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RESUMO

O pigmento protéico ficocianina € um composto de alto valor agregado e de grande interesse
da inddstria farmacéutica devido as suas propriedades terapéuticas, como anti-inflamatoério,
antioxidante e hepatoprotetora, sendo ainda usando como corante natural de cor azul na
inddstria alimenticia, de cosméticos, além de outras aplicacdes como marcadores de
fluorescéncia. A ficocianina € um grupo das ficobiliproteinas, que sdo pigmentos de natureza
protéica que captam energia luminosa e a transferem para o centro reativo da fotossintese. Sdo
encontrados na microalga marinha como, por exemplo, Arthrospira (Spirulina) plantesis. No
entanto, a extracdo desse composto € dificultada devido as multicamadas da parede celular da
microalga e da grande quantidade de contaminantes presentes. O solvente tradicionalmente
utilizado na extracdo dessas biomoléculas € o tampao fosfato de sddio, no entanto, outros
solventes como os liquidos idnicos estdo ganhando notoriedade na comunidade cientifica,
devido suas propriedades benéficas ao meio ambiente e ao processo de extracdo. A qualidade
da cor, das propriedades da ficocianina e a eficiéncia da extragdo € influenciada pela
temperatura, pH, solvente, entre outros. Diante disso, o presente trabalho de conclusdo de curso
teve como objetivo principal avaliar o efeito da temperatura e dos solventes utilizados, tampao
fosfato de s6dio a pH 7 e tampao de fosfato de sédio + liquido idnico prético formiato de N-
metil-2-hidroxietilamonio (2-HEAF) a pH 7,73 em razdo biomassa:solvente de 2:30 m/v, no
processo de extracdo solido-liquido, além de obter os parametros cinéticos e termodinamicos.
Nas condi¢des Otimas, as concentracdes e rendimento obtidos foram de 1,29 g." e 0,86 g.L7;
19,3 ¢ 12,93 mg.g! em tampao e tampao + (2-HEAF), respectivamente. A adi¢ao do liquido
16nico no tampao aumentou a energia de ativagdo de 179,24 KJ.mol™ para 225,93 KJ.mol!,
diminuindo a velocidade da rea¢do. O aumento da temperatura aumentou a taxa de extragao, k,
e a constante de equilibrio, Ce, no entanto, o continuo aumento mostrou degradacdo protéica
da ficocianina. Os valores de entalpia de ativacdo, energia livre de Gibb’s e entropia de ativacdo
mostraram que o tampao apresentava maior estabilidade do que o liquido idnico para o método

utilizado.

Palavras-chave: Ficocianina. Liquido i0nico. , Arthrospira (Spirulina) plantesis



ABSTRACT

The phycocyanin protein’s pigment is a compound of high value. It has great interest of the
pharmaceutical industry due to its therapeutic properties. It is an anti-inflammatory, antioxidant
and hepatoprotective product, and also used as blue natural colorant in the food and cosmetic
industry. Futhermore, this pigment has other applications, as fluorescence markers.
Phycocyanin is a group of phycobiliproteins, which are pigments that capture light energy and
transfer it to the reactive center of photosynthesis. They are found in the marine micro-algae,
such as Arthrospira (Spirulina) plantesis. However, the extraction of this compound is difficult
due to the multilayer cell wall of the microalga and the large amount of contaminants. The
solvent traditionally used in the extraction of these biomolecules is sodium phosphate buffer.
However, other solvents such as ionic liquids are gaining notoriety in the scientific community
due to their beneficial properties to the environment and to the extraction process. The color
quality, the phycocyanin properties and the efficiency of the extraction are influenced by
temperature, pH, solvent and another parameters and properties. The aim of this work was to
evaluate the effect of temperature and solvents. Sodium phosphate buffer at pH 7 and sodium
phosphate buffer + protonic ionic liquid N-methyl-2- (2-HEAF) at pH 8 were used. The
biomass/solvent ratio was 2:3 m / v in the solid-liquid extraction process. The kinetic and
thermodynamic parameters were obtained. Under optimum conditions, the concentrations and
yield obtained were 1.29 g L' and 0.86 g L'; 19.3 mg g and 12.93 mg g'! in buffer and buffer
+ (2-HEAF), respectively. The addition of the ionic liquid in the buffer increased the activation
energy from 179.24 KJ mol! to 225.93 KJ mol!, slowing the reaction rate. The increase in
temperature increased the extraction rate, k, and the equilibrium constant, C.. However, the
continuous temperature increase showed protein degradation. The enthalpy values of activation,
free energy of Gibbs and entropy of activation showed that the buffer presented greater stability

than the ionic liquid for the used method.

Keywords: Phycocyanin. Ionic liquid. Spirulina ( Arthrospira) Plantesis.
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1 INTRODUCAO

A microalga marinha Arthrospira (Spirulina) platensis é uma cianobactéria capaz
de concentrar uma diversidade de compostos bioquimicos, como polissacarideos, g-caroteno,

clorofila a, entre outros pigmentos como as ficobiliproteinas (Su et al., 2014).

Esses micro-organismos realizam fotossintese de forma similar as plantas terrestres,
sendo que metade da luz requerida € capturada pelas ficobiliproteinas, que sdo pigmentos
protéicos que auxiliam nessa fotossintese. As ficobiliproteinas podem ser divididas em trés
subgrupos de acordo com a cor caracteristica conferida pelos croméforos e pela capacidade de
absorcdo da luz: ficocianina (azul brilhante), ficoeritrina (vermelho) e aloficocianina (verde-
azul). Entre esses pigmentos, a ficocianina é o mais importante para a industria alimenticia e

cosmética, utilizada como um corante natural (Santiago-Santos et al, 2004).

A ficocianina possui numerosas aplicacdes devido seu atributo de corante natural,
como em sorvetes, bolos e outros produtos da industria alimenticia (Batista et al., 2006;
Jespersen et al., 2005; Mishra et al., 2008), além de batom e delineadores por exemplo, da
inddstria de cosméticos (Pandey ef al., 2013), possui também propriedades fluorescentes, sendo
utilizado em menor propor¢do como marcadores bioquimicos em imunoensaios (Sekar e
Chandramohan, 2008). Apresenta fungdes bioativas, incluindo 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-inflamatério (Zhu et al., 2016; Wu et al., 2016) e
anticancerigeno (Ferndndez-Rojas et al., 2014), podendo ser utilizado em produtos
farmaceéuticos (Liu et al., 2000; Cherng et al., 2007; Kumar et al., 2007) . A ficocianina pode
constituir até 20% do peso seco da Spirulina (Arthrospira) platensis (Chaiklahan et al., 2011),
que segundo (Wan et al., 2016) é uma das principais microalgas estudadas sobre extracdo e

producdo de ficocianina.

Apesar da elevada atratividade deste pigmento, a sua extracdo ¢ dificultada pela
parede celular rigida da microalga, além da presenca de contaminantes, sendo necessario um
procedimento eficiente para causar a ruptura celular e obter o produto desejado. A eficiéncia da
extracdo dos componentes das biomoléculas vai depender de diversos fatores, como o método

de extracdo e o equipamento utilizado (Rodrigues et al., 2018).

Na industria, a obten¢do desses componentes a partir desses micro-organismos

como a microalga estudada, ocorre por meio de prensagem mecanica, moagem,
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homogeneizacdo e extracdao por solvente. Esses métodos de extracdo utilizam aquecimento e
solventes toxicos para o meio ambiente, como o cloroférmio-metanol e o hexano (Sousa e Silva

etal., 2017).

Segundo (Su et al., 2014) um dos principais métodos de extracdo utilizados é o
solido-liquido, no qual o tipo de solvente, a temperatura, o pH e a relacao biomassa: solvente

sdo fatores relevantes no processo.

Com a tendéncia mundial de pesquisas cientificas e industrias direcionado para
produtos ambientalmente corretos, com maior produtividade e valor agregado, se vé necessario
aprimorar os métodos de extracdo. Nesse cendrio, solventes alternativos como os liquidos
10nicos se apresentam como uma perspectiva interessante para a extracao dessas biomoléculas

(Rodrigues et al., 2018).

Os liquidos i0nicos (LIs) sdo sais organicos liquidos em uma ampla faixa de
temperatura. Possui diversas caracteristicas atrativas para serem usadas como solvente, como
ndo possuir pressdo de vapor mensuravel, de maneira que evita emissdes poluentes, possuem
estabilidade térmica e quimica, alta condutividade i6nica e podem ser reutilizados (Santiago,

2009).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo principal analisar o efeito
da temperatura na extra¢do de ficocianina da microalga Arthrospira (Spirulina) platensis no
método de extracdo sélido-liquido utilizando o liquido i6nico prético formiato de N-metil-2-
hidroxietilamdnio (2-HEAF) como solvente. Neste estudo, também foi verificado se um modelo
cinético de segunda ordem descreve adequadamente o processo de extracdo deste pigmento, €
o efeito da temperatura e dos solventes nos parametros cinéticos, foi realizado os cdlculos para
rendimento e produtividade além do estudo da energia de ativacdo e dos pardmetros
termodinamicos, afim de obter um panorama completo da influéncia do liquido i6nico no

método de extracdo convencional utilizado.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da temperatura e dos solventes utilizados, tampao fosfato de sédio
a pH 7 e tampao de fosfato de sdédio + liquido i6nico prético formiato de N-metil-2-
hidroxietilamonio (2-HEAF) a pH 7,73 no processo de extragdo de ficocianina da microalga

Arthrospira (Spirulina) platensis.

2.2 Objetivo Especificos

a) Avaliar o efeito da temperatura.

b) Avaliar a influéncia do solvente na concentracio obtida.

¢) Obtencdo do rendimento e produtividade dos solventes utilizados.

d) Obtencdo dos pardmetros cinéticos, para uma ordem de reacdo igual a 2, k , taxa
de extragdo, C, , concentracao de equilibrio de ficocianina, e h, extragado inicial.

e) Obtencdo da E,, energia de ativacio.

f) Obtencdo dos parametros termodinamicos, AH, entalpia de ativacdo, AG, energia

livre de Gibb’s, e AS, entropia de ativacgdo.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Arthrospira (Spirulina) plantesis

Arthrospira (Spirulina) platensis € uma cianobactéria planctonica que se aglomera
em zonas aqudticas tropicais e subtropicais que possuem elevados niveis de carbonato,
bicarbonato e pH até 11. Esta espécie € encontrada principalmente na Africa, Asia e na América

do Sul (Vonshak, 1997).

Na atualidade, a produc¢do anual de biomassa seca excede as 3 mil toneladas, sendo
realizada por empresas ao redor do mundo, esta microalga possui uma composi¢ao quimica rica
em proteinas, dcidos graxos e vitaminas, no qual 60% da sua biomassa seca € de proteinas,
como pigmentos benéficos e de alto valor agregado, como a ficocianina e o [f-caroteno, com

diversas aplicacdes além de outros produtos (Papadaki et al., 2017).

Outro fator atrativo da Arthrospira (Spirulina) plantesis é a sua caracteristica de
fixacdo de COz, devido a presenca da enzima de anidrase carbonica (CA) na sua estrutura
celular com elevada atividade, que catalisa a reacdo de combustido do gas carbonico servindo
como fonte de crescimento, que € acelerado em condi¢des alcalinas. Uma das desvantagens no
cultivo em larga escala da microalga, € que utiliza imensas quantidades de 4gua, o que
compromete os recursos hidricos, dificultando a sua comercializacdo. No entanto, j4 existem
alguns estudos visando utilizar dgua reciclada ou residual no meio de cultura, além de outros

sobre a fonte da luz, como o LED, para aumentar o crescimento celular (Ho et al., 2018).

Além da elevada absor¢do de di6xido de carbono e taxa de crescimento, Arthrospira
plantesis também possui um alto contetido lipidio, tornando-se uma matéria prima promissora
para biocombustiveis. Estima-se que seja capaz de fornecer aproximadamente 25% dos

requisitos globais de energia (Chang et al., 2013)

Em relacdo a sua morfologia, € reconhecida pela caracteristica principal do género:
arranjo do tricomas cilindricos multicelulares em uma hélice esquerda aberta ao longo de todo
o comprimento, seus filamentos sdo flutuantes e solitdrios e possuem mobilidade (Vonshak,

1997), como pode ser visto na Figura 1.
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Figura 1 - Micrografia de luz de Arthrospira platensis. Barra representa 20 um.

Fonte: Vonshak (1997)

A estrutura celular da Arthrospira platensis € caracteristica dos organismos
procariontes: destituida de um nucleo morfologicamente limitado e de plastidios, sendo
envolvido por uma parede celular do tipo gram-negativa. Os tricomas em forma helicoidal estao
rodeados por uma bainha fina e difusa, que possui cerca de 0,5 pum de espessura e tem uma
estrutura semelhante a uma rede fibrilar. As multicamadas da parede celular sdo finas, com

cerca de 40-60 nm, e possui uma camada de peptidoglicano (Vonshak, 1997).

As ficobiliproteinas fazem parte de um complexo proteico conhecido como
ficobilissomas e estdo localizadas nas membranas tilacéides, como pode ser visualizado na

Figura 2, funcionam como fotorreceptor principal para a fotossintese da microalga (Sun et al.,

2009).

Figura 2 - Eletro micrografia de Arthospira platensis em corte transversal mostrando a organizagdo da estrutura
fina do citoplasma. Membranas de tilac6ide (t), reas isentas de tilacéides (tf) preenchidas com associados de
ficobilissomas, granulos osmiofilicos e ribossomos. Barra representa 0,5 pm.

Fonte: Vonshak (1997)



18

Figura 3 - Estrutura do ficobilissoma.

° Ficoeritrina
‘ Ficocianina
° Aloficocianina

Fonte: Adaptado Sonani et tal (2016)

A estrutura dos ficobilissomas, representada na Figura 3, contém um nicleo
composto por aloficocianina envolto de ficocianina, que € o principal constituinte, enquanto na
parte mais externa se encontra a ficoeritrina. A ligacdo entre a lamela fotossintética e o
ficobilissoma € realizado pela aloficocianina. Apesar de todos os pigmentos absorverem luz
diretamente, existe uma cadeia de transferéncia de energia bem estruturada e na seguinte ordem:

ficoeritrina > ficocianina> aloficocianina>clorofila a (Kuddus et al., 2013).
3.2 FICOCIANINA

A ficocianina foi descrita pela primeira vez em 1836 por Nees Esenbeck como um
pigmento brilhante azulado, sensivel a luz e solivel em dgua, mas s6 recebeu essa dominagdo
atual em 1843, por Kiitzing. No ano de 1854, a intensa fluorescéncia dessas moléculas foi
observada em andlises espectroscopicas. Em meados de 1881 a 1884, Engelmann realizou
pesquisas sobre a fotossintese em cianobactérias, mostrando que as ficobiliproteinas, como a
ficocianina, eram utilizadas pelas algas para capturar luz e estimular a producdo de oxigénio
fotossintético, ao invés do caratendides. No entanto, as suas teorias s0 ganharam respaldo apds
60 anos, quando as atividades das ficobiliproteinas foram confirmadas e quantificadas. Em 1894

surgiu a teoria da natureza proteica desses pigmentos (Marsac, 2003).

Segundo (Santiago-Santos et al., 2004), os pigmentos de ficocianina apresentam
massa molecular aparente de 140 a 210 kDa e duas subunidades, a e 8, que possuem estruturas
tridimensionais bastante similares. Essas subunidades estdo relacionadas em um (af3)

protomeros, que podem ser associados em trimmeros (af8); e hexametros (af3)¢.
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Figura 4 - Férmula estrutural da ficocianina

COGH COOH

Fonte: Adaptado de GOLDSMITH e MOERNER (2010)

Podem ser classificados em trés grandes grupos, de acordo com as suas
propriedades de absorcdo, no caso: ficoeritrina, que absorve a luz na faixa de 490 a 570 nm,

ficocianina que absorve na faixa de 610 a 625 nm, e aloficocianina em 650 a 660 nm (Sun et

al., 2009).

A ficocianina € utilizada como corante natural, devido sua coloragao azul brilhante,
sendo o pigmento natural mais importante utilizado na industria alimenticia (geleias, produtos
lacteos, etc) (Kumar et al., 2014). Possui propriedades terapé€uticas como anti-inflamatorio,
hepatoprotetora e é capaz de fornecer até 20 vezes mais atividade antioxidante do que o acido
ascorbico (Santiago-Santos et al., 2004; Romay, 1998), além de outras fun¢des bioativas como
anticancerigeno e antimicrobiano, possuindo assim funcionalidades diversas e sendo
aproveitado amplamente no comércio, podendo ser utilizado em suplementos nutricionais e
produtos farmacéuticos (Ho et al., 2018). Também possui propriedades espectroscopicas, como
estabilidade, elevado coeficiente de absor¢do e rendimento quantico, usado como reagentes em

pesquisas biomédicas (Glazer, 1993).

A diversidade de aplicagdes da ficocianina deriva principalmente por causa do seu

grau de pureza, como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 — Fungdes e aplicacdes de ficocianina de acordo com o grau de pureza.

Pureza

(A620/A280) Funcao Aplicacao
0,50-1,50 Alimentar Corante
1,50 - 2,50 Cosmético Corante
2,50-3,50 Reagente Corante e Biomarcador
>4 Analitico e anticorpos Biomarcador, Terapeutico e em Tratamentos

Fonte: Adaptado de Guan (2016)
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Outro fator atrativo para o desenvolvimento de novos métodos de extracdo de
ficocianina € o seu valor agregado. No caso do pigmento vendido como corante natural para
alimentos, o preco varia de 100 a 500 ddlares por kg de p6 liofilizado. A média de preco no

mercado € mostrada na Tabela 2.

Tabela 2 — Preco médio de ficociania em p¢ liofilizado (publicado pelo instituto Soley)

" 62‘6;‘;2;80) 25 mg lg 10g 100g 1kg
>4 $ 15500 S 465700 $ 37.27500 $ 297.750,00 $ 2.212.500,00
3,4-2,5 . . $ 15.050,00 $ 120.400,00 $  959.000,00
2,5-1.5 ; ; ; $  13.600,00 $  108.800,00
1,50-0,75 ; ; ; ; $ 300,00

Fonte: Adaptado de Guan (2016)
3.3 Extracao e purificacao de ficocianina

A ficocianina é um pigmento soliivel em dgua, sendo extraido como um complexo

pigmento-proteina (Rodrigues, 2017).

Existem diversos métodos de extracdo encontradas na literatura, com combinagdes
de técnicas e solventes diferentes, alguns desses métodos de extracdo e purificacdo de

ficocianina podem ser vistas na Tabela 3.

Para alguns autores (Su et al., 2014, Silveira et al., 2007), a utilizacdo de
aquecimento e agitacdo permite bons resultados de extracdo, no entanto, apresentam

desvantagens como o tempo e o consumo de energia devido as altas temperaturas.

Tabela 3 - Principais espécies de microalgas e alguns métodos de extragao e purificagdo de ficocianina.

Espécie Método de extracao/purificacdo Resultados obtidos  Referéncia
Arthrospira Aquecimento+agitacdo em tampao o Suetal.,
platensis fosfato (10 mM, pH 7,0). Cmix=22gL-1 o014

Aquecimento+agitacao (30 °C/150
Arthrospira rpm/4 h) em dgua destilada, A615/A280=3,43  Silveira et
platensis cromatografia troca i6nica com a matriz R =77,30% al., (2007)
Q-Sepharose fast flow

Melhor solvente:

Agitacdo em dgua e tampdo com 0,01% tampao fosfato
Synechocvstis de azida de sédio, cromatografia leito (50 mM, pH 7,0) Ramos et
Y Aoua lit);s expandido (Streamline-DEAE), Stremaline-DEAE: al., (2011

1 cromatografia de leito fixo A615/A280 = ”
(DEAECellulose). 2,61%,R=91%

DEAE celulose: A615



Arthrospira
platensis

Spirulina
platensis
(CCC540)

Oscillatoria
quadripunctulata

Galdieria
sulphuraria

Gracilaria
crassa

Arthrospira
platensis

Congelamento/descongelamento em
tampao acetato de sédio (20 mM, pH
5,0), precipitagdo em sulfato de amdnio
com 25% e 60%, cromatografia troca
idnica com a matriz DEAE-Sepharose
fast flow.

Congelamento/descongelamento em
tampao acetato (20 mM, pH 5,10) com
0,002 M azida de sédio, precipitagdo em
sulfato de amonio, didlise, cromatografia
de troca i6nica com a matriz
DEAECellulose.

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

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

Repetidos ciclos de centrifugacio
(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 amdnio
(65% de saturacgdo), didlise,
cromatografia de troca i6nica
(DEAECellulose).

Suspensdo em tampao fosfato de sédio
(0,1 M, pH 7,0) seguida de
centrifugacdo, precipitacdo em sulfato de
amonio (30% e 50% de saturagdo),

dialise, cromatografia (DEAESepharose).

Ficocianina:

A618/A280 = 5,59 i?lggri 1e)t
R=67,04% -
Cmax =413 ugmL_l
A620/A280 = 4,58 Ijur(%rlzt)
R =14% ai.,
Ficocianina:
Rméx = 18,81 Soni et al,
mg.mL-1 (2006)
A620/A280 = 3,31
A620/A280 = 4,5 SQ;ZI}SGH
R=a0% (2013)
Melhor solvente: d4gua
destilada Sudhakar
(pPH 7,0) etal.,
Ficocianina = 0,28 (2015)
mg.g-1
AG20/A280 =384  eemael
—T al, (2010)



Agitacdo+aquecimento (24 h/30 °C) com
tampao fosfato (0,1 M, pH 7,0) contendo
13,6 mM EDTA e 2 mg de lisozima/g

biomassa, filtragdo por membrana (PD A620/A280 = 3,50

Calothrix sp 10), cromatografia de troca idnica R =80%
(QSepharose 4 fast flow), cromatografia de
interacdo hidrofébica (metil macro-pep,
Biologic LP low-pressure).
Arthrospira Ultrassonicagado (20 Hz, 200 W) em R= 65‘232213?215521
platensis tampao fosfato de sédio (0,1 M, pH 6.,8). .
Spirulina p.
- o Melhor sistema: PEG
Alta pressdo, sistema aquosos bifasico 4.000/fosfato de
Arthrospira (PEG 600, 1.500, 4.000, 6.000 e ' otAssio
P! 20.000/fosfato de potassio), P
platensis . o n Cméax = 1,11mg.mL-1
cromatografia de troca idnica
(DEAESephadex) A620/A280 = 5,10
P ' R = 66%
Ultrassonicag@o com tampao fosfato (pH
7,0), centrifugacdo, cromatografia em R=0,13g.g-1
Nostoc sp. camada delgada'(Sﬂlca gel .6AO F254), A620/A280 = 3.55
cromatografia de troca i0nica
(DEAESephadex).
Sonicagio (4 °C); Melhor método:
. congelamento/
- Ciclos de
descongelamento
congelamento/descongelamento o
o a4 °C
em N2 a4 °C;
. Melhor solvente: fase
- Ciclos de .
Synechococcus congelamento/descongelamento alcalina
sp. 109201 % . & (contendo carbonato
a 4 °C em diferentes solventes. 2 1 L.
. . ~ de sddio e potdssio,
Cromatografia de interacdo
. s . . pH 10,50)
hidrofébica (diferentes matrizes), . .
. A s Melhor resina: butil-
cromatografia de troca idnica (QSepharose
fast flow) sepharose
’ A620/A280 = 4,85
Melhor método:
cavitacdo com N2
Synechococcus 8 métodos fisicos e Melhor solvente:
sp. 8 métodos quimicos. acido
propanosulfonico+

asolecitina
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Santiago-
Santos et
al., (2004)

Furuki et
al., (2003)

Patil et al.,
(2006)

Johnson et
al., (2014)

Abalde et
al., (1998)

Viskari et
al., (2003)
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Micro-ondas, Melhor método:
ultrassom,congelamento/ micro-ondas
Arthrospira descongelamento em diferentes Melhor solvente: Aftari et
platensis tampdes 1 M (acetato, pH 5,0; tampao fosfato, Ph 7,0 al., (2015)
fosfato de sddio, pH 6,0 e 7,0 e Cmax =4, 54 mg.L-1
Tris-Cl, pH 8,0). A615/A280 = 1,27

Sistema aquoso bifasico (PEG/fosfato de
sodio, 25 °C,
pH 7,0).
Fonte: Adaptado de Rodrigues (2017)

A620/A280=4,32  Chetana et
R =80% al., (2015)

Arthrospira
platensis

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia da extracio e da qualidade da ficocianina,
novos métodos de extracdo devem ser desenvolvidos. Além de buscar alternativas
ecologicamente e financeiramente interessantes. Nesse contexto, os liquidos i0nicos se
apresentam como um solvente promissor, devido a sua capacidade de reuso (Oliveira et al.,
2016), e propriedades desejaveis, como baixa pressao de vapor e estabilidade térmica e quimica

(Reis et al., 2017).

3.4 Liquido Ionico

Os liquidos idnicos (LIs), ou sais fundidos, sdo liquidos eletroliticos formados
apenas de fons, citions e anions organicos ou inorganicos volumosos e assimétricos. Carregam
no nome o sal existente no estado liquido, referente ao anion presente na sua estrutura, enquanto
a espécie catidnica € abreviada. No entanto, diferente dos sais fundidos que possuem alto ponto
de fusdo e s@o corrosivos, os liquidos i6nicos s@o menos viscosos e, normalmente, possuem
ponto de fusdo abaixo de 100°C, desta forma, os LIs sdo uma nova classe de sais fundidos

(Santiago, 2009).

Os LIs podem ser divididos em duas categorias: aprotico e protico, que € produzido
por meio de uma reacdo envolvendo uma base organica de Brgnsted e um 4cido de Brgnsted,
no qual as diferentes combinagdes de cations e anions, como pode ver visto na Figura 5,

produzem liquidos com propriedades e aplicacdes diversas (Bittencourt et al., 2017).
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Figura 5. Cétions e anions mais utilizados na elaboracio dos Lls.

cations
— R R
~NDN @ =N
R “ R N HJN@N
X R X X

R = alquila = Me, Et, Pr, Bu, etc.
anions
X = PFb BF4 ngN. Br, OTs, CgHﬁSOq

Fonte: Santiago (2009)

Devido as suas carateristicas e varia¢des, o liquido idnico mostrou-se um solvente
ecologicamente correto com inimeras aplicacdes, como na remog¢do de poluentes como o
petroleo bruto e gases como HzS, CO; e hidrocarbonetos pesados (Chennuri e Gardas, 2016).
Também podem ser usados em sintese organica (Wang et al., 2003), catalise ( Souza et al.,
2003), em dispositivos eletroquimicos (Jiang et al., 2004), imobilizacdo enzimética (Souza et
al., 2013; Oliveira et al., 2014), processos de separacdo, como de proteinas (Desai et al., 2014;
Liya Ge et al., 2010; Yuanchao Pei et al., 2009; Vasantha et al., 2015) e de ions metdlicos
(Chennuri e Gardas, 2016).

Apesar da variedade de aplicacOes e caracteristicas atrativas, os liquidos i0nicos
comerciais possuem dois problemas principais: a sua baixa biodegradabilidade, tornando-se um
potencial poluente resistente, e o preco elevado, que dificulta os estudos no ambito académico
e a utilizacdo no meio industrial. No entanto, os liquidos idnios préticos como o 2-
hidroxietilamo6nio (2-HEAF), sintetizado a partir da reagdo de monoetanolamina com &4cido
férmico, possuem baixo custo e novas aplicacOes, além de apresentar uma toxicidade

desprezivel (Alvarez et al., 2011).

O liquido i6nico (2-HEAF), representado na Figura 6, é reconhecido pela producao
simples e pelas caracteristicas de solvatacdo. Devido a sua elevada capacidade de solvatacao,
pode ser utilizada para remocdo de COz ou SOz dos gases de combustdo. Também € altamente
polar, particularidade desejdvel para alguns tipos de sinteses, como a de ceramicas

termicamente estaveis (Hosseini et al., 2018).
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Figura 6. Estrutura quimica do liquido idnico (2-HEAF).
H\/D

HaN 0
Fonte: Rodrigues (2017).

A extracdo pelo método convencional utilizando os liquidos i6nicos préticos 2-
HEAF e 2-HEAA j4 foi realizada na tese de doutorado de Rodrigues (2017), no entanto, os
parametros cinéticos e termodinamicos ndo foram avaliados. Portanto, o mesmo LI (2-HEAF)
produzido e caracterizado na sua tese foi utilizado para obter os parametros desejados neste

trabalho. As caracteristicas fisico-quimica do solvente utilizado se encontram na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas fisico-quimica do liquido i6nico 2-HEAF na temperatura de 25 °C

Solvente Densidade (g.cm™)  Viscosidade (mPa.s) pH

2-HEAF 1,1936 81,8 7,73
Fonte: Adaptado de Rodrigues (2017)

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Cultivo da microalga

A microalga Spirulina platensis utilizada no presente estudo foi cultivada no
laboratério de Planctologia do Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal
do Ceara. O in6culo foi preparado em um meio contendo cloreto de sédio (30 g/L), bicarbonato
de soédio (10 g/L) e os fertilizantes agricolas NPK (1 g/L) e superfostato triplo (0,1 g/L).
Inicialmente, o in6culo foi mantido sob iluminacdo constante de 1.000 pE.cm™s™, sendo
periodicamente agitado. A cada dois dias, 250 mL de meio de cultivo eram adicionados até que
o volume final de 800 mL fosse atingido. Passados seis dias, a cultura foi submetida a aeracao
constante (2 L/min) e luminosidade de 20 pE.cm?sl. A temperatura da sala de cultivo foi
mantida constante em 28 + 2 °C. Apo6s vinte dias, as células foram separadas do meio de cultivo
por floculagcdo quimica (90 mL de NaOH 2N). A completa floculacido foi monitorada através
de espectrofotometria. O sobrenadante contendo o meio de cultivo foi sifonado e a biomassa
umida foi lavada e seca em estufa (60 °C/24 horas). Apos a secagem, a biomassa foi triturada e

selecionada por meio de peneiramento para obten¢do de particulas com o mesmo didmetro.
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4.2 Sintese do Liquido Ionico

O liquido i6nico prético formiato de N-metil-2-hidroxietilamoénio (2-HEAF) foi
sintetizado através de uma reacdo de neutralizacio dcido-base (Alvarez er al., 2010). Foi
utilizado 4cido férmico e monoetanolamina realizada sob agitagc@o a 35 °C por 24 horas. Apds
a preparagdo, o liquido i6nico foi armazenado em recipiente protegido da luz a fim de evitar

qualquer degradacao.
4.3 Extracao e analise de ficocianina

A extracdo protéica ocorreu com as solugdes tampao fosfato de sédio (0,1 M, pH
7) e tampao fosfato de sédio mais o liquido idnico (2-HEAF), na propor¢do 2:1. O processo foi
realizado em um reator encamisado de 50 mL acoplado a um banho termostético (Tecnal, TE-
2005) sob agitacdo mecanica constante em diferentes temperaturas: 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C,
40 °C e 50 °C. Utilizou-se uma razao biomassa: solvente 15 g/mL, 2 gramas da biomassa com
30 mL do solvente. As amostras foram retiradas em aliquotas de 0,5 mL em intervalos de tempo
pré-definidos e centrifugadas a 6000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi diluido em baldes
volumétricos de 5 mL e completadas até o menisco com o solvente utilizado, em seguidas a
densidade 6tica foi lida 3 vezes utilizando um espectrofotdmetro (Biochrom, libra S11), nos

comprimentos de onda 615 nm e 652 nm.

Figura 7. Foto dos equipamentos utilizados no processo de extracao.

Fonte: O autor (2018)
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As concentracdes de ficocianina foram determinadas usando a equacdo proposta

por Bennett e Bogorad (1973), que estd representada na Equacao 1.

_ D0615_0J474*D0652

CFicocianina - 534 (1)

No qual, Cricocianina € @ concentragdo de ficocianina (g.L1); DOgq5 € DOgs, a
densidade Optica das amostras a 615 nm e 652 nm, respectivamente. Todos os experimentos
foram realizados em triplicatas e os dados submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste

de Tukey (p<0,05) para comparagao das médias.
4.4 Rendimento e Produtividade

O rendimento de ficocianina para ambos os solventes foi calculado conforme a

Equacio 2.

R = Cficocianina X Vsolvente (2)

Mmicroalga

No qual, R é o rendimento (mg.b!); Cficocianina € a concentragdo de ficocianina

extraido (g.L'!); V € o volume do solvente (L) € Mmicroalga € @ massa em gramas da microalga.

A produtividade € a razdo da concentra¢do do pigmento pelo tempo no respectivo
momento da sua extracdo, calculada pela Equagao 3:
P — Cficocianina (3)
t
Sendo, P € a produtividade (g.LL."L.h!); Cficocianina € @ concentragdo de ficocianina extraido (g.L
P g ¢ g

1) e t é o tempo em horas.
4.5 Modelo cinético

O modelo cinético de segunda ordem foi escolhido para retratar o processo de
extracdo da biomolécula de interesse, visto que propende a representar adequadamente o
procedimento utilizado de extragdo sdlido-liquido (Su et al., 2014). O modelo geral pode ser
expresso, conforme a Equacgdo 4:

dce

= k(C— C)? @)
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dc - ~ . ‘
No qual d—tt, corresponde a razdo de extracdo ( g.L-l.min™), k € a constante de

extracdo (L.gl.min™!), C, € a concentracdo de equilibrio de ficocianina, C; € a concentracio de

ficocianina em suspensao em um determinado tempo, t.

Os parametros cinéticos k e C, podem ser obtidos integrando a Equagdo 4 nas

condig¢des de contorno para o tempo inicial e de fronteira, tal qual; Ct = 0 parat =0 e Ct= Ct

para t=t. A Equacdo 5 € rearranjada de forma linear (y=ax+b) e, a partir de um grafico CL Vs t,
t

pode-se determinar a inclinacao da reta e o seu coeficiente angular.

t 1 t

Ce  kC? t e )

A taxa de extracdo inicial pode ser obtida quando t e C; se aproximam de zero,

a partir da Equacdo 6, sendo esse parametro titulado de h.
h = kC? (6)

O efeito da temperatura de extracdo no modelo cinético foi avaliado por meio da

Equacdo 7, de Arrhenius-Van’t Hoff reformulada da seguinte maneira:

Eg 1
Ink = RT + lnko (7)

No qual, E, representa a energia de ativacdo do processo de extracdo, k é a
constante de extracdo, R € a constante dos gases (8,324 J. K'mol?) e k, é o fator pré-

exponencial para taxa de extracdo constante.
4.6 Parametros Termodinamicos

Considerando a natureza proteica da ficocianina, pode-se determinar os parametros
termodindmicos, a entalpia de ativacao (AH) e a energia livre de Gibb’s da atividade da proteina
para cada valor de temperatura estudado de acordo com as Equagdes 8 e 9, propostas por

Mostafa et al., (2018).

AH =E,-RT
a @®)

kh,

AG =—-RTIn
Cor ©)




29

Na qual E, € a energia de ativacdo, R é a constante universal dos gases, T € a
temperatura em K, k € a taxa de extracdo de ficocianina, h, = 6,6262.103* J.s é a constante de
Plank, e k» = 1,3806.102* & a constante de Boltzman. Além disso, a entropia de ativagdo (AS)

da ficocianina foi calculada de acordo com a Equagao 10.

_(AH-AG)
T

AS (10)
A obteng¢ao dos parametros termodinamicos pode fornecer informagdes importantes
sobre o gasto energético do processo, da transferéncia de massa e do risco de alteracdes

estruturais nas proteinas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Efeito do solvente e da temperatura de extracao

A extracdo do pigmento foi realizada para uma faixa de temperatura de 20 °C a
50 °C durante um periodo de 240 min (4 horas) para ambos os solventes estudados. Na Figura
8, observa-se a evolugdo da extracdo de ficocianina no processo utilizando o solvente tampao
fosfato de s6dio, que tende a aumentar com o aumento da temperatura até certo ponto, atingindo
uma concentracdo maxima de 1,28 g.L.'t em 150 min na temperatura de operacdo de 30 °C. Esse
aumento da extracdo nas temperaturas de 20 °C, 25 °C e 30 °C pode ser explicado pelo aumento
do coeficiente de difusdao de solutos devido as temperaturas mais altas e pelo aumento da
solubilidade aquosa das proteinas. No entanto, com o continuo aumento para as temperaturas
de 35 °C, 40 °C e 50 °C, os valores das concentracdes extraidas foram afetados negativamente,
o que pode ser atribuido a degradacdo de ficocianina pelo calor durante o processo. Esse
comportamento de degradacdo térmica da proteina ji era previsto, de acordo com estudos

passados (Su et al., 2014).

Figura 8 - Efeito da temperatura na extragcdo de ficocianina utilizando tampao fosfato de s6dio. (m) 20 °C () 25

°C(A)30°C(v)35°C (#)40°C («)50°C.
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Na Figura 9, € observado que o efeito da temperatura na extracdo do pigmento
utilizando tampao fosfato de s6dio mais o liquido idnico prético (2-HEAF) tem comportamento
similar ao procedimento utilizando apenas o solvente tampao fosfato de s6dio, o aumento da

temperatura provoca a diminuicao da viscosidade e o aumento na difusividade do solvente, no
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entanto, na temperatura de 50 °C, a biomolécula sofre desnaturagdo. Assim, notou-se que o
solvente tampdo + LI foi menos eficiente do que o solvente tampao de fosfato de sédio. A

concentracdo méixima obtida foi de 0,86 g.L"! na temperatura de 30 °C.

Figura 9 - Efeito da temperatura na extracdo de ficocianina utilizando tampao fosfato de sédio e tampao fosfato
de sédio + (2-HEAF). (m) 20 °C (®) 25°C (A) 30°C (V) 35°C (¢)40°C (=) 50 °C.
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Outra discrepancia foi no tempo que o processo levou para atingir os picos
maximos de concentragdes, conforme pode ser observado na Figura 10, no qual a presenga do
liquido i6nico fez com que esses eventos demorassem mais tempo. Esse desempenho menor

pode estar associado a alta viscosidade do liquido idnico.

Figura 10 - Influéncia da temperatura e do solvente na concentra¢cdo maxima de ficocianina extraida de Spirulina
(Arthrospira) Plantesis. Os valores em cima de cada coluna referem-se ao tempo de extragdo correspondente.
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Em suma, o tipo de solvente e a temperatura apresentaram-se como fatores
relevantes no processo de extragcdo solido-liquido. Ambos os solventes estudados tiveram bons
resultados, bem como o solvente tampao. Apesar do solvente tampao mais liquido idnico ser
menos eficiente, ele apresenta diversas caracteristicas ja citadas neste trabalho, como a

vantagem de ser reutilizdvel, mostrando-se como uma alternativa vidvel e promissora.
5.2 Rendimento e Produtividade

A tabela 5 apresenta os melhores resultados para os solventes utilizados no método
de extracdo solido-liquido. A maior concentragdo, rendimento e produtividade foi do solvente

tampao fosfato de sédio, mesmo possuindo menor for¢a idnica do que o liquido i0nico.

Tabela 5 — Comparagdo dos solventes utilizados no processo de extrag@o através dos pardmetros rendimento e

produtividade.
Solvente Condicao 6tima C (gL} R (mg.g™) P (g.LLht)
Tampao 30 C 150min 1,287 19,3 0,51
Tampao + LI 30 C 240 min 0,862 12,93 0,21

5.3 Estudo do modelo cinético

O modelo cinético de segunda ordem se ajustou bem aos dados experimentais.
O coeficiente de determina¢do, R?, apresentou resultados ligeiramente melhores, quando R? se

aproximava de 1, para a extracdo que utilizou o solvente tampao fosfato de sédio.

Nas tabelas 6, 7 e na Figura 11, pode ser visto o comportamento do parametro k,
constante de extracdo, que, para o solvente tampao fosfato de s6dio, aumenta com o aumento
da temperatura e diminui ao alcancar a temperatura extrema de 50 °C. O parametro h , taxa de
extracdo inicial, apresenta esse mesmo comportamento para a extragdo com tampao. Enquanto
o comportamento desses pardmetros ( k e h ) s6 foi similar para o tampao fosfato de s6dio mais

liquido i6nico nas temperaturas de 30 a 50 °C (Figura 11 e 12).
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Tabela 6. Pardmetros do modelo cinético de segunda ordem (k e Ce) e taxa da velocidade inicial (h) para
a extracdo com solvente tampao fosfato de sédio pH 7.

Parametros do Tampao Fosfato de S6dio
Modelo 20°C  25°C  30°C 35°C 40°C  50°C
k (L.gL.min) 0,0556 0,1305 0,1373 0,7782 82806 0,3495
Ce (e.L) 0,8551 0,8740 1,2483 0,7957 055150 0,3960
h (g.L"L.min™) 0,0407 0,997 02139 0,4928 2,1959 0,0548
R? 0,9602 09929 0,9966 0,9967 0,9957 0,9902

Tabela 7. Pardmetros do modelo cinético de segunda ordem (k e Ce) e taxa da velocidade inicial (h)
para a extracdo com solvente tampao fosfato de sédio + (2-HEAF) pH 7,79.

Parametros do Tampao Fosfato de Sédio + (2-HEAF)
Modelo 20°C  25°C  30°C 35°C 40°C  50°C
k (L.g.min) 04818 02563 0,1282 0,1973 22400 03014
Ce (e.L) 04859 10,5233 0,7958 0,6903 0,6071 0,3521
h (g.L"Lmin™) 0,1137 0,0702 0,0780 0,0728 0,8256 0,0374
R? 0,9907 0,9927 0,9757 0,9932 009976 0,9814

E interessante observar que, para as temperaturas em condi¢des 6timas (30 °C, 35
°C e 40 °C), a constante de extracao (k) foi maior para a extracao solvente tampao do que para
a extragdo com solvente tampao + liquido i6nico. Esse parametro é um indicativo da velocidade
da reacdo e é dependente da energia de ativacdo, mostrando que a extragdo com o liquido i6nico
€ mais lenta, o que pode estar associado a suas propriedades coligativas e maior viscosidade,

dificultando a transferéncia de massa.

Figura 11. Efeito da temperatura no parametro cinético (k), constante de extracdo, para os solventes tampao

fosfato de sédio (m) e tampao fosfato de sédio + liquido i6nico (2-HEAF) (e)
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Figura 12. Efeito da temperatura no parametro cinético (h), taxa de extrag@o inicial, para os solventes tampao
fosfato de sédio (m) e tampao fosfato de sédio + liquido id6nico (2-HEAF) (e)
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A constante de equilibrio, C,, apresenta duas etapas distintas, um aumento até a
temperatura de 30°C seguido de um declinio até a temperatura de 50°C, para ambos os
solventes. Constatando a influéncia da temperatura na quantidade de ficocianina extraida, com
eficiéncia méxima na temperatura de 30 °C e indicando degradacdo da proteina com o continuo
aumento da temperatura (Figura 13).

Figura 13. Efeito da temperatura no parametro cinético (Cc), concentrag@o de equilibrio, para os solventes

tampao fosfato de s6dio (m) e tampao fosfato de sédio + o liquido idnico (2-HEAF) (e)
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Figura 14. Modelo cinético para estimar a taxa de extracdo (k) e o equilibrio de concentragdo (C.) para faixa de
temperatura de extrac¢do de ficocianina utilizando tampao fosfato de sédio. (m) 20 °C (e) 25 °C (A) 30 °C (V)

35°C (¢) 40 °C (=) 50 °C.
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Figura 15. Modelo cinético para estimar a taxa de extracdo (k) e o equilibrio de concentragdo (C.) para faixa de
temperatura de extracdo de ficocianina utilizando tampao fosfato de sédio + (2-HEAF) pH 7,73. (m) 20 °C (e) 25

°C (A)30°C(Vv)35°C (#)40°C (=) 50°C.

800

700

600
< i u
o 500
— [
£ 4004 ]
§: : . M ¢
O 3004
B ¥ a4 4

¢ i
200 ] ,
2 3 A
100 £ 3
|
04=— T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250
Tempo (min)

5.3 Estudo da energia de ativacao

Como observado, a extrag¢do de ficocianina mostra duas fases ou comportamentos,
devido o aumento da temperatura, pois, segundo (Wan ez al., 2016), a ficocianina da Spirulina
(Arthrospira) plantesis desativa em temperatura superiores a 46 °C. Desta forma, utilizou-se
apenas os dados experimentais referente a faixa de aceleracao de extracdo. No caso do solvente
tampao + LI, as concentracdes nas temperaturas iniciais (20 °C e 25 °C) ficaram muito

proximas, impossibilitando a andlise da energia de ativacio destes dados experimentais.
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Figura 16. Equacdo de Arrhenius-Van’t Hoff plotada para extrac¢@o de ficocianina utilizando solvente tamp@o
fosfato de sédio nas temperaturas 20 °C,25 °C,35 °C e 40 °C.
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Figura 17. Equacdo de Arrhenius-Van’t Hoff plotada para extrag¢do de ficocianina utilizando solvente tampao
fosfato de sédio + (2-HEAF) nas temperaturas 30 °C, 35 °C e 40 °C
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Por conseguinte, a E, para o processo com solvente tampao fosfato de s6dio a pH
7 foi de 179,24 KJ.mol'l, enquanto para a extragdo com solvente tampao fosfato de soédio +
liquido 16nico de acido férmico a pH 7,73 foi de 225,93 KJ.mol!. Com a adi¢do do liquido
16nico no solvente na propor¢do 2:1, a energia de ativacdo aumentou como esperado, visto que
possui uma taxa de extracdo menor devido a uma barreira energética maior imposta pela reagao

de extracdo do processo.
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Tabela 8 - Parametros do modelo de Arrenhius (Ea) e o coeficiente de determinagédo (R?)

Tampao Fosfato ~ Tampao Fosfato de

Parametros de Sédio Sédio + (2-HEAF)
Ea (KJ.mol 1) 179,24 225.93
ko (L.gl.min) 425 4,46
R? 0.9410 0.8902

5.4 Estudo dos parametros termodinamicos

Os valores de entalpia de ativagdo (AH) sdo positivos indicando que o processo é
endotérmico, conforme previsto por outros estudos relacionados a extragao de ficocianina como
o de (Su et al.,, 2014). O liquido idnico apresenta os maiores valores para AH, mostrando que
foi gasto mais energia para a extragdo da proteina em comparacdo ao solvente com tampao
fosfato de s6dio. Em relacdo a energia livre de Gibb’s (AG) os valores sdo positivos, indicando
que o processo nao € espontaneo e oferece uma certa resisténcia a transferéncia de massa, o que
ja era esperado, visto que se trata de um processo de extracdo, onde € necessdrio romper a
parede celular da microalga para obtencdo da ficocianina. No caso dos valores da entropia de
ativacdo (AS), se aproximam de zero, indicando que ndo houve mudanga significativa na
estrutura da proteina. O solvente com tampao fosfato de sédio + liquido i6nico apresentou
resultados ligeiramente maiores, provavelmente devido a sua maior forca idnica e maior
interacdo com a ficocianina. Esses resultados foram semelhantes ao de outros atores, como o

de (Liang et al., 2018).

Tabela 9 - Pardmetros termodindmicos: entalpia de ativa¢do (AH), energia livre de Gibb’s (AG) e entropia de
ativacdo (AS) para a extracdo com solvente tampao fosfato de sédio pH 7 e com solvente tampao fosfato de

sédio + (2-HEAF) pH 7,73

Te AH (kJ.mol™") AG (kJ.mol™") AS(kJ.mol". K1
Tampao Tamp3do + LI Tampdao Tampdo+LlI Tampdo Tampdo + LI
20 176,81 - 78,75 - 0,3346 -
25 176,76 - 78,07 - 0,3312 -
30 - 223,41 - 79,82 - 0,4739
35 176,68 223,37 76,16 79,67 0,3264 0,4666
40 176,64 223,33 71,28 75,06 0,3366 0,4737

As temperaturas de 20 °C e 25 °C dos experimentos realizados com o solvente
tampao + liquido i6nico foram suprimidas dos cdlculos para obtencao dos parametros cinéticos
e da energia de ativagdo, pois os resultados foram semelhantes e o coeficiente de determinacao

R? da reta para o gréfico da equagdo de Arrhenius-Van’t Hoff foi baixo.
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6 CONCLUSAO

A andlise dos resultados evidenciou que as varidveis temperatura e solvente
influenciaram na quantidade de ficocianina extraida, nos parametros cinéticos e
termodindmicos. O modelo de segunda ordem se ajustou bem para ambos os solventes, e a
energia de ativacdo para o solvente com liquido i6nico a pH 7,73 foi maior do que para o
solvente com tampao fosfato de s6dio. O aumento continuo da temperatura aumenta a taxa de
extracdo, a0 mesmo tempo que a concentracao de equilibrio da ficocianina também cresce até
uma certa temperatura e, em seguida, comeca a diminuir, indicando degradagdo da proteina
extraida para temperaturas elevadas. O solvente tampdo fosfato de sédio apresentou os
melhores resultados de extracdo, rendimento e produtividade, além de maior estabilidade
termodinamica. No entanto o liquido idnico prético de dcido férmico mostrou-se um solvente

promissor, considerando principalmente que € reutilizdvel e possuir elevado poder difusional.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apesar de bastante importante, existem poucos estudos termodindmicos sobre a
extracdo da ficocianina e das outras ficobiliproteinas. Acredito que deva ser um tema mais
explorado, pois fornece informagdes importantes sobre as interagdes que ocorrem entres oS
solventes utilizados e os produtos desejados, principalmente utilizando métodos de extragdes

diferentes.
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