiliproteinas mais nitidas, com o avanco da purificagdo.
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5.5 Recuperacao e reuso do LI

Uma das principais vantagens na utilizacdo dos liquidos i0nicos € a
possibilidade de recuperé-los e reutiliza-los ao final dos processos. Neste trabalho, um
estudo preliminar de recuperacao e reuso desses solventes foi proposto.

Ap6s a extragdo assistida por micro-ondas (condi¢des otimizadas: 62 W, pH
7,0, razdo solvente:biomassa 10 mL.g'l, 2 min), o 2-HEAA+2-HEAF, que continha as
ficobiliproteinas extraidas, foi submetido a precipitagdes com sulfato de amodnio, para
remogao destas biomoléculas, a fim de ser utilizado em novos ciclos de extracao.

A Figura 30 apresenta os resultados obtidos da estabilidade operacional do
liquido i6nico em consecutivos processos de extragdo. Analisando a Figura 30
percebeu-se que a ficocianina parece ter sido mais afetada no processo, isso porque o
sulfato de amonio ainda presente no LI favoreceu a precipitacdo deste pigmento,
fazendo com que sua concentragdo fosse menor a cada ciclo. A concentracdo de
aloficocianina diminuiu de 1,35 g.L'' (1° ciclo) para 1,06 gL' (3° ciclo) e a de
ficoeritrina manteve-se praticamente inalterada. Diante desses resultados, o mesmo
liquido i6nico pode ser reaproveitado em 3 ciclos de extracdo, obtendo bons

rendimentos de ficobiliproteinas.

Figura 30 — Reciclo do 2-HEAA+2-HEAF. Extracdes realizadas em micro-ondas
(poténcia de 62 W; 2 min; razdo solvente:biomassa 10 mL. g'l; pH 7,00)

20 | I Ficocianina

18 | I Aloficocianina
1,6 Il Ficoeritrina

1,4-
1,2
1,0-
0,8
0,61
0.4
0.2
0,0

Cficobiliproteinas (g.L'l)

1° ciclo 2° ciclo 3° ciclo

Fonte: A autora (2017).
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho uma metodologia alternativa para a extracdo de
ficobiliproteinas foi proposta e otimizada. Os liquidos i0nicos proéticos, sintetizados no
laboratdrio, provaram ser mais eficientes que o tampao fosfato de sédio e o liquido
ionico comercial e aprético [Bmim][Cl] na extracdo dos pigmentos. Ficocianina e
ficoeritrina foram extraidas com sucesso pelos solventes estudados através dos
diferentes métodos, sendo a aloficocianina o pigmento extraido em maior quantidade
pelos liquidos i6nicos, demonstrando o maior poder difusional desses solventes, uma
vez que este pigmento se localiza no nicleo das ficobilissomas (estruturas que encerram
as ficobiliproteinas).

As condigdes operacionais foram otimizadas em termos de temperatura, pH,
poténcia do equipamento e razdo solvente:biomassa para cada um dos métodos
avaliados (convencional, micro-ondas e ultrassom).

Nas condi¢des de operacao do estudo, a extragdo assistida por micro-ondas
foi considerada a melhor técnica, utilizando o 2-HEAA+2-HEAF como solvente,
poténcia de 62 W, pH 7.0, razdo solvente:biomassa 10 mL.g'l, apés 2 minutos de
extracdo.

As ficobiliproteinas foram purificadas através de um protocolo que
combinou precipitacdo com sulfato de amonio, didlise e cromatografia de troca idnica.
Contudo, essa metodologia ndo se mostrou tdo eficiente tendo em vista os rendimentos
e o grau de pureza apresentados. Considerando o grau de pureza atingido, as

ficobiliproteinas obtidas no trabalho podem ser aplicadas em alimentos e cosméticos.
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APENDICE A - DADOS ESTATISTICOS DOS DIFERENTES SOLVENTES NA
EXTRACAO CONVENCIONAL

TAMPAO FOSFATO DE SODIO

Tabela A.1 — ANOVA para o modelo de extracdo de ficocianina, aloficocianina e
ficoeritrina utilizando o tampdo fosfato de sdédio como solvente pelo método
convencional (35 °C, pH 6,5, razdo S:B 6,59 mL.g'l)

Fonte de Soma Graus de Média

variagio quadritica liberdade quadritica Foate
Ficocianina
Regressao 2,0157 9 0,2240 6,26
Residuo 0,2505 7 0,0358
Falta de ajuste 2,2662 16 0,1416
Erro puro 0,2493 5 0,0499
Total 2,2662 16 0,1416
R’ 0,89
Frap *F(9,7) = 3,68
Aloficocianina
Regressao 0,9067 9 0,1007 8,10
Residuo 0,0871 7 0,0124
Falta de ajuste 0,9937 16 0,0621
Erro puro 0,0860 5 0,0172
Total 0,9937 16 0,0621
R’ 0,91
Fab *F(9,7) = 3,68
Ficoeritrina
Regressao 0,0824 9 0,0092 20,28
Residuo 0,0032 7 0,0005
Falta de ajuste 0,0856 16 0,0054
Erro puro 0,0030 5 0,0006
Total 0,0856 16 0,0054
R’ 0,96
Ftab
(95% de confianca) °F(9,7) = 3,68

(@ F e = MQregr/MQres

Equagdes do modelo de extracdo de ficobiliproteinas com tampao fosfato de sédio pelo
método convencional:

Cficocianina=-0,61pH?-0,56T°-0,26Razdos:1? +0,22pH-0,16T-0,26Razdo b:s+0,99
(15)



123

Caloficocianina=-0,31pH*-0,34T*-0,07Razdo b:s*+0,26pH-0,11T-0,21Razdo b:s+0,6
(16)

Cficoeritrina=-0,03pH*-0,08T° +0,12pH-0,04T-0,04Razdo b:s+0,16 (17)

Figura A.1 — Grificos de Pareto das ficobiliproteinas extraidas com tampao fosfato de
soédio pelo método convencional (35 °C, pH 6,5, razdo S:B 6,59 mL. g'l)

FICOCIANINA

pH(Q) 41,3599

TQ)

-38,2288

(3)Razao(L) ‘ -19,6183

Raziao(Q) ‘ -17,4376

@pH(L) \ 16,64037

MTL) \ 11,9244

1Lby2L 3,07725
1Lby3L 1,567681
2Lby3L 1,197409

p=,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

ALOFICOCIANINA

T(Q) 24,9899

pPH(Q) -22,4431

(2)pH(L) 20,61173

(3)Razao(L)

-16,5729

DHT@L)

-8,76569

Razio(Q) ‘ -5,29345

1Lby3L 2,122034
1Lby2LL 1,053;}:4

2Lby3L ,29006

p=,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
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FICOERITRINA

TQ 128746

(3)Razio(L) ‘ -8,19784

(HT(L) 765852

pH(Q) ‘ -5,33689

3/468045
-1,522E
1,342867

1,070701

1Lby3L

|

Razio(Q)

1Lby2L

T

2Lby3L

p=,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

Figura A.2 — Superficies de contorno para a extragao de ficocianina, em fun¢ao do pH
pela temperatura fixando a razdo solvente:biomassa em 15 mL.g" (A) e do pH pela
razdo solvente:biomassa fixando a temperatura em 35 °C (B), utilizando o tampao
fosfato como solvente pelo método convencional (500 rpm)
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Figura A.3 — Superficies de contorno para a extra¢do de aloficocianina, em fun¢do do
pH pela temperatura fixando a razdo solvente:biomassa em 15 mL.g" (A) e do pH pela
razdo solvente:biomassa fixando a temperatura em 35 °C (B), utilizando o tampao
fosfato como solvente pelo método convencional (500 rpm)

ALOFICOCIANINA ALOFICOCIANINA

Temperatura (°C)
Razio S:B (mL.g™)
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Figura A.4 — Superficies de contorno para a extracdao de ficoeritrina, em fun¢do do pH
pela temperatura fixando a razdo solvente:biomassa em 15 mL.g" (A) e do pH pela
razdo solvente:biomassa fixando a temperatura em 35 °C (B), utilizando o tampao
fosfato como solvente pelo método convencional (500 rpm)
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Tabela A.2 — ANOVA para o modelo de extracdo de ficocianina, aloficocianina e
ficoeritrina utilizando o 2-HEAA como solvente pelo método convencional

Fonte de Soma Graus de Média F
variacdo quadritica liberdade quadritica cale
Ficocianina
Regressao 4,2816 9 0,4757 6,76
Residuo 0,4925 7 0,0704
Falta de ajuste 4,7741 16 0,2984
Erro puro 0,4899 5 0,0980
Total 4,7741 16 0,2984
R’ 0,90
Frap *F(9,7) = 3,68
Aloficocianina
Regressao 3,4259 9 0,3807 5,99
Residuo 0,4449 7 0,0636
Falta de ajuste 3,8707 16 0,2419
Erro puro 0,4432 5 0,0886
Total 3,8707 16 0,2419
R’ 0,88
Fiap *F(9,7) = 3,68
Ficoeritrina
Regressao 1,3748 9 0,1528 5,76
Residuo 0,1857 7 0,0265
Falta de ajuste 1,5605 16 0,0975

Erro puro 0,1840 5 0,0368
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Total 1,5605 16 0,0975
R’ 0,88
Frab
(95% de confianca) *F(9,7) = 3,68

(@) F e = MQregr/MQres

Equagdes do modelo de extracdo de ficobiliproteinas com 2-HEAA pelo método
convencional:

Cficocianina=-0,92pH*-0,90T*-0,40Razdo s:b*+0,21pH-0,12T-0,36Razdo s:b+1,40
(13)
Caloficocianina=-0,80pH>*-0,79T°-0,35Razdo s:b*+0,26pH-0,10T-0,37Razado s:b+1,24

(19)
Cficoeritrina=-0,50pH>-0,53T°-0,25Razdo s:b°+0,12pH-0,22Razdo s:b+0,77 (20)

Figura A.5 — Gréficos de Pareto das ficobiliproteinas extraidas com 2-HEAA pelo
método convencional
FICOCIANINA

Razio(Q) ‘ -18,8245
(3)Razio(L) ‘ -18,5975
(2)PH(L) | 11,24301
MTL) ‘ -6,30694

1Lby2L E 1931744
1Lby3L E 9315516
2Lby3L E ,578r426

p=05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)



ALOFICOCIANINA
TQ)} ; 46,2358 ]
pHQ) | _ 45,1302
(3)Razo(L) | -23,7803
Razio(Q) | 20,2141
@pH() | \ 16,59556
OTML) -6,48918

1Lby3L | 1,6
1Lby2L | ,86¢

779

95689

2Lby3L ,4216607

pP=

,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

FICOERITRINA

TQ)

pH(Q)

Razo(Q)

‘ -14,2383

(3)Razio(L)

‘ 13823

(2)pH(L)

7412298

(1)T@L)
1Lby3L
1Lby2L

2Lby3L

1N

0

-216049
6127697
,1882162

,1621218

p=05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
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Figura A.6 — Superficies de contorno para a extracdao de ficocianina, em fun¢do do pH
pela temperatura fixando a razdo solvente:biomassa em 15 mL.g" (A) e do pH pela
razdo solvente:biomassa fixando a temperatura em 35 °C (B), utilizando o 2-HEAA
como solvente pelo método convencional (500 rpm)
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Figura A.7 — Superficies de contorno para a extra¢do de aloficocianina, em fun¢do do
pH pela temperatura fixando a razdo solvente:biomassa em 15 mL.g" (A) e do pH pela
razdo solvente:biomassa fixando a temperatura em 35 °C (B), utilizando o 2-HEAA
como solvente pelo método convencional (500 rpm)
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Figura A.8 — Superficies de contorno para a extragdao de ficoeritrina, em fun¢do do pH
pela temperatura fixando a razdo solvente:biomassa em 15 mL.g" (A) e do pH pela
razdo solvente:biomassa fixando a temperatura em 35 °C (B), utilizando o 2-HEAA

como solvente pelo método convencional (500 rpm)
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Tabela A.3 — ANOVA para o modelo de extracdo de ficocianina, aloficocianina e
ficoeritrina utilizando o 2-HEAF como solvente pelo método convencional

Fonte de Soma Graus de Média P
variacdo quadratica liberdade quadritica cale
Ficocianina

Regressao 3,7044 9 0,4116 22,52
Residuo 0,1279 7 0,0183
Falta de ajuste 3,8323 16 0,2395
Erro puro 0,1279 5 0,0256
Total 3,8323 16 0,2395

R’ 0,97

Fap *F(9,7) = 3,68
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Aloficocianina
Regressao 3,5410 9 0,3934 18,30
Residuo 0,1505 7 0,0215
Falta de ajuste 3,6915 16 0,2307
Erro puro 0,1496 5 0,0299
Total 3,6915 16 0,2307
R’ 0,96
Fiab *F(9,7) = 3,68
Ficoeritrina
Regressio 0,6354 9 0,0706 13,15
Residuo 0,0376 7 0,0054
Falta de ajuste 0,6730 16 0,0421
Erro puro 0,0370 5 0,0074
Total 0,6730 16 0,0421
R? 0,94
Fiab *F(9,7) = 3,68
(95% de confianga)

(a)Fcalc = MQregr/MQres

Equagdes do modelo de extracdo de ficobiliproteinas com 2-HEAF pelo método

convencional:

Cficocianina (g,L”)=-0,76pH?-0,53T° +0,10pH XT-0,05pH XRazdo s:b-0,05T xRazdo s:b+

0,50pH-0,43T-0,17Razdo s:b+1,37 (21)

Caloficocianina(g.L” )=-0,56pH?-0,55T° +0,33pHxT+0,56pH-0,41T-0,23Razdo s:b+1,41 (22)

Cficoeritrina(g.L" )=-0,24pH?-0,24T°-0,08Razdo s:1?+0,17pHXT+0,07pH xRazdo s:b
-0,07T XRazdo s:b+0,20pH-0,17T-0,13Razdo s:b+0,62 (23)



Figura A.9 — Gréficos de Pareto das ficobiliproteinas extraidas com 2-HEAF pelo

método convencional

pH(Q)
TQ
(2)pH(L)
(DT@)
(3)Razdo(L)
1Lby2L
2Lby3L

1Lby3L

FICOCIANINA

3,751

-186,975

178,3818

-166,998

‘ 30,98046

-14,7911

-13,9081

Raziao(Q)

1,558609

-64,9356

p=,05

Estimativa do efeito padr

do (valor absoluto)

ALOFICOCIANINA

(2)pH(L)

,6241

pH(Q)

-44,805

TQ)

-43,7033

(1)TL)

-35,6159

1Lby2L

. 22,04177

(3)Razao(L)

-20,4429

2Lby3L
Razao(Q)

1Lby3L

AL

246211
2,11358

1,45717

TQ

pH(Q)
(2)pH(L)
(DTL)
(3)Razdo(L)
1Lby2L
Razios:b(Q)
1Lby3L

2Lby3L

p=,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

FICOERITRINA
3,4102
-18,5028
-13,7917
- 13,57538
-8,09939
5,485962
-5,48062
p=,05
Estimativa do efeito padr do (valor absoluto)
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Figura A.10 — Superficies de contorno para a extracdo de ficocianina, em funcdo do pH
pela temperatura fixando a razdo solvente:biomassa em 15 mL.g" (A) e do pH pela
razdo solvente:biomassa fixando a temperatura em 35 °C (B), utilizando o 2-HEAF
como solvente pelo método convencional (500 rpm)
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Figura A.11 — Superficies de contorno para a extracao de aloficocianina, em funcdo do
pH pela temperatura fixando a razdo solvente:biomassa em 15 mL.g" (A) e do pH pela
razdo solvente:biomassa fixando a temperatura em 35 °C (B), utilizando o 2-HEAF
como solvente pelo método convencional (500 rpm)
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Figura A.12 — Superficies de contorno para a extracdo de ficoeritrina, em funcdo do pH
pela temperatura fixando a razdo solvente:biomassa em 15 mL.g" (A) e do pH pela
razdo solvente:biomassa fixando a temperatura em 35 °C (B), utilizando o 2-HEAF
como solvente pelo método convencional (500 rpm)
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APENDICE B - DADOS ESTATISTICOS DOS DIFERENTES SOLVENTES NA

EXTRACAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS

TAMPAO FOSFATO DE SODIO

Tabela B.1 — Graificos de Pareto das ficobiliproteinas extraidas com 2-HEAA pelo

micro-ondas

Fonte de variagio Soma Graus de Média ap
quadratica liberdade quadratica
Ficocianina
Regressao 0,0309 5 0,0062 3,40
Residuo 0,0092 5 0,0018
Falta de ajuste 0,0401 10 0,0040
Erro puro 0,0092 3 0,0030
Total 0,0401 10 0,0040
R’ 0,78
Fap “F(5,5 ) =5,05
Aloficocianina
Regressao 0,0137 5 0,011 3,04
Residuo 0,0045 5 0,0036
Falta de ajuste 0,0182 10 0,0073
Erro puro 0,0045 3 0,006
Total 0,0182 10 0,0073
R’ 0,75
Fiap “F(5,5 ) =5,05
Ficoeritrina
Regressao 0,0091 5 0,011 3,15
Residuo 0,0029 5 0,0036
Falta de ajuste 0,0121 10 0,0073
Erro puro 0,0029 3 0,006
Total 0,0121 10 0,0073
R’ 0,76
Ftab
(95% de confianca) *F(5,5) =5,05

(a)Fcalc = MQregr/MQres



Figura B.1 — Gréficos de Pareto das ficobiliproteinas extraidas com tampao fosfato pelo

micro-ondas

FICOCIANINA
DHPL) - -253,869
PQ) 113,0484
Razio(Q) 38,09736
1Lby2L 36,94442
(2)Razio(L) -34,7339
p=,05
Estimativa do efeito padronizado (valor absol
ALOFICOCIANINA
(DP(L) _ -61,348;
PQ) 23,4778
Razio(Q) 9,185285
(2)raz(L) -8,0412
1Lby2L 7,382696
p=,05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
FICOERITRINA
(DP(L) -l -73,1734
PQ) 26,79368
(2)Razio(L) -9,09352
Razio(Q) 8,336385
1Lby2L 8,168571

p=05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
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Tabela B.2 — ANOVA para o modelo de extragdo de ficocianina, aloficocianina e
ficoeritrina utilizando o 2-HEAA como solvente pelo micro-ondas

Fonte de variagio Soma Graus de Média T
quadratica liberdade quadratica
Ficocianina
Regressao 0,0198 5 0,011 2,00
Residuo 0,0102 5 0,0036
Falta de ajuste 0,0300 10 0,0073
Erro puro 0,0102 3 0,006
Total 0,0300 10 0,0073
R’ 0,66
Fap “F(5,5 ) =5,05
Aloficocianina
Regressao 0,0228 5 0,0110 4,06
Residuo 0,0056 5 0,0036
Falta de ajuste 0,0284 10 0,0073
Erro puro 0,0056 3 0,0060
Total 0,0284 10 0,0073
R® 0,80
Fab a
(95% de confianga) F(5,5)=5,05
Ficoeritrina
Regressao 0,0137 5 0,0110 3,57
Residuo 0,0038 5 0,0036
Falta de ajuste 0,0175 10 0,0073
Erro puro 0,0038 3 0,0060
Total 0,0175 10 0,0073
R® 0,78
Ftab
(95% de confianga) *F(5,5) =5,05

(@ F e = MQregr/MQres
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Figura B.2 — Gréficos de Pareto das ficobiliproteinas extraidas com 2-HEAA pelo
método convencional

FICOCIANINA
e -.ns,so
PQ) 83,91575
Razio(Q) 54,05946

1Lby2L 27,3634

(2)Razio(L) 2,07592
p=,05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
ALOFICOCIANINA

PQ 18,16518

Razio(Q) 10,67531
1Lby2L 4,937488
(2)Razao(L) ,9446105
p=,05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
FICOERITRINA
e B EU
PQ) 17,27075
Razio(Q) 9,954579

1Lby2LL 7,305185

(2)Razio(L) J -,977455

p=,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
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Tabela B.3 — ANOVA para o modelo de extragdo de ficocianina, aloficocianina e
ficoeritrina utilizando o 2-HEAF como solvente pelo micro-ondas

Fonte de variagio Soma Graus de Média T
quadrética liberdade quadrética
Ficocianina
Regressao 0,0536 5 0,011 4,30
Residuo 0,0126 5 0,0036
Falta de ajuste 0,0661 10 0,0073
Erro puro 0,0126 3 0,006
Total 0,0661 10 0,0073
R’ 0,81
Fap “F(5,5 ) =5,05
Aloficocianina
Regressao 0,0845 5 0,011 2,30
Residuo 0,0367 5 0,0036
Falta de ajuste 0,1212 10 0,0073
Erro puro 0,0367 3 0,006
Total 0,1212 10 0,0073
R® 0,70
Fap “F(5,5 ) =5,05
Ficoeritrina
Regressao 0,0133 5 0,011 3,33
Residuo 0,0040 5 0,0036
Falta de ajuste 0,0173 10 0,0073
Erro puro 0,0040 3 0,006
Total 0,0174 10 0,0073
R® 0,77
Frap
(95% de confianga) *F(5,5) =5,05

(@ F e = MQregr/MQres



Figura B.3 — Gréficos de Pareto das ficobiliproteinas extraidas com 2-HEAF pelo

método convencional

(HPL)

P@Q

Razio(Q)

1Lby2L

(2)Razao(L)

(HPL)

1Lby2L

PQ

Razao(Q)

(2)Razao(L)

(HPL)

P@Q

1Lby2L

Razao(Q)

(2)Razao(L)

FICOCIANINA
27,83472
11,29306
9,243064

g

,991915

p=.

,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

ALOFICOCIANINA

_ -62’85

21,29092

16,69796

10,39616

-7,32435

p=,05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

FICOERITRINA

_ -33’3948

12,13332

6,187482

5,808285

,4507

p=,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
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Tabela B.4 — ANOVA para o modelo de extragdo de ficocianina, aloficocianina e

ficoeritrina utilizando o [Bmim][Cl] como solvente pelo micro-ondas

Soma

Graus de

Média

Fonte de variagao quadritica liberdade quadritica Foate
Ficocianina
Regressao 0,0105 5 0,0110 3,54
Residuo 0,0029 5 0,0036
Falta de ajuste 0,0134 10 0,0073
Erro puro 0,0025 3 0,0060
Total 0,0134 10 0,0073
R’ 0,78
Fap “F(5,5 ) =5,05
Aloficocianina
Regressao 0,0033 5 0,0110 3,40
Residuo 0,0008 5 0,0036
Falta de ajuste 0,0041 10 0,0073
Erro puro 0,0007 3 0,0060
Total 0,0041 10 0,0073
R’ 0,80
Fiap “F(5,5 ) =5,05
Ficoeritrina
Regressao 0,0032 5 0,0110 6,62
Residuo 0,0005 5 0,0036
Falta de ajuste 0,0036 10 0,0073
Erro puro 0,0003 3 0,0060
Total 0,0036 10 0,0073
R’ 0,87
Fiap
(95% de confianga) *F(5,5)=5,05

(a)Fcalc = MQregr/MQres
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Figura B.4 — Gréficos de Pareto das ficobiliproteinas extraidas com [Bmim][Cl] pelo
micro-ondas

FICOCIANINA

(2)Razao(L) -5,19079;
e - e
P(Q) I 2,228302

1Lby2L -1,54378

Razdo(Q) ,4386706

p=,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

ALOFICOCIANINA

(HP) 5,719822
(2)R(@) -2,6932
1Lby2L Q -2,13876

PQ J -1,24891

Razio(Q) J -1,09815
p=,05
Estimativa do efeito padronizado (valor absolut
FICOERITRINA
(HPE) 4,393787
1Lby2L -1,69649

P(Q) 5404969
Razao(Q) -,14844
p=,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)




140

APENDICE C - DADOS ESTATISTICOS DOS DIFERENTES SOLVENTES NA
EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

TAMPAO FOSFATO DE SODIO

Tabela C.1 — ANOVA para o modelo de extragdo de ficocianina, aloficocianina e
ficoeritrina utilizando o tampao fosfato como solvente pelo ultrassom

Fonte de variagdo Somg Qraus de Médi? “Fale
quadrética liberdade quadrética
Ficocianina
Regressao 0,2701 5 0,0540 24,75
Residuo 0,0317 5 0,0063
Falta de ajuste 0,3018 10 0,0302
(FA)
Erro puro (EP) 0,0270 3 0,0090
Total 0,3018 10 0,0302
R? 0,90
Fiar *F(5,5) = 5,05
Aloficocianina
Regressdo 0,1341 5 0,0268 4,18
Residuo 0,0321 5 0,0064
Falta de ajuste
(FA)J 0.1661 10 0,0166
Erro puro (EP) 0,0278 3 0,0093
Total 0,1661 10 0,0166
R? 0,81
Fiar "F(5,5) = 5.05
Ficoeritrina
Regressiao 0,0112 5 0,0022 3,65
Residuo 0,0031 5 0,0006
Falta de ajuste
(FA)J 0.0143 10 0,0014
Erro puro (EP) 0,0031 3 0,0010
Total 0,0143 10 0,0014
R’ 0,80
Fiup *F(5,5) =5,05

95% de confianca

(a)Fcalc = MQregr/MQres

Equagdes do modelo de extracdo de ficobiliproteinas com tampao fosfato de sédio pelo
ultrassom:

Cficocianina=0,24pH-0,26Razdo s:b+0,46 (24)
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Caloficocianina=0,16pH-0,19Razdo s:b+0,22 (25)

Cficoeritrina=0,01 4pH2 -0,03pHxRazdo s:b+0,04pH-0,06Razdo s:b+0,05 (26)

Figura C.1 — Gréficos de Pareto das ficobiliproteinas extraidas com tampao fosfato
pelo ultrassom

FICOCIANINA
(2)Razao(L) -7,49933 1
(DHpH(L) 6,969975
pH(Q) -2,37045
1Lby2L -1,76934
Razio(Q) ,1255019
p=,05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
ALOFICOCIANINA
(2)Razdo(L) -5,8373
(DHpH(L) 4,893078
1Lby2L -2,05846
Razio(Q) -,274536
pPH(Q) -,179103

p=,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
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FICOERITRINA

(@ Rao) _ -25’8214
(1pH(L) - 16,97366

-10,4418

1Lby2L

pH(Q) 5,283664

Razao(Q) 9212182

p=,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

Figura C.2 — Superficies de contorno para a extracdo de ficocianina (A), aloficocianina
(B) e ficoeritrina (C) em funcdo do pH pela razdo solvente:biomassa utilizando o
tampao fosfato como solvente no ultrassom

ALOFICOCIANINA

M >08

M <075
Il <065
[ <055
<045
<035
[ <025
I <0.15
Il <005

M >06

Bl <0.525
[ <0425
<0325
§ <0225
4 Bl <o0.125
Il <0025

Razio S:B (mL.g")
Razio S:B (mg.L™)

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

FICOERITRINA

Razio S:B (mL.g?)

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
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2-HEAA

Tabela C.2 — ANOVA para o modelo de extragdo de ficocianina, aloficocianina e
ficoeritrina utilizando o 2-HEAA como solvente pelo ultrassom

Fonte de variagio Soma Graus de Média T
quadratica liberdade quadratica
Ficocianina
Regressao 0,2038 5 0,0408 2,32
Residuo 0,0885 5 0,0177
Falta de ajuste
(FA) 0,2924 10 0.0292
Erro puro (EP) 0,0882 3 0,0294
Total 0,2924 10 0,0292
R’ 0,70
Fap “F(5,5) = 5,05
Aloficocianina
Regressao 0,4461 5 0,0892 2,09
Residuo 0,2132 5 0,0426
Falta de ajuste 0,6594 10 0,0659
Erro puro 0,2130 3 0,0710
Total 0,6594 10 0,0659
R’ 0,68
Fap "F(5,5) = 5,05
Ficoeritrina
Regressao 0,0839 5 0,0168 3,40
Residuo 0,0247 5 0,0049
Falta de ajuste 0,1086 10 0,0109
Erro puro 0,0244 3 0,0081
Total 0,1086 10 0,0109
R’ 0,77
Frap *F(5,5) = 5,05

(@ F e = MQregr/MQres



Figura C.3 — Gréficos de Pareto das ficobiliproteinas extraidas

ultrassom

(HpH(L)
(2)Razio(L)
PH(Q)
Razio(Q)

1Lby2L

FICOCIANINA

23,97494

20,4187

-15,4264

6,890374

,8552717

p=105
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

ALOFICOCIANINA

(pH(L)

45,85687

(2)Razdo(L)

-30,9421

PH(Q)

20,4597

1Lby2L

Razio(Q) -3,13457

-9,5402
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com 2-HEAA pelo

p=05
Estimativa do efeito padr do (valor absoluts
FICOERITRINA
(OpHL _ e
@faod) - .12,0994
PHQ -I LTS
1Lby2L r4,10438
Razio(Q) -2,97722
p=05
Estimativa do efeito padr do (valor absolut
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2-HEAF

Tabela C.3 — ANOVA para o modelo de extragdo de ficocianina, aloficocianina e
ficoeritrina utilizando o 2-HEAF como solvente pelo ultrassom

Fonte de variago Soma Graus de Média g
quadrética liberdade quadrética
Ficocianina
Regressao 0,3945 5 0,0789 111,02
Residuo 0,0036 5 0,0007
Falta de ajuste 0,3981 10 0,0398
Erro puro 0,0028 3 0,0009
Total 0,3981 10 0,0398
R’ 0,99
Fay “F(5,5) = 5,05
Aloficocianina
Regressao 0,3925 5,0000 0,0785 61,90
Residuo 0,006343 5 0,0013
Falta de ajuste 0,398878 10 0,0399
Erro puro 0,004111 3 0,001370
Total 0,398878 10 0,0399
R’ 0,98
Fay “F(5,5) = 5,05
Ficoeritrina
Regressao 0,0678 5 0,0136 40,52
Residuo 0,0017 5 0,0003
Falta de ajuste 0,0695 10 0,0069
Erro puro 0,0015 3 0,0005
Total 0,0695 10 0,0069
R’ 0,97
Frap *F(5,5) =5,05
95% de confianca

(@ F e = MQregr/MQres

Equagdes do modelo de extracdo de ficobiliproteinas com 2-HEAA pelo ultrassom:

Cficocianina=-0,1 7pH2 +0,14Razao*-0,1 4pHxRazdo s:b+0,20pH-0,31Razdos:b+0,36
(27)

Caloficocianina=-0, 1 6pH2 +0,15Razdos:b*-0,12pHxRazdo s:b+0,11pH-0,35Razdo s:b
+0,34 (28)
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Cficoeritrina=0, 08Razdos:b -0, 06pHxRazdo s:b+0,05pH-0,15Razdos:b+0,12 (29)

Figura C.4 — Gréficos de Pareto das ficobiliproteinas extraidas com 2-HEAF pelo
ultrassom

FICOCIANINA
(2)Razio(L) - -21,86:
(1)pH(L) Il 14,16682
pH(Q) -10,1764
Razio(Q) 8,570642
1Lby2L -7,05818

p=05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
ALOFICOCIANINA
(2)Razio(L) - -15,0393
pH(Q) -5,70152
Razio(Q) 5,51028
(1)pH(L) 4,90808
1Lby2L j -3,52712
p=,05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
FICOERITRINA
(2)Razio(L) -I -22,4693
Razio(Q) 10,26378
(1pH(L) 7,290293
1Lby2L -6,05632
pH(Q) -4,68475
p=,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
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Figura C.5 — Superficies de contorno para a extracdo de ficocianina (A), aloficocianina
(B) e ficoeritrina (C) em fun¢@o do pH pela razdo solvente:biomassa utilizando o 2-
HEAF como solvente no ultrassom

FICOCIANINA ALOFICOCIANINA

(il [ ] ]
ANANNANNANAV
s
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AN g/\ AV

S
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pH pH
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S}
=

N
IS}
ANNANAV
1<)
S
i3

Razao S:B (mL.g'l)

o

6 ! =
40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

pH

[Bmim][Cl]

Tabela C.4 — ANOVA para o modelo de extracdo de ficocianina, aloficocianina e
ficoeritrina utilizando o [Bmim][Cl] como solvente pelo ultrassom

Fonte de variagio Soma Graus de Média T
quadratica liberdade quadratica
Ficocianina

Regressao 0,0520 5 0,0104 7,90
Residuo 0,0066 5 0,0013
Falta de ajuste 0,0586 10 0,0059
Erro puro 0,0044 3 0,0015
Total 0,0586 10 0,0059

R’ 0,89
Fay “F(5,5) = 5,05
Aloficocianina
Regressao 0,0201 5 0,0040 12,21

Residuo 0,0017 5 0,0003
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Falta de ajuste 0,0217 10 0,0022
Erro puro 0,0014 3 0,0005
Total 0,0217 10 0,0022
R? 0,92
F a
0 F(5,5)=5,05
Ficoeritrina
Regressio 0,0031 5 0,0006 4,38
Residuo 0,0007 5 0,0001
Falta de ajuste
0,0038 10
(FA) 0,0004
Erro puro (EP) 0,0007 3 0,0002
Total 0,0038 10 0,0004
R’ 0,81
Ftab a _
95% de confianga F(5,5) =505

a)Fcalc = MQregr/MQres

Equagdes do modelo de extracdo de ficobiliproteinas com [Bmim][CI] pelo ultrassom:

Cficocianina=-0,15pH+0,26 (30)
Caloficocianina=-0, 05Razdo’-0, 08pH+0,10 (31)
Cficoeritrina=-0, O3Raz[z'02 -0,02pH+0,06 (32)

Figura C.6 — Gréficos de Pareto das ficobiliproteinas extraidas com [Bmim][Cl] pelo

ultrassom
FICOCIANINA

(HpH(L) .- -6,29¢

Razio(Q) 2,32103
(2)Raziio(L) -1,2903
PH(Q) -1,27159
1Lby2L 1226242

p=,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)



ALOFICOCIANINA
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Razio(Q) -5,40892
(2)Razio(L) +4,09603
PH(Q) 2,820976
1Lby2L 4408552
p=,05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
FICOERITRINA
Razio(Q) - -15,7211
(1pH(L) - 12,0271
(2)Razdo(L) 34835
pH(Q) ,8528679
1Lby2L 4467122
p=,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

Figura C.7 — Superficies de contorno para a extracdo de ficocianina (A), aloficocianina
(B) e ficoeritrina (C) em funcdo do pH pela razdo solvente:biomassa utilizando o
[Bmim][Cl] como solvente no ultrassom
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22

Razio S:B (mL.g)
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pH

Razdo S:B (mL.g!)
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pH
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o <005
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[ <001
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