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Introducio

A cianobactéria Arthrospira (Spirulina) platensis destaca-se por possuir uma ampla variedade
de compostos, oferecendo propriedades nutricionais, farmacoldgicas, entre outras (de Almeida;
Camargo; Seno, [s. d.]). E constituida por cerca de 70% de proteinas em sua biomassa, sendo fonte de
diversos aminoacidos, além de acidos graxos essenciais e outros lipideos, minerais, vitaminas e
pigmentos como [B-caroteno ¢ ficobiliproteinas, despertando, assim, interesse para diversas aplica¢des
em biorrefinaria (Araujo et al., 2021; Pessoa, 2010).

Dentre esses bioativos, a ficocianina, acessorio fotossintético da cianobactéria, € o mais
relevante para uso comercial. Na inddstria, pode ser utilizada como corante natural em cosméticos,
alimentos e tecidos. Além de possuir funcdo terapéutica devido sua agdo antioxidante, anti-
inflamatéria, antiviral, antitumoral, antidiabética, hepatoprotetora e neuroprotetora, sendo visada
também pela indistria farmacéutica (Athiyappan; Chaudhuri; Balasubramanian, 2024; Capelli;
Cysewski, 2010).

O processo de extragdo da ficocianina é realizado por meio da ruptura celular da Spirulina e a
utilizagdo de um solvente adequado. Pispas e colaboradores (2024) atestaram que a escolha do
solvente extrativo ¢ fundamental para promover maior estabilidade para a molécula ou até mesmo
aumentar a pressdo osmotica no meio, que facilita a quebra da parede celular devido a ocorréncia do
processo de homeostase pela alta concentracdo de sais. Ademais, o tipo de processo de extragdo
também desempenha um papel crucial na eficiéncia da recupera¢do desse composto. Em relagdo ao
processo, foi demonstrado que o congelamento-descongelamento (C/D) da biomassa € um
procedimento simples e eficaz (Pispas et al., 2024), mas que em escala industrial, pode aumentar o uso
de energia elétrica, se tornando um processo custoso.

E de extrema importancia a otimizagdo da recuperagdo de ficocianina para tornar a produgao
deste composto economicamente viavel. Contudo, processos verdes devem ser considerados, visando
o uso de solventes e técnicas de rompimento celular mais sustentaveis. Estudos utilizando micro-
ondas, tratamento enzimatico, campo elétrico pulsado e ultrassom (US) tém se mostrado alternativas
eficazes (Berrouane et al., 2022). Scheffler (2019) verificou que o uso do C/D da biomassa imida com
tampao fosfato de sodio (PB), promoveu uma maior recuperacao de ficocianina quando comparado ao
uso de ultrassom. Ja Athiyappan, Chaudhuri e Balasubramanian (2024), ao utilizarem as mesmas
condi¢des de extracao, obtiveram maior rendimento do bioativo quando aplicaram US. O uso de US ¢
uma alternativa viavel a indistria, e ha diferentes resultados descritos na literatura. Outra questdo a ser
investigada € o tipo de solvente que gera maior eficiéncia de recuperagdo. A agua pura pode ser uma
escolha bastante razoavel pela eficiéncia ja demonstrada e pelo fato de ndo se ter gasto extra com a
aquisi¢do de sais (Wachda et al., 2019).

Sendo assim, este estudo tem como objetivo avaliar a extragdo da ficocianina da biomassa da
Arthrospira (Spirulina) platensis, cultivada em fotobiorreator por meio do uso de congelamento-
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descongelamento, banho ultrassénico ¢ ambos os métodos conjugados, com o uso de agua como
solvente, visando a maxima recuperacdo deste biocomposto no contexto de biorrefinaria.

Material e Métodos

Cultivo

Foi utilizada Arthrospira (Spirulina) platensis (cole¢do Elizabeth Aidar, Departamento de
Biologia Marinha, Universidade Federal Fluminense) que vem sendo mantida no Laboratério de
Biotecnologia de Microalgas (LABIM), do Instituto Nacional de Tecnologia. O cultivo foi realizado
em meio de cultivo Zarrouk modificado, sob luz LED branca em reator de sistema fechado de 240 L
com bombeamento de ar, em sala a 25°C durante 10 dias. Ao final do cultivo, a biomassa foi
recuperada por filtragdo e posteriormente liofilizada.

Extracio de ficocianina

A extragdo de ficocianina (FC) da biomassa foi realizada com a utiliza¢do de agua destilada
como solvente extrativo. O estudo foi realizado em duas etapas: 1) determinacdo da razdo de
massa/volume adequada para um maior rendimento na recupera¢do do bioativo; 2) comparagdo da
influéncia do uso de diferentes métodos extrativos no teor do pigmento e na pureza do extrato.

Inicialmente, a biomassa foi submetida a 5 ciclos de C/D adotando-se concentragdes de 2, 25 e
48 g/L. Em seguida, utilizando a concentrac¢do de 25 g/L, foi realizada extracdo do bioativo em banho
ultrassonico (USC-1800, Unique, Brasil) com sistema projetado pelo nosso grupo para manutencao da
temperatura em 28°C, durante 120 minutos (US120). Apds a quantificacdo da recuperagdo de
ficocianina por US120, a amostra foi submetida ao C/D para potencializar a recuperagdo do pigmento
(US120 + C/D).

Depois da aplicagdo dos métodos extrativos, C/D, US120 ¢ US120 + C/D, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos, a 10°C; o debris celular foi separado e, a partir do
sobrenadante recolhido, foi realizada a quantificacdo da ficocianina extraida.

Analise de ficocianina

O extrato foi analisado via espectrofotometro UV-Vis (G10S UV-Vis, Thermo Scientific,
USA). Para quantificar a ficocianina presente na biomassa, foi utilizada a equagao 1, estabelecida por
Bennett & Bogorad (1973).

Ag15—0,474) x A 14 ~
(4615 534) 652)_ Equagio 1

[Ficocianina] = ( -

Onde Ag;s € a absorbancia no comprimento de onda 615 nm; e Ags, € a absor¢do da amostra no
comprimento de onda 652 nm, V ¢ o volume de extragdo e m € a massa de biomassa utilizada.

Testes estatisticos

Foram realizadas analises estatisticas utilizando o software Statistica, versdo 7.0 (Statsoft.,
2004). Para as comparacdes em ambas as etapas, realizou-se ANOVA e Tukey para 95% de nivel de
confianca.

Resultados e Discussao

Estudo 1

Nesta etapa do estudo, foi avaliada a recuperagdo da ficocianina utilizando diferentes
concentragdes (biomassa/solvente) via ciclos de congelamento-descongelamento (C/D), em triplicata.
Ao todo, foram realizados 5 ciclos, onde verificou-se que ha diferenca significativa no teor do bioativo
em relacdo ao numero de vezes que o extrato ¢ submetido aos ciclos de C/D (Tabela 1 e grafico 1).
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Isso ocorre porque, ao congelar os extratos, ¢ favorecida a formacao de poros na parede celular da
cianobactéria e posterior rompimento celular quando do descongelamento. Quanto maior o numero de
ciclos, maior a extensdo do rompimento, facilitando ao solvente extrator a solubilizagdo dos
metabolitos intracelulares (Scheffler, 2019).

Figura 1: Amostra de suspensdo de biomassa de Spirulina submetida a 4 ciclos de congelamento-
descongelamento, vista ao microscopio optico. Aumento de 1000X.
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Na tabela 1, sdo mostrados os valores obtidos a cada etapa do processo de extracdo, onde
observou-se que 2 g/L. extraiu alto teor de ficocianina em ntimero de ciclos reduzido, tendo sido
alcancado rendimento de 142,9 mg/g em apenas 2 ciclos. Entretanto, as concentragdes de 25 e 48 g/L
sdo superiores a utilizagdo de 2 g/L, alcangando teores de até 204,3 mg/g e¢ 204,5 mg/g,
respectivamente, de ficocianina na biomassa. Além disso, nas maiores concentragdes foram
observados teores similares no 5° ciclo de extra¢do. Portanto, foi selecionada a razdo m/v de 25 g/L
para a continuag@o do estudo de diferentes métodos extrativos.

Tabela 1: Teores de ficocianina na biomassa de Spirulina em diferentes concentragdes a partir
do processo de congelamento-descongelamento.

Teor de ficocianina recuperado da biomassa de Spirulina (mg/g)*
Ciclos 2 g/ 25 g/LL 48 g/L
1 34,5+ 0,35° 35,9+ 1,66% 36,7+ 1,21°
2 142,9 + 22,5 62,3 + 6,32° 91,3 + 1,75
3 150,2 + 5,02° 187,6 + 12,8" 178,6 + 6,28"
4 190,2 + 6,37%" 196,4 + 1,528 190,0 + 4,87¢
5 181,1 8,87 204,3 + 4,63" 204,5 + 3,54"

*Média = desvio padrio; resultados com a mesma letra ndo apresentam diferengas significativas entre si.
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Grafico 1: Rendimento de ficocianina em diferentes ciclos de extragao.
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Wachda e colaboradores (2019) ndo identificaram diferengas significativas ao utilizar
diferentes concentragdes de biomassa de Spirulina em agua destilada, no método extrativo de
congelamento-descongelamento. Em seu estudo, afirmaram que o aumento da concentragdo do extrato
ndo influenciou no rendimento da recuperacgdo da ficocianina. Esse resultado foi diferente da presente
pesquisa, visto que ao aumentar a massa de biomassa utilizada, foi possivel observar um aumento no
rendimento da extracdo, comprovada estatisticamente.

Estudo 2

A fim de avaliar diferentes métodos de extracdo de ficocianina e otimizar a recuperagdo da
ficocianina, primeiramente, 6 replicatas de suspensdo de biomassa em agua, a 25 g/L, foram levadas
ao banho ultrassonico, durante 120 minutos, com temperatura controlada a 28°C. O Grafico 2 mostra
que este processo promoveu uma recuperacdo de 64,6 mg/g de FC na biomassa de Spirulina. Esse
resultado indicou uma baixa eficiéncia do processo quando comparado ao método de congelamento-
descongelamento, obtendo uma eficiéncia de apenas 31,6% considerando o maior valor obtido no
processo de C/D.

Com o intuito de avaliar a eficiéncia da utilizagdo dos métodos em conjunto, a fim de
maximizar a extra¢do da ficobiliproteina, foram aplicados ciclos de C/D posteriormente ao US120. Ao
todo, foram realizados 3 ciclos, onde observou-se que houve um aumento significativo na recuperacdo
da ficocianina ja no 1° ciclo (169,5 mg/g + 20,4), em comparacao ao uso de apenas US120 (64,6 mg/g)
ou 1 ciclo de C/D (35,9 mg/g) (Tabela 1). Foi atestada a otimiza¢do do processamento da biomassa
pela diminuicdo do nimero de ciclos e, por conseguinte, do tempo total de extragdo, visto que o 3°
ciclo de C/D se mostrou bastante eficaz, alcancando um rendimento de até 190,3 mg/g na recuperacao
de ficocianina da biomassa, e uma eficiéncia de 93,1% levando em conta ao teor obtido no Estudo 1.
Os resultados podem ser visualizados no Grafico 2, que indica o crescimento na eficiéncia de extragdo
apos cada ciclo de C/D.
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Grafico 2: Rendimento em ficocianina alcangado por 120 minutos de banho ultrassénico em conjunto
de 3 ciclos de congelamento-descongelamento
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*Resultados ndo apresentam diferengas significativas entre si.

Ademais, embora o uso de US120 + C/D tenha apresentado vantagens na diminui¢do do
tempo de processamento frente ao método classico, sendo necessarios apenas 3 ciclos de C/D do
extrato para se equiparar com o maximo extraido, foi constatado que o uso de C/D foi mais eficiente
para a recuperagdo da ficocianina.

Tavanandi e colaboradores (2018) relataram que ao utilizarem 1,5 minutos de ultrassom de
sonda seguidos por 2 ciclos de C/D, extrairam cerca 109 mg/g de ficocianina, obtendo uma eficiéncia
de 92% e diminuindo o tempo de processamento dos métodos. Ainda, constataram um aumento no
rendimento na recuperacdo de ficocianina quando comparado ao ultrassom ¢ a ciclos de C/D sozinhos,
o que também ndo foi visto no presente trabalho. Desta forma, percebe-se que ha ainda a necessidade
de melhorias no processo. Entretanto, os valores alcancados demonstram a relevancia do uso,
principalmente do ultrassom em novos estudos.

Grafico 3: Rendimento em ficocianina extraida por US120, US120 + C/D e 5 ciclos de C/D.

Teor de FC por diferentes métodos extrativos
204,3
200 190,4 I

3 150
b0
E
2 100
3 64,56
1Sy
[]
()]
F 50

0 US120  mUS120 +C/D c/D

Processos extrativos

Conclusdes
O método de congelamento-descongelamento utilizado revelou que o uso das concentragdes

de 25 ¢ 48 g/L promoveram a extragdo de ficocianina com rendimentos similares, 204,3 ¢ 204,5 mg/g,




n 63° Congresso Brasileiro de Quimica
x v B Q 05 a 08 de novembro de 2024
- Salvador - BA

respectivamente, e maiores que 2 g/L, 190,2 mg/g. Notou-se que, a razdo massa/volume influenciou
no rendimento da extragdo de ficocianina. Além disso, ao comparar os métodos extrativos, o uso de
banho ultrassonico n3o se mostrou eficaz, mas a inser¢do da etapa de C/D aumentou
significativamente na recuperagdo do bioativo, alcangcando uma eficiéncia de 93,1% e diminuindo o
tempo de processo do C/D para 3 ciclos. Ainda, o congelamento-descongelamento se destaca pelo
rendimento de extragdo, embora seja um processo pouco viavel a industria. Esses dados, ndo so
aprofundam a compreensdo da extracdo do pigmento na biomassa da A. platensis, mas também
oferecem informagdes acerca do potencial uso de diferentes métodos extrativos, a fim de maximizar e
otimizar a recuperag@o da ficocianina para aplicagdes em biorrefinaria.
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