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RESUMO

Ficobiliproteinas sdo corantes naturais, ou ainda, pigmentos fotossintetizantes, um
grupo de cromoproteinas presentes em cianobactérias como em micro algas azul-
esverdeadas ou vermelhas. E devido ao seu alto potencial biotecnoldgico, tem
ganhado destaque nas areas farmacéutica e nutracéutica, bem como, em pesquisas
e analises biomédicas e nas industrias de alimentos e de cosméticos. Dentre as
principais ficobiliproteinas existentes, a principal € a ficocianina, estando presentes
também a aloficocianina e ficoeritrina em menor quantidade. Além disso, suas
propriedades cromoforas, antioxidantes, anticancerigenas e anti-inflamatorias
chamam atencdo frente ao corrente uso de corantes alimentares sintéticos com
potencial toxico e carcinogénico. A extracdo dessas proteinas pode ser feita por
maceragdo, micro-ondas, turbo-extracdo e ultrassom. Neste ponto, a escolha do
método de extracdo e do solvente utilizados, s@o varidveis importantes a serem
consideradas. Para este trabalho, foi utilizado o método de extracdo por ultrassom e
como solventes, os liquidos ibnicos de colina (bissulfato de (2-hidroxietil)-
trimetilamonio, acetato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio, hidréxido de (2-hidroxietil)-
trimetilamoénio e citrato de (2-hidroxietil)-trimetilamdnio) foram empregados, avaliando
a viabilidade dos Lls de colina e seu desempenho em comparacdo ao do tampao
fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0) que é o tampao tipicamente utilizado para a extracao
de ficobiliproteinas. Foram analisados a concentracdo, a produtividade, o rendimento
e 0s potenciais antioxidantes das ficobiliproteinas extraidas. Verificou-se também que
os LIs de colina escolhidos ndo apresentaram bom desempenho na extracdo de
ficobiliproteinas, se comparado ao tampéao fosfato de sodio. Apesar disso, pode-se
observar que menores tempos de extragcdo Sao necessarios, pois os valores de
concentragéo para 60 min de extragdo, na maioria das vezes, atingiram o maximo de
concentracdo, além de verificar-se que, possivelmente, valores pH proximos da
neutralidade devem fornecer condigdes melhores para as extragdes. Nas analises dos
produtos obtidos, apenas as ficobiliproteinas extraidas com LI de acetato
apresentaram atividade antioxidante e, ainda assim, com valores menores que 0S

valores resultantes da extragdo com tampéao.

Palavras-chave: Microalga. Ficobiliproteinas. Spirulina (Arthrospira) platensis.

Ultrassom. Liquidos ibnicos.



ABSTRACT

Phycobiliproteins are natural dyes, or even photosynthetic pigments, a group of
chromoproteins present in cyanobacteria such as blue-green or red microalgae. And
due to its high biotechnological potential, it has gained prominence in the
pharmaceutical and nutraceutical areas, as well as in biomedical research and analysis
and in the food and cosmetics industries. Among the main existing phycobiliproteins,
the main one is phycocyanin, with allophycocyanin and phycoerythrin also being
present in smaller amounts. In addition, its chromophore, antioxidant, anticancer and
anti-inflammatory properties draw attention to the current use of synthetic food dyes
with toxic and carcinogenic potential. The extraction of these proteins can be done by
maceration, microwave, turbo-extraction and ultrasound. At this point, the choice of
extraction method and solvent used are important variables to be considered. For this
work, the method of extraction by ultrasound was used and as solvents, ionic liquids
of choline ((2-hydroxyethyl)-trimethylammonium  bisulfate, (2-hydroxyethyl)-
trimethylammonium  acetate, (2-hydroxyethyl)- trimethylammonium and (2-
hydroxyethyl)-trimethylammonium citrate) were employed, evaluating the viability of
choline ILs and their performance compared to sodium phosphate buffer (0.1 M, pH
7.0) which is the buffer typically used for the extraction of phycobiliproteins. The
concentration, productivity, yield and antioxidant potential of the extracted
phycobiliproteins were analyzed. Although the results were not good, some important
guestions could be verified and presented in this study. Despite this, it can be observed
that shorter extraction times are necessary, since the concentration values for 60 min
of extraction, in most cases, reached the maximum concentration, in addition to
verifying that, possibly, pH values close to the neutrality should provide better
conditions for extractions. It was also verified that the chosen choline ILs did not
perform well in the extraction of phycobiliproteins, when compared to the sodium
phosphate buffer. In the analyzes of the products obtained, only the phycobiliproteins
extracted with acetate LI showed antioxidant activity and, even so, with values lower

than the values resulting from the extraction with buffer.

Keywords: Microalgae. Phycobiliproteins. Spirulina (Arthrospira) platensis.

Ultrasound. lonic liquids.
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1 INTRODUCAO

Microalgas sé&o organismos unicelulares, procariontes ou eucariontes, ricas
em fontes de carbono, apresentam grande diversidade e possuem substancias de alto
valor biotecnolégico (ABREU, 2021). Sua producdo comercial teve inicio na década
de 1950 em virtude de uma possivel escassez de proteina animal, objetivando fontes
proteicas alternativas para o século XXI. Desde entdo, diversas pesquisas surgiram
na intencdo de caracterizar os componentes bioquimicos das inUmeras espécies de
microalgas descobertas ao longo desses anos (DANTAS et al., 2018).

Isso se deve a sua estrutura simples e, por isso, sd0 organismos que se
reproduzem facilmente e nao apresentam elevadas exigéncias nutricionais para iSso
(MONCAO; MAXWEL, 2015). Esse fato permite um cultivo rapido, relativamente facil
e eficiente para obtencao de grande quantidade de biomassa extraida (ABREU, 2021).

Dentre a grande quantidade de espécies ja descobertas, a Spirulina
(Arthospira) platensis vem ganhando destaque. Trata-se de uma cianobactéria
autotrofa e procarionte verde-azulada que pode ser encontrada em ambientes salinos
e alcalinos. Seu cultivo pode ocupar terras improdutivas e requer baixo consumo de
agua quando comparado a plantacdes de soja, por exemplo (BORBA; FERREIRA,
2018).

S. platensis é formada majoritariamente por proteinas, aproximadamente
74% considerando sua massa seca. Grande parte de suas proteinas contém todos 0s
aminoacidos essenciais, apresenta também quantidades consideraveis de outros
nutrientes indispensaveis, pigmentos, fibras e minerais (BORBA; FERREIRA, 2018).

Dentre os importantes bioprodutos extraidos da Spirulina (Arthospira)
platensis encontram-se as ficobiliproteinas, que sdo pigmentos proteicos atoxicos,
hidrossoluveis, de cor azul (ficocianina, aloficocianina) e vermelha (ficoeritrina). Sao
sollveis em agua, muito estaveis em pHs fisioldgicos (CARLOS, 2020). Devido a esse
fato, seu potencial primario € como corante natural principalmente para industrias
alimenticias e de cosmeéticos, porém existe uma vasta gama de possiveis aplicacdes
relacionadas a suas demais caracteristicas. Dentre elas podemos destacar sua
utilizagdo como marcadores para anticorpos ou outras moléculas biolégicas em
analises médicas, para tratamento de efluentes industriais, agente farmacéutico
devido a sua atividade antioxidante e anti-inflamatoria, entre outras (Rodrigues et al.,
2018; Rodrigues et al., 2019; Carlos et al., 2021).
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Por isso, se faz necessario além de bons métodos de cultivo, dispor de
bons métodos de extracao destes bioprodutos, de forma eficiente e que cause o0 menor
impacto possivel em sua estrutura e em seu produto final. Métodos como maceracao
dindmica, micro-ondas e ultrassom tém sido estudados e otimizados na intencéo de
obter-se cada vez melhores resultados. Neste estudo, optou-se pelo método de
extracdo assistida por ultrassom por apresentar uma alternativa ambientalmente
amigavel para a industria alimenticia e por dispor de menos tempo para a extracao.
Além disso, baixos custos operacionais e equipamentos de facil manuseio também
constituem vantagens da tecnologia de ultrassom (RODRIGUES, 2017).

Nos processos de extracdo envolvendo ultrassom, ondas mecanicas que
se propagam através do meio em ciclos de compresséao e rarefacdo em frequéncias
entre 20 kHz e 100 kHz, promovem o fen6meno chamado de cavitagdo (FERREIRA
et al., 2020). Esse fenbmeno envolve a nucleacdo, o crescimento e o colapso de
microbolhas nos liquidos, acarretando em um aumento pontual da temperatura e da
pressdo no meio por onde as ondas se propagam, bem como a formacdo de micro
jatos. Os micros jatos sdo responsaveis pela erosdo e/ou ruptura das particulas
sélidas presentes no meio, proporcionando uma boa eficiéncia de extracdo (Ferreira
et al. 2020; Rodrigues et al., 2018; Silva et al., 2017).

Para otimizacdo do processo, deve-se dispor de bons solventes de
extracdo. Assim, optou-se pela utilizacdo de Liquidos l6nicos (LIs), pois muitas
pesquisas ja demonstraram seu bom desempenho em extracfes e sua facilidade de
obtencéo (Rodrigues et al., 2020; Rodrigues et al. 2019).

Liquidos ibnicos constituem uma classe de solventes promissora frente aos
solventes comerciais. Tratam-se de sais que apresentam ponto de fusdo abaixo do
ponto de fusédo da agua (100 °C), formados inteiramente por ions, um céation organico
e um anion que pode ser organico ou inorganico (Frizzo, 2007). Suas unidades
carregadas possuem baixa pressdao de vapor e, portanto, sdo considerados nao
volateis (ARAUJO, 2018).

Estes liquidos apresentam a vantagem que propriedades como
densidade, viscosidade, ponto de fusdo e solubilidade em agua ou outros solventes
podem ser ajustados alterando o anion e/ou céation (FRIZZO, 2007; Reis et al., 2017).
Estas caracteristicas permitem com que sejam projetados para uma funcao

especifica, por isso sdo descritos como “designers solvents” (MIQUEL, 2013).
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Entdo, neste presente estudo, foi avaliado o desempenho de quatro liquidos
ibnicos de colina na extracao de ficobiliproteinas usando o processo de ultrassom, a
partir de condi¢cdes de extracdo previamente estudada, com variacdes de tempo de
extracdo e comparados com o tampdo de fosfato de sdodio, solvente geralmente

utilizado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a extracéo de ficobiliproteinas da
microalga Spirulina platensis por processo ultrassom utilizando diferentes liquidos
iGnicos de colina e comparar os resultados com o processo de extracdo usando o

tampao fosfato.

2.2 Objetivos Especificos

1. Sintetizar os liquidos i6nicos hidroxido de (2-hidroxietil)-trimetilamaonio,
bissulfato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio, acetato de (2-hidroxietil)-
trimetilamonio e citrato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio por reagéo acido-
base;

2. Caracterizar os liquidos iénicos de colina sintetizados em relacdo a
densidade, viscosidade, pH e teor de agua,;

3. Avaliar a eficiéncia dos liquidos idnicos sintetizados na extracéo de
ficobiliproteinas da microalga Spirulina platensis por processo de
ultrassom.

4. Avaliar o tempo de extracdo, determinando a produtividade e o
rendimento dos processos;

5. Avaliar quais liquidos foram mais eficientes, comparando os resultados
obtidos usando o tamp&o como solvente.

6. Determinar a capacidade antioxidante dos extratos obtidos de
ficobiliproteinas;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Microalgas e cianobactérias

O crescente interesse em estudos de microrganismos se da pelo fato de
gue esses organismos apresentam grande importancia nas diversas cadeias tréficas
e na possibilidade de aplicacdo comercial, principalmente em &reas como, saude
humana e animal, alimenticia e de cosméticos (MEIRELES, 2018).

Nesse contexto, estes produtos naturais podem ser utilizados para a
obtencdo de compostos de alto valor agregado, de interesse das industrias
alimenticias, quimicas e farmacéuticas. Quando comparado com vegetais e animais,
as microalgas tém como vantagens: o cultivo continuo e a rapida multiplicacdo desses
microrganismos (MEIRELES, 2018).

Microalgas séo organismos unicelulares, fotossintetizantes, pois possuem
clorofila A — clorofila que possui um grupo metil ligado ao carbono 3 do anel 2, diferente
da clorofila B (Xu et al.,2001) — e outros pigmentos fotossintetizantes, apresentam
dimensdes que variam de algumas poucas centenas de micrdmetros. Sao,
geralmente, coloridas, devido a presenca de pigmentos proteicos e pigmentos
acessorios (MEIRELES, 2018).

Tém sido tradicionalmente classificadas quanto aos tipos de pigmentos, a
natureza quimica dos produtos de reserva e pelos constituintes da parede celular.
Também tém sido considerados aspectos citolégicos e morfologicos, tais como a
ocorréncia de células flageladas, a estrutura dos flagelos, os processos de formacéo
do nucleo e da divisdo celular, a presenca e a caracterizacdo de envoltério do
cloroplasto e a possivel conexdo entre o reticulo endoplasmatico e a membrana
nuclear. Além disso, as microalgas sao classificadas em procariontes e eucariontes
(DERNER et al., 2006; OHSE et al., 2007; MORAES, 2007 apud MEIRELES, 2018).

As microalgas apresentam potencial de produzir uma grande quantidade
de biomassa, superior a maioria das culturas atuais e tém sido investigadas como
fonte para producdo de biocombustiveis, alimento, ragdo e compostos bioativos.
Devido a demanda crescente por alimentos e fontes alternativas de energia, os lipidios
de microalga tém despertado interesse por serem ricos em acidos graxos insaturados
de cadeia longa (RYCKEBOSCH et al., 2012).
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Além disso, contém diversos compostos bioativos associados a prevencao
de doencas. Compostos fendlicos e carotenoides possuem carater antioxidante e
atuam na prevencdo de cancer e doencas cardiovasculares. Acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa (dmega 3), também estdo associados a prevencdo de
doencas cardiovasculares. Esterdis possuem papel importante na diminuicdo dos
niveis de colesterol LDL e atividade anti-inflamatéria (FRANCAVILLA et al., 2010;
ZULIANI et al., 2009; PLAZA et al., 2009).

Séo classificadas por Ohse e colaboradores (2007) de acordo com as
caracteristicas supracitadas e conforme sua abundancia. Estes pesquisadores
descreveram as quatro classes mais importantes (Figura 1), que sao: diatomaceas
(Bacillariophyceae), algas verdes (Chlorophyceae), algas verde-azuladas

(Cyanobacteria) e algas douradas (Chrysophyceae).

Figura 1 - Visdo microscopica das principais microalgas

A) Bacillariothéeae; B) Cflﬂorophyceae; C) Cyanobacteria D)
Chrysophyceae (Fonte: MEIRELES, 2018).

Hoje, as Cyanophyceae ou algas verde-azuladas séao, geralmente, referidas
como Cyanobactérias. O termo cianobactéria reconhece que essas algas
procaridticas sdo mais intimamente relacionadas com as bactérias procariéticas do
gue com as eucaridticas (BOONE; CASTENHOLZ; GARRITY, 2000 apud SILVA,
2022).

As cianobactérias foram identificadas como uma nova e rica fonte de

compostos bioativos e tém sido considerado um dos grupos mais promissores de
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organismos para produzi-los (BHADURY; WRIGHT, 2004; DAHMS; YING; PFEIFFER,
2006 apud SILVA, 2022).

A maioria produz o pigmento ficocianina que conferem as células uma cor
azulada quando presente em concentragdo suficientemente elevada, sendo
responsaveis pelo nome popular de algas verde-azuladas; em alguns casos, o
pigmento acessorio vermelho, ficoeritrina, também €& formado e a aloficocianina
(WHITTON; POTTS, 2002).

3.2 Spirulina (Arthrospira) platensis

Dentre essas microalgas, podemos destacar a Spirulina (Arthrospira)
platensis. A Spirulina foi reclassificada como Arthrospira, porém, o termo Spirulina ja
muito estabelecido, continua a ser amplamente utilizado. Trata-se de uma
cianobactéria filamentosa que pode ser encontrada em ambientes e alcalinos, seu
cultivo € simples e econdémico, podendo ser cultivada em terras improdutivas ou
mesmo em efluentes industriais, sendo assim, uma boa alternativa para a diminui¢cao
de impactos ambientais decorrentes destes efluentes (BORBA; FERREIRA, 2018).

Devido ao seu valor nutricional e por ser facilmente absorvida pelo corpo
humano, pode ser utilizada como alimento, uma vez que sua membrana ndo contém
celulose (SEO et al., 2013 apud MEIRELES, 2018).

Os primeiros relatos de seu uso como alimento datam da pré-historia, por
informacBes de que tribos de cacadores coletavam massas gelatinosas de algas
verde-azuladas e as consumiam cruas ou cozidas. Para enriquecer suas dietas,
também consumiam algas filamentosas coletadas em lagos alcalinos, as quais foram

classificadas no género Spirulina (AMBROSI et al., 2008).
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Figura 2 - Spirulina (Arthrospira) platensis visto do microscopio.

Podemos citar também sua utilizagdo em programas espaciais, sendo
recomendada pela National Aeronautics and Space Administration (NASA) como
suplemento alimentar primario durante as missoées.

Nos ultimos anos, foram desenvolvidos diversos alimentos com adicédo da
biomassa de microalgas, em especial a microalga S. platensis recebeu o certificado
GRAS (Generally Recognized as Safe) pela FDA (Food and Drug Administration),
garantindo a sua utilizacdo como alimento, sem riscos para a saude dos consumidores
(DA SILVA, 2018), isto €, produto geralmente reconhecido como seguro, sendo uma
das microalgas (ou cianobactéria) mais estudadas em todo mundo.

No Brasil, pesquisas estdo sendo conduzidas para sua utilizagdo como
aditivo alimentar em diferentes produtos e na merenda escolar devido a um projeto de
pesquisadores do sul, com parcerias entre os setores publico e privado (WALTER,
2011; OLIVEIRA, 2012 apud MEIRELES, 2018).

A Spirulina representa uma das fontes mais ricas de proteinas, podendo
fornecer conteddo superior ao de carnes e peixes (15-20%) e também da soja (35%).
A maior parte de sua massa seca é formada por proteinas, (aprox. 74%), variando de
acordo com a espécie e condi¢cdes de crescimento. Além disso, contém todos os
aminoacidos essenciais, sendo, inclusive, fonte de minerais e vitaminas (BORBA,
FERREIRA, 2018).
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3.3 Ficobiliproteinas

Dentre os bioprodutos de valor presentes na Spirulina, destacamos as
ficobiliproteinas. As ficobiliproteinas estédo localizadas nas ficobilissomas (Figura 03),
e estdo situadas sobre a superficie externa da membrana do tilacéide e atuam como
importantes pigmentos fotossintéticos acessorios, participando de um conjunto de
transferéncia de energia muito eficiente na fotossintese, sendo responsavel por cerca
de 50% da captacdo de luz a partir de cianobactérias (MORAES et al., 2011;
HORVATH et al., 2013 apud MEIRELES, 2018).

Figura 3 - Organizacéao estrutural do Ficobilissoma (PE -
Ficoeritrina; PC - Ficocianina; APC - Aloficocianina)
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Fonte: VAZQUEZ, 2011.

A clorofila é a parte essencial do centro das reacdes de fotossintese, porém
absorve debilmente a luz entre 450 nm e 600 nm, por isso, € ineficiente na captagéo
da luz solar. Para superar este inconveniente, os organismos desenvolveram 0s
chamados pigmentos acessorios ou pigmentos captadores de luz (VAZQUEZ, 2011).
Estes pigmentos absorvem a luz de maneira eficiente nas regides de minima absor¢éo
da clorofila e transferem a energia para a clorofila do centro da reacdo. As
ficobiliproteinas sdo estes pigmentos: Ficocianina (FC), Aloficocianina (AF) e
Ficoeritrina (FE) (FRIEDRICH et al. 1981 apud VAZQUEZ, 2011).
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As ficobiliproteinas sdo complexos proteina-pigmento, sollveis em agua,
absorcéo a luz na regido do espectro visivel (450 nm - 650 nm) contribuindo de 30-
50% com a capacidade de captacdo por células fotossintetizantes (ABALDE et al.,
1998; HILDITCH et al., 1991 apud VAZQUEZ, 2011).

A quantidade dos pigmentos acessorios € uma caracteristica inerente a
cada espécie microalgal, no entanto, pode ser foto-estimulada em cultivos
fotoautotréficos (PRATES et al., 2015)

Dentre as ficobiliproteinas citadas, a ficocianina é o principal alvo de
pesquisas e estudos, pois pode chegar a 20% em peso seco de microalga e possui
caracteristicas importantes como: boa solubilidade em agua, alta estabilidade na faixa
de pH 5-7, cor azulada e fluorescéncia, caracteristicas que possibilita sua aplicacao
em diagnésticos (Ji et al., 2023), como biocorantes alimenticios e também elas podem
ser utilizadas como agentes antitumorais (Carlos et al., 2021), anti-inflamatorios e
antioxidantes (Rodrigues et al., 2020), em cosméticos, ensaios diagnosticos e na
medicina, como potenciais fontes de nutracéuticos e farmacos (Ji et al., 2023). A
Figura 4 apresenta a estrutura da ficociacina extraida de Nostoc. sp. obtida do Data

Protein.

Figura 4 - Estrutura cristalina da ficocianina
de Nostoc sp. R76DM.

Fonte: PDB, 2023.

A aloficocianina, por sua vez, apresenta coloracdo verde-azulada com
absorcdo maxima na faixa de comprimento de onda de 650 nm - 655 nm, sendo mais

utilizada em estudos espectroscopicos e como marcador fluorescente, devido ao seu
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grande coeficiente de absorcdo (REIKSEN, 2008 apud CAETANO, 2018). Essa
ficobiliproteinas compde o nucleo do ficobilissoma, sendo 0 componente mais estavel
deste nucleo, sendo apontada como pigmento de membrana (PEREIRA, 2009 apud
CAETANO, 2018). A Figura 5 apresenta a estrutura da aloficocianina pesquisada no
Data Protein.

A aloficocianina possui propriedades antioxidantes, anti-enterovirus, porém
é de limitada aplicacao por ser encontrada em menor quantidade nas cianobactérias
e pela falta de métodos eficientes para sua purificacdo (FAN et al., 2012 apud
CAETANO, 2018).

Figura 5 - Estrutura da aloficocianina da
cianobactéria Nostoc sp. WR13

Fonte: Data Protein, 2023.

Ja a ficoeritrina compde o nucleo do ficobilissomo, sendo o componente
mais estavel deste ndcleo, sendo apontada como pigmento de membrana. Possui
propriedades antioxidantes, anti-enterovirus, porém € de limitada aplicacdo por ser
encontrada em menor quantidade nas cianobactérias e pela falta de métodos
eficientes para sua purificagdo (RODRIGUES et al., 2018). Sdo mais frequentes em
algas vermelhas, porém, também compdem algas verde-azuladas, mesmo que em
pequena quantidade. A Figura 06 apresenta a estrutura da ficoeritrina obtida do
Quanta Biodesign Limited.

As ficoeritrinas sdo as principais responsaveis pela capacidade das algas

vermelhas crescerem abundantemente em aguas profundas, pois possuem um
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eficiente espectro de absorcédo de luz de 450 nm a 570 nm e, diante disso, estas algas
marinhas séo frequentemente encontradas em zonas mais baixas da regido intermaré

da costa do que as verdes e as pardas (CARLOS et al., 2021).

Figura 6 - Estrutura da R-Ficoeritrina, 1EXY

Fonte: QUANTA BIODESIGN LIMITED, 2023.

3.4 Extracdo assistida por ultrassom

Todas as vantagens das ficobiliproteinas s6 podem ser bem aproveitadas
guando se dispde de bons métodos de cultivo, extracao e purificacéo.

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

O meétodo convencional alia aquecimento mais agitacdo mecénica e
proporciona um maior controle das condi¢cdes de extracdo. Embora permita maior
controle das condicfes de extracdo e apresente boa reprodutibilidade, € prolongado.
Outra desvantagem deste método reside no fato de que o emprego de temperaturas
elevadas encarece o processo de extracdo (RODRIGUES, 2017). As principais
variaveis a serem consideradas neste método sdo temperatura, pH e razédo
solvente:biomassa (SILVEIRA et al., 2007). As principais desvantagens sao o maior
consumo energeético e o largo tempo de extragcdo empregado, fatores que dificultam a
ampliagéo de escala.

A extracao assistida por ultrassom tem recebido destaque, pois se trata de

uma metodologia de intensificagdo do processo tornando possivel a obtencdo de
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elevadas taxas de extracdo em menores tempos (SILVA; GARCIA; FRANCISCATO,
2016).

De acordo com Rodrigues (2017), a cavitacdo € o principal fenbmeno que
ocorre durante a extragdo por ultrassom e € caracterizada pelo colapso violento de
bolhas em um campo de presséo alternado, que provoca aumento de temperatura,
gerando perturbacdes na parede celular dos tecidos biologicos, facilitando a liberacao
de compostos extraiveis. Além disso, neste processo a frequéncia de operacgéo, o pH
e a razao solvente:biomassa séo variaveis importantes.

A cavitacdo gerada pelo ultrassom é conhecida por produzir diversos
efeitos na matriz vegetal, tais como: a circulacédo do liquido (agitacdo do solvente) no
sistema e a geragao de turbuléncia que pode auxiliar no aumento da transferéncia de
massa (SILVA; GARCIA; FRANCISCATO, 2016). Liu et al. (2005) também mostraram
gue 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, homogeneizagéo e extragéo. Vilkhu
et al. (2008) apontaram que o uso do ultrassom gera perturbacdes nas paredes
celulares dos diferentes tecidos biologicos, facilitando a liberacdo de compostos
extraiveis, e pode melhorar o transporte em massa de solvente de uma fase continua
para dentro das células.

O ultrassom é também uma nova tecnologia utilizada para melhorar o
processo de extracdo de compostos lipofilicos ou hidrofébicos a partir de materiais
vegetais ou animais.

Desse modo, dentre as vantagens da extracdo assistida por ultrassom,
pode-se listar:

e Reducao do tempo de extracéo

e Consumo reduzido de solvente

e Extracdo em temperaturas inferiores poder evitar danos térmicos ao

extrato e minimizar a perda (SILVA; GARCIA; FRANCISCATO, 2016)

e Baixos custos operacionais

e Equipamento de facil manuseio (FAIRBANKS, 2001)

e Aspectos ambientais, pois € um método mais sustentavel em

comparacao com algumas técnicas de extracdo convencionais. Ela

requer menos consumo de energia e solventes organicos, o que pode
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reduzir o impacto ambiental associado a extracdo de compostos de
interesse (MEHTA et al., 2022).
Apesar de todas as vantagens, também € necesséario estar atento as

desvantagens que o método apresenta, a fim de propor melhorias. Dentre elas

podemos citar:

Custos e complexidade: custos relativamente altos dos equipamentos

e méao-de-obra especializada.

Requer ajustes e otimizacao

Pode causar mudancas nas estruturas das moléculas (MEHTA et al.,

2022)

Risco de formacdo de espuma devido a cavitacdo: A espuma pode

dificultar a extracéo eficiente dos compostos desejados e também pode

causar problemas operacionais.

A Figura 7 apresenta um fluxograma simplificado das etapas que tem num

processo de extracao usando o ultrassom.

Figura 7 - Etapas do rompimento celular com o uso do ultrassom
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Fonte: Vernés et al., 2019.

3.5 Liquidos I6nicos
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Uma das formas de otimizar a extracdo é o emprego de solventes

eficientes, que possibilitem extrair o maximo da substancia desejada possivel,

causando menos danos a sua estrutura e preservando suas propriedades.

Além disso, a escolha do solvente € um ponto crucial nos processos de

extracdo solido-liquido. Um bom solvente deve apresentar algumas propriedades

desejaveis, tais como: elevada seletividade, elevado coeficiente de distribuicéo, alta

solubilidade do soluto, recuperabilidade, estabilidade quimica, baixa viscosidade,

baixa pressdo de vapor para diminuir as perdas de solvente para o0 ambiente, ser
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acessivel e apresentar baixo custo (MESQUITA, 2015 apud RODRIGUES, 2017).
Nesse cenario, se destacam os liquidos i6nicos, pois satisfazem grande parte dessas
condigoes.

Liquidos ibnicos sao sais liquidos a baixas temperaturas, pois apresentam
ponto de fusdo abaixo de 100 °C. Liquidos idénicos (LIs) compartilham propriedades
fisico-quimicas Unicas, como pressao de vapor insignificante, ndo inflamabilidade, alta
estabilidade térmica e quimica, renovabilidade, solubilidade varidvel, alta
condutividade e amplo potencial eletroquimico, por isso tém sido largamente
estudados e reconhecidos como alternativas promissoras para muitas aplicacées,
algumas delas de grande potencial industrial (KAUR et al., 2018 apud GAO et al.,
2020; OLIVEIRA et al., 2016 apud RODRIGUES, 2017).

Citando algumas dessas aplicagfes, tem-se:

e Sintese organica (Wang et al., 2003)

e Catalise (Souza et al., 2003)

e Eletroquimica (Jiang et al., 2004)

e Biocatalise (Ventura et al., 2012b; Sintra et al., 2014)

e Imobilizacdo enzimética (Souza et al., 2013; Oliveira et al., 2014)

e Varios processos de extracdo (Freire et al., 2012; Ventura et al., 2012a,

2012c)

e Inclusive, de proteinas (DESAI et al., 2014; LIYA GE et al., 2010;

YUANCHAO PEl et al., 2009; VASANTHA et al., 2015).

Séo facilmente sintetizados por reacdo de neutralizacdo de uma base de
Bregnsted e um &cido de Brgnsted, onde ocorre uma transferéncia de prétons do &cido
para a base. S&o compostos por um cation organico e um anion que pode ser organico
ou inorganico (ABBASI et al., 2020 apud REIS, 2021).

O anion é responsavel pelas propriedades e interagdes quimicas, ao passo
gue o cation é responsavel pelas propriedades fisicas, tais como: ponto de fuséo,
viscosidade, densidade, por isso, permitem com que sejam projetados para uma
fungéo especifica, bastando escolher o cation e o anion envolvidos que satisfagcam as
necessidades exigidas. Por esse motivo, também s&o conhecidos como “designers
solvents” (ABBASI et al., 2020; AGHAEI; SOBATI, 2022 apud REIS, 2021).

Nos ultimos anos, o crescimento da pesquisa envolvendo liquidos ibnicos
se tornou exponencial. As constantes descobertas sobre seu papel na ciéncia, bem

como suas aplicacdes tecnoldgicas, tornaram esse assunto um caso de constante



30

geracdo de novos produtos, invencbes e até mesmo inovacbes (SPEZIALI,
SINISTERRA, 2015).

A inclusdo dos liquidos i6nicos como uma nova classe de materiais,
primeiramente considerada ndo-toxica e adequada para processos verdes, tem sido tema
de estudos de toxicidade em varios niveis biolégicos, a fim de avaliar os riscos para o
meio ambiente a partir do seu uso nos processos de producado. De fato, alguns estudos ja
demonstraram que os liquidos ibnicos derivados do imidazol sdo mais toxicos que certos
solventes organicos volateis ja utilizados na industria quimica, como metanol e
diclorometano (ARAUJO, 2018). Também é de conhecimento estabelecido que cada
organismo ird apresentar comportamento especifico frente a um tipo de LI aplicado,
por isso, € de grande importancia a escolha adequada do LI utilizado para cada
aplicacao, desse modo, pode-se evitar certa toxicidade microbiana. Esse fato, torna
os LIs uma boa alternativa a aplicacdes biotecnolégicas (GANSKE et al., 2006;
SANTOS, 2013; QUIJANO et al., 2010 apud SANTOS, 2021)

No entanto, as viscosidades da maioria dos LIs, que também € o caso dos
LIs de colina, sdo maiores que as dos solventes organicos, 0 que consequentemente
levaria a uma diminuicdo nas taxas de transferéncia de massa. Varios estudos
recentes tém focado na extracdo solido-liquido usando microemulsées a base de
liguidos iGnicos. A microemulsdo é um método promissor que permite a extracao
seletiva de biomoléculas nas industrias alimenticia e quimica (AMIRI-RIGI; ABBASI,
2019 apud GAO et al., 2020).

3.6 Liquidos ibnicos de Colina

No presente trabalho, foram utilizados Lls de colina, os quais foram
sintetizados conforme Reis (2021). A sintese de LIs formados a partir de biomateriais,
como a colina (Ch), foi primeiramente proposta por Fukaya et al. no ano de 2007.

A colina € um importante precursor para a sintese de Lis, trata-se de um
nutriente essencial, composta pelo cation (2-hidroxietil)-trimetilaménio, um tipo de sal
de aménio quaternario que faz parte de vitaminas do complexo B (ARAUJO, 2018).

Essa amina natural € encontrada em uma variedade superior a 630
alimentos e € necessaria para a sintese de inumeras biomoléculas, como
neurotransmissores, componentes essenciais presentes nas membranas, entre
outros (ZEISEL, 2009 apud Araujo, 2018).
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Figura 8 — Estrutura quimica da colina.
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Fonte: Araujo, 2018.

Neste trabalho final de curso, quatro liquidos iénicos sintetizados foram:
hidréxido de (2-hidroxietil)-trimetilambnio [ChOH], acetato de (2-hidroxietil)-
trimetilamonio [ChACc], citrato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio [ChCit] e bissulfato de (2-
hidroxietil)-trimetilaménio [ChBis].

Os espectros de FT-IR dos Lls sintetizados foram determinados
previamente no laboratério do Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Processos
Biotecnoldgicos (GPBIio) da Universidade Federal do Ceara. Os resultados obtidos
estdo demonstrados na figura 9 obtidos de Reis (2021). Devido as limitacdes do
equipamento, a analise LI do anion sulfato ndo pode ser realizada, porém sua sintese

foi comprovada por RMN.
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Figura 9 - Espectro de FT-IR dos liquidos i6nicos sintetizados
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A banda referente ao estiramento OH da colina apresenta uma ampla
absorcdo de infravermelho entre 3200-3400 cm™ devido a ampla distribuicdo de
ligacdes de hidrogénio intermoleculares e conformacdes de colina (TANZI et al., 2016
apud REIS, 2021) e sobrepdem parcialmente bandas de ligacdo C-H e vibracdes N-
H, como observados nas Figuras 9a-9c¢ ([ChOH], [ChAc] e [ChCit].

A vibracdo de grupo funcional C-H (alifatico) é significativo para a colina
(POHLE et al., 2001 apud Reis, 2021) e foi detectada em 2963 cm™ para o [ChOH]
(Figura 9a). Essa banda apareceu deslocada, com menor intensidade nos espectros
dos demais LIs que foram sintetizados a partir do hidréxido de colina, podendo ser

indicio de ligacGes de hidrogénio da colina com os acidos carboxilicos. Em 1476 cm™
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foi observada banda referente a deformacéo de grupos metila, e em 1371 cm™ banda
que corresponde a vibracao de alongamento C—N para o [ChOH].

A banda caracteristica da deformacao C-H do grupamento —CH2— apareceu
em 950 cm™ e 879 cm™ (Figura 9a). Os acidos carboxilicos apresentam ainda uma
banda muito forte do estiramento C=0 em aproximadamente 1700 cm™. Esse pico foi
possivel observar em 1700 cm™ para o LI [ChAc] (Figura 9b) e 1793 cm™ para [ChCit]
(Figura 9c).

A presenca de modos vibracionais assimétricos e simétricos referentes ao
grupo carboxilato (-COO-) apresentado em 1561 cm™ e 1397 cm™ para o LI [ChAC]
e 1561 cm™ e 1397 cm™ para [ChCit], acabaram sobrepondo a banda referente a
vibragdo de alongamento da ligagdo C—N em torno de 1371 cm™, dando indicios da
existéncia de ligacdes hidrogénio que podem ser do tipo: NH---NH, NH---OH, HO---HO
e OH---NH (YUE et al., 2012 apud REIS, 2021).

A banda presente em todos os LIs analisados em aproximadamente 933
cm™! (Figura 9a-9c) esta relacionada ao grupamento O-H (LOPEZ-DIAZ et al., 2018
apud REIS, 2021).

Diante dos resultados observados, comprovou-se que 0s anions dos acidos
existem em todos os LI obtidos a partir do hidroxido de colina, indicando a formacéao
de ligacdo do tipo COO'N*. A influéncia dessa banda em torno de 1760 cm™ - 1560
cm™! também foi demonstrada por Ju et al. (2020) para a confirmacdo do anion do
acido ricinoleico no LI hidréxido de colina apds a formagéo do LI (REIS, 2021).

Os Lls sintetizados também foram caracterizados por espectroscopia de
ressonancia magnética baseada na identificacdo dos hidrogénios (RMN de *H) por
Reis (2021), ocorrendo a comprovacgao da formacéo de todos os LlIs.

Também, a toxicidade dos liquidos i6nicos a serem avaliados neste estudo
foram avaliadas por Reis (2021) usando o microcrustadceo Artemia salina, pois a
letalidade exercida sobre os nauplios de Artemia salina vem sendo utilizada em
bioensaios laboratoriais como forma de predizer a toxicidade quimica em organismos
aquaticos por meio da estimativa de dose letal média (DLso) (REIS, 2021). Os

resultados reportados por esta autora estao dispostos na Tabela 1.
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Tabela 1 — Toxicidade dos liquidos ibnicos de colina frente a Artemia salina

DLso (ug/mL)

Tempo
[ChOH] [ChAC] [ChCit] [ChBis]

48 h Né&o calculavel 529 410 503

Fonte: Reis, 2021.

Dollabela (1997) estabelece que para DLso > 250 ug/mL o composto é
considerado de baixa toxicidade ou nédo téxico (Reis, 2021). Comparado ao LI
comercial amplamente utilizado, tetrafluoroborato de 1-octil-3-metimidazolio, que
possui valor de DLso de 45,3 pg/mL frente a Artemia franciscana (TSARPALI;
DAILIANIS, 2015), todos os LIs propostos a serem usados no presente estudo
apresentaram valores acima do valor proposto por Dollabela (1197), indicando que
apresentam baixa toxicidade.

Entéo, conclui-se que os Lls a serem estudados sdo de carater pouco ou
nao-toxico frente a Artemia salina, de acordo com os valores de DLso. Os resultados
agui obtidos possibilitam indicar LIs com menores riscos ecotoxicolégicos do que os

solventes organicos convencionais (REIS, 2021).

3.7 Breve estudo sobre a atividade antioxidante

O termo oxidacdo de uma substancia era comumente definido como a
incorporacao de oxigénio em sua estrutura. Atualmente, pode ser mais precisamente
definido como sendo a conversdo de uma substancia quimica em um derivado com
menor numero de elétrons. Oxidagao, portanto, € a perda de um ou mais elétrons para
outra substancia e o procedimento inverso pode ser considerado como reducéo
(LARSON, 1997 apud ALVES; DAVID, 2010).

Radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidas continuamente
durante os processos metabdlicos e atuam como mediadores para a transferéncia de
elétrons em varias reacdes bioquimicas, desempenhando fungbes relevantes ao
metabolismo, tais como, producéo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento
celular, sinalizagdo intercelular e sintese de substancias biolégicas importantes
(ALVES; DAVID, 2010).
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Porém, quando em excesso, apresentam efeitos deletérios como, por
exemplo, danos ao DNA, proteinas e organelas celulares, causando alteracdes na
estrutura e funcéo celulares estando, dessa forma, envolvidos em muitas patologias a
exemplo do envelhecimento precoce, céancer, doencas cardiovasculares,
degenerativas e neuroldgicas (HALLIWELL et al., 1992 apud ALVES; DAVID, 2010).

Na intencdo de combater esses efeitos, 0s organismos vivos produzem
substancias antioxidantes para prevenir ou regenerar os danos causados, porém,
como a quantidade de substancias antioxidantes produzidas pelo organismo sao
insuficientes, € necessario adquiri-las de fontes externas (ALVES; DAVID, 2010).

Antioxidantes sdo substancias que retardam as reacfes de degradacao
oxidativa, ou seja, reduzem a velocidade da oxidagcdo por um ou mais mecanismos,
como inibicdo de radicais livres e complexagdo de metais, podendo ser naturais ou
sintéticos (PIETTA, 2000 apud DUARTE-ALMEIDA, 2006).

Podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de acdo como
primarios ou secundarios. Os antioxidantes primarios sdo, por exemplo, compostos
fendlicos, atuam interrompendo a cadeia da reacao através da doacao de elétrons ou
hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos termodinamicamente
estaveis ou reagem com radicais livres, formando o complexo lipidio-antioxidante que,
por sua vez, pode reagir com outro radical livre (MORENO; JORGE, 2009)

Ja os antioxidantes secundarios retardam a reacdo de autoxidac@o por
diferentes mecanismos, que incluem complexacdo com metais, sequestro de oxigénio,
decomposicdo de hidroperoxidos para formar espécie ndo radical, absorcdo da
radiacdo ultravioleta ou desativacdo de oxigénio singlete (GORDON, 1990 apud
MORENO; JORGE, 2009).

O emprego de antioxidantes sintéticos na industria de alimentos tem sido
alvo de guestionamentos quanto a sua inocuidade e, devido a isso, pesquisas estao
voltadas para a busca de compostos naturais que exibam esta propriedade funcional,
atuando sozinhos ou sinergisticamente com outros aditivos, como alternativa para
prevenir a deterioracdo oxidativa de alimentos e diminuir o uso dos antioxidantes
sintéticos (POKORNY, 2007 apud MORENO; JORGE, 2009).

Diante disso, ao extrair compostos com potencial antioxidativo, bons
meétodos de determinacdo da presenca desses compostos devem ser utilizados. Neste
trabalho, o método realizado foi o de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

(DPPH). A molécula de DPPH é caracterizada como um radical livre estavel em virtude
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da deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta
deslocalizacéo confere a esta molécula uma coloracgéo violeta, caracterizada por uma
banda de absorcdo em etanol em cerca de 520 nm (YANISHILIEVA; MARINOVA,
1995 apud MORENO; JORGE, 2009).

Este ensaio se baseia na medida da capacidade antioxidante de uma
determinada substancia em sequestrar o radical DPPH (Figura 10), reduzindo-o a
hidrazina. Quando uma determinada substancia que age como doador de &tomos de
hidrogénio é adicionada a uma solu¢do de DPPH, a hidrazina é obtida com mudanca

simultanea na coloracédo de violeta a amarelo palido.

Figura 10 — Reacéo de reducao do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil a 2,2-difenil-
picril-hidrazina, através de compostos antioxidantes

(/f’\i\\\\ _/‘§§
L [

T 2% Compostos g M
. N / Antioxidantes N N
[ < ) | W\ /
I \
\\?; ‘\\/;/J >—I/

ozn ON
Radical DPPH DPPH Reduzido

Fonte: Oliveira et al., 2021.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo da Spirulina (Arthrospira) platensis

A microalga Spirulina (Arthrospira) platensis foi obtida em ambiente externo
no laboratério de Planctologia do Departamento de Engenharia de Pesca da
Universidade Federal do Ceard a partir de um cultivo unialgal e utilizando um sistema
de recirculacdo em reatores de polietileno com volume de 500 L.

Para garantir a alcalinidade do meio seletivo, garantiu-se a adicdo de 10
g/L de bicarbonato de sédio e a cultura foi enriquecida com uréia (0,1 g/L) como fonte
de nitrogénio e superfosfato triplo [Ca(H,P0,),H,0] (0,01 g/L) (SYNTH) como fonte
de fosforo a cada vinte dias. Diariamente, a cultura era enriguecida com efluentes de
aquicultura para repor as perdas por evaporacao.

A biomassa foi filtrada diariamente, por aproximadamente duas horas,
utilizando uma manta sintética de fibra de vidro com 60 ym. Essa biomassa Umida, foi,
em seguida, seca em estufa com recirculacdo de ar a 60 °C e triturada, a fim de obter-
se um po fino. Essa biomassa em po foi armazenada a temperatura ambiente (25 °C)

em frascos com tampa até a realizacdo dos experimentos.

4.2 Sintese dos Liquidos l6nicos

Os liquidos i6nicos (LIs) foram previamente sintetizados, bem como,
caracterizados no laboratério do Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Processos
Biotecnoldgicos (GPBio) da Universidade Federal do Cearé (Reis, 2021). A seguir, 0

processo de sintese e a caracterizacéo dos LIs serdo descritos.

4.2.1 Sintese de Hidroxido de (2-hidroxietil)-trimetilamdnio [ChOH]

O liquido i6nico hidréxido de (2-hidroxietil)-trimetilaménio ou hidroxido de
colina [ChOH] foi produzido através da reacdo equimolar de 0,82 mol (108,74 g) de
cloreto de colina com 0,82 mol (46,28 g) de hidroxido de potassio, de acordo com Reis
(2021). O cloreto de colina e o hidroxido de potéssio foram diluidos separadamente
em etanol 99,5% (v/v) e adicionados a um reator de vidro (1L) equipado com agitador
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mecanico e conectado a um banho termostatico. Logo, em seguida, a reacado foi
executada a 60 °C, 600 rpm por 24 horas.

Ao final das 24 horas, a solucao foi filtrada a vacuo com a utilizagdo de um
filtro Millipore e uma membrana de politetrafluoretiieno (PTFE) com 0,45 uym de
porosidade a temperatura ambiente (25°C). Esta filtracdo foi repetida trés vezes a fim
de remover todo o KC| formado. Em seguida, a mistura foi submetida a um processo
de evaporacdo a vacuo a uma temperatura de 60°C por 24 horas utilizando um
evaporador rotativo (QUIMIS, modelo Q344B2). Apbés secagem, o produto foi
armazenado em vidro encamisado com papel aluminio para evitar a degradacao pela
luz e mantido na geladeira até sua utilizacao.

A Figura 11 apresenta a reagéo de sintese do liquido i6nico hidroxido de
colina que foi nomeado de [ChOH].

Figura 11 - Reacdo de sintese do LI hidroxido de (2-hidroxietil)-
trimetilamoénio [ChOH]

OH
Nt~ _ Nt
/lTl Cl + KOH — /l\|l

OH|
HO + KCl

Fonte: Reis, 2021.

4.2.2 Sintese de Citrato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio [ChCit]

O citrato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio ou citrato de colina [ChCit] foi
sintetizado a partir da reacdo equimolar de acido citrico (99,5%; v/v) e hidréxido de
colina, conduzida em um baldo de trés bocas, equipado a um condensador,
termometro e funil de destilagéo.

Apés a dissolucao de 0,0434 mol (8,39 g) de acido citrico 99,5% m 40 mL
de 4gua deionizada, essa solucéo foi gotejada lentamente a 0,0434 mol (5,27 g) de
hidroxido de colina e posteriormente mantida sob agitacdo vigorosa por 24 horas.
Decorridas as 24 horas, o LI passou por um processo de secagem e armazenamento

semelhante ao LI descrito anteriormente, sendo este LI nomeado de [ChCit].
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4.2.3 Sintese de Acetato de (2-hidroxietil)-trimetilamdnio [ChAC]

O acetato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio ou acetato de colina [ChAc] foi
sintetizado a partir de uma mistura equimolar de &cido acético e hidroxido de colina
em baldo de trés bocas, equipado com condensador, termémetro e um funil de
destilacao.

Inicialmente, adicionou-se 0,1 mol (12,12 g) de hidroxido de colina num
baldo de trés bocas de 200 mL e, em seguida, acrescido de 0,1 mol (6,02 g) de acido
acético 99,7% (v/v) foi gotejado lentamente com o auxilio de um funil de destilacéo.
Essa solucao foi mantida sob agitacéo vigorosa por 24 horas. Ao final das 24 horas, 0
LI foi submetido a um processo de evaporacao a vacuo a 60°C por 24 horas utilizando
evaporador rotativo (QUIMIS, modelo Q344B2). O LI foi armazenado em vidro de

ambar para uso posterior e nomeado de [ChACc].

4.2.4 Sintese de Bissulfato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio [ChBis]

A sintese do bissulfato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio ou benzoato de
colina foi baseada no estudo de Kim et al. (2010), com algumas modificacées (Reis,
2021).

Inicialmente, 0,2 mol (20,02 g) do &cido sulftrico foi gotejado lentamente a
0,2 mol (24,23 g) do hidréxido de colina e agitado (150 rpm) por 24 horas. Devido a
reacao ser muito exotérmica, além do condensador ja acoplado ao balédo, o baldo foi
mantido em um banho de gelo. Decorridas as 24 horas, o LI foi lavado com 13,6 mL
de acetato de etila, com posterior secagem no sistema de evaporacao a vacuo a 60°C
por 24 horas. O LI foi armazenado em vidro de ambar para uso posterior e nomeado
de [ChBis].

4.3 Caracterizacédo dos Liquidos I6nicos

Neste topico, sdo apresentados os métodos de caracterizacdo dos Lls
produzidos, devido a limitada quantidade de dados encontrados na literatura. Para

isso, analisou-se a densidade e a viscosidade dos LlIs obtidos (REIS, 2021).
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A densidade e viscosidade dos liquidos foram medidos utilizando um
densimetro (Anton Paar /DAS-5000) e um viscosimetro digital (SVM 3000 — Anton
Paar), onde foram injetadas amostras de 5 mL do LI para cada andlise.

O pH foi averiguado com auxilio de pHmetro (TECNAL TEC-05) e o teor de
agua, por um titulador automatico Karl Fischer Coulométrico (Metrohm, modelo titrino)
(REIS, 2021).

4.4 Extracdo por ultrassom de ficobiliproteinas

A solucéo do solvente de extracdo foi preparada misturando-se 20 g do LI
e 20 mL de solugéo tampéo (1:1 m/v), em seguida, 1,26 g de microalga foi adicionada
a 10 ml da solugéo de LI. Esse valor decorre de resultados de ensaios preliminares
tendo como variaveis de entrada: pH, razdo solvente:biomassa e temperatura
(RODRIGUES, 2017). Assim, para o pH 7,0, a razdo solvente:biomassa foi de 7,93
mL/g.

A extracdo de ficobiliproteinas foi realizada em banho ultrassdnico
(UNIQUE, USC-1400A) em temperatura ambiente (25°C). Para avaliar a influéncia do
tempo de extracdo, aliquotas de extrato foram retidas com 30, 60 e 90 min.

Cada aliquota retirada foi centrifugada a 6000 rpm por 10 min (GmCLab
GILSON, CAPSULFUGE PMC-880, JAPAO). Em seguida, a densidade otica do
sobrenadante foi determinada por espectrofotometria (eppendorf BioSpectrometer®
kinetic) nos comprimentos de onda 562, 615 e 652 nm. Em alguns casos, foram feitas
diluicbes para que os valores obtidos ndo ultrapassassem o valor de 0,800. As

diluicdes estao descritas nos resultados.
4.5 Determinacéo das ficobiliproteinas extraidas
4.5.1 Determinacao da concentracao, pureza, rendimento e produtividade
As concentracdes de ficocianina e aloficocianina foram estimadas através do

método definido por Bennett e Bogorad (1973) e os calculos foram realizados pelas

Equacbes 1 e 2, respectivamente.
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_ D0g15-0474-D0gs;
CF = S3a (1)
DO —-0,208:-D0O
CAF — 652 615 (2)
5,09
Sendo:

CF é a concentracgdo de ficocianina (g/L)

CAF é a concentracdo de aloficocianina (g/L)

DOs15 € DOss2 s@o as densidades 6ticas nos comprimentos de onda 615 nm e 652
nm, respectivamente.

Todas as analises foram feitas em triplicata e os resultados apresentados como

meédia + desvio padrao, e a Figura 12 ilustra as amostras.

Figura 12 — Aliquotas em triplicatas
retiradas durante a extracao.

Fonte: Autora, 2023.

O rendimento e a produtividade também foram determinados utilizando-se as

Equacgbes 3 e 4, respectivamente.

R — Cpigmento'Vsolvente (3)

Mupicroalga

P — Cpigrtnento (4)

sendo:

R é o rendimento (mg/g)

C é a concentracao de pigmento extraido (g/L)
V é o volume do solvente (L)

m € a massa de microalga (g)

P é a produtividade (g/(L.h))

t é o tempo em h
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4.5.2 Analises microscopicas

Também, foram realizadas analises microscopicas para verificar se rompeu a
parede celular da Spirulina platensis.

Apds a extracdo, para melhorar a visualizagdo na analise do microscépio, foram
feitas cinco lavagens com a biomassa restante. As lavagens consistiram em adicionar
solucédo tampéao nos tubos Eppendorf que estava a biomassa restante, agitou-se em
vortéx por 30 segundos e em seguida, centrifugadas por 10 min a 6000 rpm (GmCLab
GILSON, CAPSULFUGE PMC-880, JAPAO). Logo, as amostras foram realizadas em
zoom Optico de 100x (Tecnal, TEC-5) da biomassa de microalga antes e apés a

extracao.

4.5.3 Determinacao da atividade antioxidante

No extrato obtido com a maior concentracdo de ficobiliprotéinas foi determinada
a atividade antioxidante. Para a determinacéo da atividade antioxidante, foi utilizado o
método in vitro de sequestro do radical de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), obtido
pela mudanca caracteristica de cor da solucdo de DPPH em metanol (Carlos et al.,
2021).

Primeiramente, foram adicionados 3 mL da amostra do extrato com
concentragéo de 200 ug/mL com 1 mL da solugédo de DPPH a 0,1 mM. Em seguida,
foram medidas as absorbancias a 517 nm apds 30 min de reacao na auséncia de luz.
A mudanca na coloracdo de purpura para amarelo evidencia que houve reducao, ao
passo que, a capacidade de reducéo desse radical pode ser avaliada pela diminuicao
na absorbéncia medida.

O percentual da atividade antioxidante foi calculado utilizando a Equacgéao 5

(Renugadevi et al. 2018). O &cido ascérbico foi utilizado como padréao.

Atividade antioxidante = [(AOA;AI)] -100 (5)
0

sendo,
Ao é a absorbancia de DPPH sem amostra dos pigmentos

A1 é a absorbancia contendo a amostra de pigmento com DPPH.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo dos Liquidos Iénicos

A Figura 13A e 13B apresenta o aspecto visual dos liquidos i6nicos
sintetizados antes e depois das extracdes, respectivamente. O liquido i6nico hidréxido
de colina, precursor dos demais LIs, é o que apresenta uma cor mais escura. Os
ndameros em cada amostra correspondem a:

1. Acetato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio
Hidréxido de (2-hidroxietil)-trimetilaménio
Citrato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio
Tampao fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,0)

ok~ 0N

Bissulfato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio

Figura 13 — Solucgbes de liquidos ibnicos antes (A) e
depois das extracdes da ficobiliproteinas (B).

Fonte: Autora, 2023.
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Para melhor compreensdo, as estruturas quimicas dos liquidos ibnicos

utilizados neste trabalho foram dispostas na Tabela 02.

Tabela 2 - Descricdo, estrutura quimica e abreviatura dos nomes dos quatro
liquidos ibnicos obtidos a partir da colina.

Cation Colina

"
|:/I/\I\/\OH‘|
EWE do Nome Abreviatura Estrutura Quimica
nion
L Hidroxido de (2- [ChOH] ou | -
Hidroxido de  pigroxieti)- ~ Hidroxido de N
potassio A : / OH
trimetilaménio  colina
Acido Bissulfato de  [ChBis] ou | 7
sulfarico 98% (2-hidroxietil)-  Bissulfato de NE 0O—S—O0H
viv trimetilamoénio  colina / OH H
. . |
Citrato de (2- [ChCit] ou NI 0O OH O
Acido citrico  hidroxietil)- Citrato de / o M\O—
trimetilamoénio  colina HO ﬁ\
0" "OH
0]
) Acetato de (2- [ChAc] ou | )]\
Acido acético hidroxietil)- Acetato de _NF o
trimetilamonio  colina / " OH

Fonte: Autora (2023).

Os valores de densidade e viscosidade dos liquidos i6nicos sintetizados
estdo apresentados na Tabela 03. N&o foi possivel determinar estas propriedades
para o LI bissulfato de colina e citrato de colina, a 25 °C, devido as limitagcdes do
equipamento.

Tabela 3 — Propriedades dos LlIs de colina sintetizados a 25°C

_— . Densidade Viscosidade
Liguido 16nico

(g/cm?3) (mPa.s)
[ChOH] 0,9799 111,75
[ChAC] 1,0813 30,117
Tz'a\mpao Fosfato de 1,0202 0.890
sodio

Fonte: Autora (2023).
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Como ja citado, o cation tem grande influéncia na viscosidade, porém,
como o cation utilizado foi o mesmo para todos os Lis, é provavel que as diferencas
nos resultados se devem a influéncia do anion utilizado.

Assim, a alta viscosidade do hidroxido de colina pode ser atribuida ao
tamanho do cation e a fortes interagdes intermoleculares, principalmente ligacées de
hidrogénio, assim como citado por Bessa (2015). Porém, o valor obtido foi menor que
0 obtido por Bessa (2015) que registrou valor entre (392,71 mPa.s — 198,03 mPa.s)
por possuir ainda etanol que nao foi totalmente rotoevaporado, comprovado na analise de
RMN.

Segundo Pinheiro (2021), o tamanho do ion e o0 pequeno volume de vazios,
além da presenca de forcas eletrostaticas e interacdes de Van der Waals, também
sdo responsaveis pelos altos valores de viscosidade. Além disso, segundo Uddin et
al. outra possivel explicacdo para isso é que anions muito simétricos ou quase
esféricos sdo comparativamente mais viscosos.

Também, observa-se que o tampao fosfato de sodio apresenta baixa
viscosidade e densidade, menor que todos os LIs de colina avaliados, sendo um
resultado ja esperado, devido ao solvente ser agua e a quantidade de sais utilizada é
baixa (100 mmol/L).

A perceptivel diferenca nos valores obtidos, sugere que uma grande
guantidade de LIs a base de colina pode ser sintetizada variando apenas o anion.

O pH e o teor de &gua dos liquidos idnicos sintetizados estao apresentados

na Tabela 4.

Tabela 4 — Valores obtidos de pH e Teor de agua dos LIs

Liquido 16nico pH Teor de agua
[ChOH] 14,06 < 5%
[ChAC] 5,07 <5%
[ChCit] 3,05 < 5%
[ChBis] 0 <5%

Tampao Fosfato de
sédio (0,1 M)
Fonte: Autora (2023).

7,00 <5%
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Os valores obtidos decorrem do fato de que nos liquidos ibnicos o carater
acido ou basico é determinado apenas pela natureza do anion e a faixa de acidez
desejada (entre fortemente bésico e fortemente &cido) pode ser obtida de acordo com
a escolha do anion (SILVA, 2004). Todos os liquidos i6nicos, com excecdo do
hidroxido de colina, apresentam carater acido e o mais acido é o bissulfato de colina.
O pH interfere na extracdo da ficobiliproteinas, sendo necessario avaliar a
performance deles. O tampé&o, como ja esperado, tem pH neutro.

Todos os Lls sintetizados apresentaram teor de agua menor que 5%,

indicando que o0s processos apos a sinteses foram bem executados.

5.2 Determinacdao das ficobiliproteinas extraidas

As Figuras 14A a 14D apresentam os resultados obtidos nas extragdes com
cada LI e fornecem um comparativo com o tampado fosfato de sodio. As
ficobiliproteinas extraidas da microalga Spirulina platensis foram a ficocianina e

aloficocianina.

Figura 14 - Concentracao (mg/L) de ficocianina (barra
azul escura) e aloficocianina (barra azul clara) obtidas
por extracdo em ultrassom da microalga Spirulina
platensis por diferentes liquidos i6nicos de colina e
em tampao fosfato de sddio 0,1 M a pH 7: a) tampéo
fosfato de sédio 0,1 M a pH 7; b) liquido ibnico acetato
de (2-hidroxietil)-trimetilaménio; c) liquido i6nico
citrato de (2-hidroxietil)-trimetilamdnio; d) liquido
ibnico bissulfato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio.
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Fonte: Autora, 2023.

Em todos os solventes avaliados, os valores maximos de concentracdo das

ficobiliproteinas foram atingidos com 60 min de extracdo. Apos esse tempo, os valores

OuU permaneceram iguais ou decresceram.
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N&o foi possivel determinar a quantidade de ficocianina e aloficocianina
presente no extrato obtido usando LI hidréxido de colina como solvente. Uma possivel
explicacdo é que a cor desse LI pode ter influenciado na anélise espectrofotométrica.
No entanto, foi observado uma alta degradacéo das células e uma possivel explicacdo
€ o0 pH bastante alcalino da solucéo do LI (pH 14).

As maiores concentracdes de ficocianina e aloficocianina foram obtidas
utilizado o LI bissulfato de colina, alcangando concentracfes de 75 mg/L de ficocianina
no tempo de 90 minutos e 155 mg/L de aloficocianina no tempo de 60 minutos.
Enquanto os LIs acetato e citrato, apresentaram baixo rendimento de extracao,
apresentando concentracdo de ficocianina de 25 mg/L em 30 minutos (acetato de
colina) e 18 mg/L em 60 minutos (citrato de colina) e de aloficocianina de 30 mg/L em
90 minutos (acetato de colina) e 55 mg/L em 60 minutos (citrato de colina). A
ficobiliproteina mais extraida foi a aloficocianina, devido ao maior rompimento celular
gue ocorrido. Pode-se, inclusive, inferir que € possivel que clorofila também tenha sido
extraida e os resultados tenham sido comprometidos pela presenca da clorofila nos
extratos.

Todos os LlIs avaliados apresentaram uma menor eficiéncia de extracao
comparado com o tampao de fosfato de sédio, indicando fortemente que a estrutura
do LI e o pH, mais especificadamente o carater acido, influenciaram negativamente
na extracao.

Os resultados de produtividade também foram dispostos em gréficos para

melhor visualizac&o, sendo apresentados na Figura 15.



Figura 15 - Produtividade

de ficocianina e

aloficocianina (mg/(L.min)) obtidas por extracdo em
ultrassom da microalga Spirulina platensis usando
diferentes liquidos idnicos de colina e em tampé&o
fosfato de sédio 0,1 M a pH 7: a) tampéao fosfato de
sédio 0,1 M a pH 7; b) liquido ibnico acetato de (2-
hidroxietil)-trimetilamonio; c) liquido idnico citrato de
(2-hidroxietil)-trimetilaménio; d) liquido idnico
bissulfato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio.
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Fonte: Autora, 2023.

De maneira geral, as produtividades alcancadas também nao se mostraram
boas, e novamente, o0 aumento de tempo de extracdo ndo favoreceu os resultados.
Mostrando mais uma vez que, além da questado do tempo, € provavel que os LIs de
colina ndo sejam bons solventes para esse tipo de extracao.

Na Figura 16 é apresentado um comparativo do rendimento das
ficobiliprotéinas obtidas e observa-se que os Lis citrato de colina e bissulfato de colina
propiciaram os maiores rendimentos de ficocianina, apresentando 19 mg/g cada. E o
maior rendimento de aloficocianina foi obtido usando o LI bissulfato de colina que
apresentou 1,25 mg/g.

Mais uma vez, podemos observar que, para todos os Lis utilizados, os
rendimentos de extracdo de aloficocianina foi maior que o de ficocianina, mostrando
o grande poder de difusdo dos Lis utilizados, em especial, do bissulfato de colina, e a

maior interacdo deste LI com os pigmentos. Além disso, esse resultado indica que
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tanto o tamanho da cadeia do anion e o pH do solvente pode influenciar no processo

de extracao.

Figura 16 — Rendimento de A) ficocianina (mg/g) e B)
aloficocianina extraidas da microalga Spirulina platensis
por 30 min usando diferentes liquidos i6nicos de colina
e tampao fosfato de sédio 0,1 M a pH 7: a) tampéao
fosfato de sodio 0,1 M a pH 7; b) liquido i6nico acetato
de (2-hidroxietil)-trimetilaménio; c¢) liquido i6nico
hidroxido de (2-hidroxietil)-trimetilaménio; d) liquido
idnico citrato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio; e) liquido
ibnico bissulfato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio.
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Apés separacdo do sobrenadante, extrato rico em ficobiliproteinas, e
realizada a preparacéo descrita no tépico de Material e Métodos, avaliou-se a parede

celular da microalga antes e apds exposta aos varios liquidos iénicos (Figura 17).
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imagens apresentadas verifica-se que houve um

rompimento celular nos processos de extracdo avaliados, apesar dos resultados de

extracdo ndo terem sido satisfatérios, evidenciado pela mudanca de estrutura da

microalga.

Figura 17 — Comparativo entre microalgas antes da extracao (a) e microalgas apos
extracdo com cada solvente (b-f)

a) Microalga antes da
extracao

d) Citrato de Colina

e) Tampéo

f) Bissulfato de Colina

Fonte: Autora, 2023.

Martins et al. (2016) adotou um tempo de 20 min para aumentar a

seletividade na extracdo de ficobiliproteinas utilizando liquidos iénicos. Martins et al.

(2016) também constatou que para liquidos ibnicos de mesmo cation, o LI com &nion

acetato, apesar de apresentar bons resultados de extracdo de ficobiliproteinas,

também extraiu clorofila.

Martins et al. (2016) também avaliou a influéncia da concentracdo da

solucdo do LI utilizado e constatou um certo aumento no rendimento das

ficobiliproteinas extraidas com o aumento da concentracao da solucéo de LlI.
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Além disso, as condicbes do meio podem ter contribuido para a
desnaturacdo dessas ficobiliproteinas ou ainda, comprometido a estrutura desses
compostos.

A atividade antioxidante foi determinada no extrato de ficobiliproteinas
obtidas usando o LI de bissulfato, apresentando uma atividade antioxidante pelo
método de DPPH de 7,94%, resultado também menor frente ao apresentado pelo
tampéao fosfato de sédio, que foi de 23,4%.

Carlos (2020) utilizou 0 mesmo tampéo e a mesma microalga variando a
pressdo para extracdo de ficobiliproteinas e obteve os resultados de atividade
antioxidante de aproximadamente 60% usando o extrato bruto de ficobiliproteinas
obtido apds 240 min de pressurizagdo a diferentes pressdes pelo método de DPPH,
usando amostras com concentragdo de 200 pyg/mL.

Os resultados deste estudo séo inferiores ao obtido por Carlos (2020),
porém o tempo de extracdo usado por estes autores foram 240 min, enquanto neste
estudo foi de 90 min, e a concentragéo de ficobiliproteinas foi maior.

Para os resultados de atividade antioxidante dos liquidos idnicos é possivel
gue as condicbes acidas do meio ou muito basica (no caso do hidréxido de colina)
tenham desnaturado as ficobiliproteinas presentes, diminuindo assim, sua atividade

antioxidante.
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6 CONCLUSAO

Com a realizacdo deste Trabalho Final de Curso concluiu-se que o0s
liguidos i6nicos de colina ndo sdo op¢des a serem consideradas na extracdo de
ficobiliproteinas de microalgas de Spirulina platensis usando o processo de ultrassom
e nas condices avaliadas. Os baixos resultados de concentragcdo, produtividade,
rendimento e atividade antioxidante, demonstraram que o alto poder difusivo desses
compostos, 0 que pode ter ocasionado a extracdo ndo s6 de ficobiliproteinas, como
também outros compostos presentes na Spirulina platensis, como a clorofila, por
exemplo, dificultando a observacdo dos resultados relativos apenas as
ficobiliproteinas pretendidas.

Logo, novas condigbes poderdo ser avaliadas em trabalhos futuros ou
avaliados outros liquidos ibnicos que apresentem um pH proximo a neutralidade e que
possibilitem a recuperacédo e purificacdo dessas ficobiliproteinas, sem comprometer

sua estrutura e atividade.
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