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RESUMO

Este trabalho possui como objetivo principal avaliar diferentes métodos de
rompimento celular para a extracdo de proteinas e ficocianinas da Spirulina
platensis. Para tanto, foram utilizados o0os métodos de congelamento-
descongelamento, vOortex em presenca de pérolas de vidro e ultrassom. O método
de congelamento-descongelamento foi avaliado em duas condi¢cdes diferentes de
congelamento da biomassa (freezer e ultrafreezer). As analises mostraram que o
método de congelamento ndo influenciou significativamente os resultados, sendo
possivel extrair 64,69 mg g de ficocianinas 48,35 g 100 g! de proteinas. A
extracdo com vortex em presenca de pérolas de vidro foi avaliada em diferentes
tempos de aplicacdo e os resultados mostraram que nao houve diferenca
significativa na extracdo para tempos maiores do que 4 minutos. Utilizando essa
metodologia, foi possivel extrair 18,36 mg g de ficocianinas e 29,11 g 100 g1 de
proteinas. A tecnologia de ultrassom foi avaliada como um pré-tratamento (5 min),
em 3 intensidades diferentes (20, 50 e 80 %), seguido de uma etapa difusiva (30
min). Os resultados mostraram que ndo houve diferenca significativa na
concentracdo dos extratos obtidos no inicio (0 min) e apds 30 min da etapa
difusiva, para todas as intensidades do ultrassom avaliadas. Além disso, a
intensidade do ultrassom nado influenciou significativamente a extracdo de
ficocianinas e proteinas, sendo possivel extrair 45,71 mg g1 de ficocianinas e
44,82 g 100 g! de proteinas. Portanto, os rendimentos mais altos de extracédo
foram obtidos utilizando o método de congelamento-descongelamento. Além de
mais concentrados, 0s extratos obtidos com esse método foram os mais puros,
apresentando coloracdo azul e baixa concentracdo de clorofilas. Contudo, é
importante ressaltar que essa metodologia foi a mais dispendiosa, ndo sendo
considerada adequada para aplicacdo em escala industrial. Dessa forma,
considerou-se que a tecnologia de ultrassom apresentou resultados promissores,
uma vez que, em um tempo inferior de extracdo (5 min para o ultrassom e 72 h
para o0 congelamento-descongelamento), foram obtidos extratos igualmente
concentrados em proteinas e 30 % menos concentrados em ficocianinas. No
entanto, ainda é necessario avaliar a purificacdo desses extratos, removendo as

clorofilas e outros residuos celulares.
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1 INTRODUCAO

A Spirulina platensis é uma cianobactéria verde-azulada conhecida e bastante
estudada em razdo do seu alto conteudo proteico. Além disso, a Spirulina é rica
em ficocianinas, composto antioxidante de coloragcdo azul intensa; as ficocianinas
sdo pigmentos de grande interesse industrial, visto que pigmentos azuis sao raros

na natureza e a demanda por produtos de origem natural vem se intensificando.

A biomassa da Spirulina pode ser consumida tanto por humanos quanto por
animais e jA é cultivada e comercializada mundialmente, podendo ser utilizada
como suplemento dietético; devido ao seu elevado valor nutricional, a Spirulina é,
inclusive, considerada um superalimento. No entanto, para obtencdo de produtos
proteicos concentrados e dos pigmentos purificados, é necessario encontrar
métodos eficientes para romper a parede e a membrana das células, extraindo

esses compostos, sem danifica-los.

Ja existem diferentes métodos, chamados métodos tradicionais, utilizados
para romper as células, como por exemplo, o congelamento-descongelamento e o
moinho de bolas. Essas técnicas, apesar de apresentarem extratos
consideravelmente concentrados em ficocianinas e proteinas, ttm um gasto
energético muito elevado e, em alguns casos, sdo dificeis de serem aplicados

industrialmente.

Como alternativas a esses métodos de extracdo surgem as chamadas
tecnologias emergentes, com destaque para o ultrassom. Quando utilizado para
romper células de microalgas, o ultrassom é considerado um método agressivo,
promovendo a danificacdo das células em curtos periodos de aplicacao. Por esse
motivo, a aplicacdo do ultrassom para extracdo de compostos intracelulares é de
grande interesse, uma vez que € possivel diminuir o gasto energético e aumentar

o rendimento.

s

Nesse contexto, o0 objetivo principal do presente trabalho € investigar
diferentes métodos de rompimento celular para extracdo de proteinas e
ficocianinas da Spirulina platensis. Serdo avaliados os métodos de congelamento-
descongelamento, vortex em presenca de pérolas de vidro e a tecnologia de

ultrassom.

Para tanto, os objetivos especificos deste trabalho séo:
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e avaliar a influéncia do método de congelamento (freezer e ultrafreezer) na

extracao de ficocianinas e proteinas da Spirulina platensis;

e avaliar a influéncia do tempo de aplicacdo do vortex em presenca de
pérolas de vidro na extracdo de ficocianinas e proteinas da Spirulina
platensis;

e avaliar se o vortex pode ser utilizado em substituicio ao moinho de bolas

como método de rompimento celular;

e avaliar o efeito da intensidade do ultrassom (20, 50 e 80 %) na extracao de

ficocianinas e proteinas da Spirulina platensis;

e comparar os métodos avaliados quanto a concentracdo de proteinas e
ficocianinas nos extratos e quanto a qualidade dos extratos obtidos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 SPIRULINA

As cianobactérias do género Arthrospira (comumente conhecidas como
Spirulina) sdo microrganismos procarioticos multicelulares. Devido a capacidade
de realizacdo de fotossintese, muitos autores consideram que esses
microrganismos fazem parte do grupo das microalgas. As cianobactérias foram as
primeiras formas de vida fotossintética existentes e sdo consideradas as plantas
mais antigas do planeta (SONI et al., 2017). Quanto a estrutura, a Spirulina tem a
parede celular formada por quatro camadas, LI, LI, LIl e LIV, sendo que todas
elas sdo muito fracas, exceto a LI, que é feita de peptideoglicano, o
polissacarideo que confere rigidez a parede (CIFERRI, 1983) e é facilmente
digerivel pelo corpo humano.

A forma espiral é caracteristica do género; seus filamentos sdo compostos por
células cilindricas arranjadas de forma nao ramificada. O didmetro das células
varia de 1 a 3 um nas espécies pequenas € de 3 a 12 ym nas maiores, Como é 0
caso da Spirulina maxima e da Spirulina platensis, as duas espécies mais
importantes do género, cuja morfologia € apresentada na Figura 1 (CIFERRI,
1983).

Figura 1 — Microscopia 6ptica (x 400) da Spirulina platensis (A) e microscopia eletrdnica de

varredura da Spirulina platensis (B)

Fonte: CIFERRI (1983).

O grande interesse na Spirulina se deve ao seu valor nutricional. Esses
microrganismos sintetizam proteinas (40 - 70 %), carboidratos, vitaminas (A, C e
E) e diversos minerais. Além disso, as células contém pigmentos como clorofila a,
ficocianinas e carotenos. Muitos desses compostos sao considerados
antioxidantes e estdo relacionados a diminuicdo do risco de desenvolvimento de
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diversas doencas, como diabetes, doencas cardiovasculares, hipertenséo, artrite,
infertilidade e cancer (SONI et al., 2017).

A Spirulina se desenvolve em 4guas tropicais e subtropicais, principalmente de
pH basico (em torno de 9,5 (HABIB, 2008). A producdo atual para
comercializacdo ocorre em varias partes do mundo, incluindo China, Tailandia,
india, Australia e Estados Unidos. A Spirulina é comercializada em pé, flocos,
tabletes e cépsulas (SONI et al., 2017). Além disso, a obtencdo dos compostos
intracelulares purificados, como proteinas e pigmentos, € de grande interesse na
industria de alimentos, de cosméticos, farmacéutica, quimica e de materiais
(ANDRADE et al., 2019).

2.2 COMPOSTOS INTRACELULARES DE INTERESSE

A seguir sdo apresentados em maiores detalhes os compostos de interesse,

sintetizados pela Spirulina, que serdo abordados no presente trabalho.

2.2.1 Ficocianinas

Pertencentes a familia das ficobiliproteinas (PBPs) e caracterizadas pela
coloracdo azul intensa, as ficocianinas (PC) sdo um dos principais pigmentos
presentes na Spirulina. Sao classificadas em trés tipos: C-PC (obtida das
cianobactérias), R-PC (obtidas das algas vermelhas) e R-PCII (obtida da espécie
Synechococcus) (BRYANT etal.,1979; WANG etal., 2014).

As PBPs sdo moléculas solaveis em agua e compostas por subunidades, cada
uma contendo uma proteina covalentemente ligada a ficocianobilina, que é o
cromoéforo que confere a coloracdo e a alta fluorescéncia caracteristicas dessa
molécula (BRYANT et al., 1979; FERNANDEZ-ROJAS et al., 2014). Essa estrutura
estd mostrada na Figura 2. Baseado nos seus picos de absorcdo maxima, as
ficobiliproteinas podem ser divididas em quatro grandes grupos: aloficocianinas
(650-655 nm), ficocianinas (615-640 nm), ficoeritrinas (565-575 nm) e as
ficoeritrocianinas (575 nm) (SIDLER, 1994).

Ha mais de 20 anos sdo desenvolvidas pesquisas para investigar as
propriedades fisiologicas das PBPs (LI et al, 2019). Esses compostos
apresentaram capacidade antioxidante, ao eliminar o excesso de espécies

reativas de oxigénio (ROS¢) e aumentar o numero de enzimas antioxidantes (WU
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et al., 2016). Varios estudos in vitro também demonstram suas funcbes anti-
inflamatorias, antivirais, antitumorais e de melhora da imunidade (LI et al., 2019).
Atualmente, as PBPs sdo consideradas produtos naturais de alto valor agregado
com potencial de uso em diferentes industrias, como farmacéutica, alimenticia e
de cosméticos, bem como na pesquisa biomédica e em diagndsticos clinicos
(MANIRAFASHA et al., 2016).

Figura 2 — Estrutura das ficobiliproteinas

Proteina

A
= =

11
s+ =—NH—CH—C— ...
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Ficocianobilina

Fonte: adaptado de FERNANDEZ-ROJAS et al. (2014).

As ficobiliproteinas podem representar mais de 50% do conteudo proteico total
das cianobactérias (BRYANT et al., 1979) e, apesar do consumo das
cianobactérias em poO estar crescendo, o efeito biolégico das PBPs pode
aumentar com o consumo de produtos concentrados. Para obté-los, métodos de
extragdo e purificagcdo sao necessarios (PAGELS et al., 2019). Para tanto, é
necessario escolher a técnica adequada de extracdo, sem afetar sua estrutura e
funcbes. Em geral, quanto maior o rompimento das células das microalgas, maior
serd o rendimento das ficobiliproteinas. No entanto, processos de quebra muito
violentos podem ter efeitos negativos na estrutura e fungcbes dessas moléculas (LI
et al., 2019).

2.2.2 Proteinas

Proteinas sé@o polimeros de elevada massa molecular formados por cadeias

de aminoacidos unidos entre si por ligacdes peptidicas. Esses compostos
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possuem 4 niveis estruturais: a estrutura primaria corresponde a sequéncia linear
de aminoacidos ligados covalentemente pelas chamadas ligacbes peptidicas; a
estrutura secundaria corresponde ao arranjo espacial da cadeia polipeptidica,
podendo ter conformacdo helicoidal; a estrutura terciaria ocorre quando o arranjo
espacial da estrutura secundaria se dobra ainda mais em uma forma compacta
tridimensional e a estrutura quaternaria corresponde ao arranjo espacial de uma
proteina que contém mais de uma cadeia polipeptidica (DAMODARAN et al,,
1996).

Em valor nutricional, as proteinas diferem por diversos fatores, como o
conteudo de aminoacidos essenciais e a digestibilidade (DAMODARAN et al.,
1996). As proteinas presentes na Spirulina sdo consideradas completas pois
contém todos os aminoacidos essenciais, que normalmente correspondem a 50 %
da quantidade proteica total (SONI et al., 2017).

Referente a aplicagao final, os ingredientes proteicos podem ser classificados
de acordo com seus valores nutracéuticos e propriedades funcionais. O valor
nutracéutico esta relacionado com os beneficios a salude e nutricionais que o
produto pode proporcionar com relacdo a digestibilidade, conteudo de
amino&cidos essenciais e bioatividade. Ja as propriedades funcionais referem-se
as propriedades emulsificantes, de formacao de gel, capacidade de formacao de
espuma e solubilidade em agua. Essas propriedades sdo desejadas em diversas
aplicactes alimentares (SOTO-SIERRA et al., 2018).

O consumo da célula in natura é a forma de produto derivado de microalga
mais popular para o consumo humano (SPOLAORE et al.,, 2006). Comparado
com a proteina extraida, a presenca da parede e membrana celular intactas
tornam o produto menos suscetivel a mudancas de pH que podem induzir a
agregacao, desnaturacdo e diminuicdo da funcionalidade. Porém, na maioria dos
casos, a presenca da parede e da membrana celular reduz a digestibilidade e
bioatividade das proteinas de microalgas (KLAMCZYNSKA; MOONEY, 2017).
Visando suprir essa reducdo e obter produtos mais concentrados, buscam-se
métodos de extracdo adequados.



14  Extracdo de proteinas e ficocianinas da Spirulina platensis: um estudo comparativo entre diferentes métodos

2.3 METODOS PARA EXTRACAODOS COMPOSTOS

Para obter os pigmentos isoladamente e produtos com elevada concentracao
de proteinas (60 - 89 %), como proteinas concentradas, isoladas, hidrolisadas e
peptideos bioativos, 0s compostos precisam ser extraidos das células da
microalga (SOTO-SIERRA et al, 2018). A extracdo requer o rompimento da
parede celular e da membrana. Para tanto, existem diferentes métodos a serem
utilizados que podem ser classificados em 3 categorias: métodos mecanicos,
métodos quimicos, envolvendo o uso de acidos organicos, e métodos bioquimicos
de lise celular (VERNES et al., 2019).

Dentre os métodos mecanicos estdo os métodos tradicionalmente utilizados,
como moinho de bolas e congelamento-descongelamento. Além destes, ja
existem diversos estudos que investigam o0 uso de tecnologias chamadas

emergentes, com destaque para o ultrassom.

2.3.1 Métodos Tradicionais

A técnica de congelamento-descongelamento € um dos métodos mais
comumente utilizados em escala laboratorial para extracdo das ficobiliproteinas
(MORAES et al, 2010). Pelo congelamento dos fluidos intra e extracelulares,
pressdo é exercida na parece celular, resultando no desenvolvimento de poros, 0
que facilita a solubilizacdo dos componentes intracelulares no meio de extracao
(TAVANANDI et al., 2018). Diferentes autores ja realizaram experimentos
utiizando esse método, porém poucos descrevem com precisdo a metodologia
utiizada e a maioria quantifica apenas as ficocianinas. Moraes et al. (2011)
realizou o congelamento por 24 h e 48 h, obtendo 18 mg g de ficocianinas em
ambos os casos, Sarada et al. (1999) ndo especificaram as temperaturas nem o
nimero de ciclos realizados, mas obtiveram valores de 19,06 mg g! de
ficocianinas. Tavanandi et al. (2018) executaram 6 ciclos de congelamento por 4 h
a -40 °C seguido de descongelamento por 1 h a 27 °C, chegando a 73,73 mg g*

de ficocianinas.

Com relagdo ao uso do moinho de bolas como método de rompimento celular
de microalgas, foram encontrados estudos que investigam a eficacia do método
desde os anos 80 (KULA; SCHUTTE,1987; GUNERKEN et al., 2015). Nesta
técnica, a célula é rompida devido a colisdo a alta velocidade com pequenas
bolas de aco, zirconio, vidro ou ceramica (LEE et al., 2010; GUNERKEN et al.,
2015). Especificamente para a Spirulina, ndo foram encontrados muitos estudos
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na literatura sobre extragdo utilizando o moinho de bolas. Jaeschke et al. (2019)
avaliaram a extracdo de ficocianinas da Spirulina platensis, obtendo 94,9 mg g
de ficocianinas e 46,1 g 100 g! de proteinas. Outros autores (MORAES et al.,
2010) realizaram uma simulacdo do que acontece no moinho de bolas utilizando o
uso de um banho ultrassonico (aplicado por 45 min) em um recipiente com a
biomassa e bolas de vidro. Esses pesquisadores obtiveram 43,75 mg g de

ficocianinas.

Dentre as vantagens da utilizacdo do moinho de bolas para a extracéao,
destacam-se a elevada eficiéncia de rompimento das células e a grande
guantidade de biomassa que pode ser processada (SHOW et al, 2015;
GUNERKEN et al., 2015). Além disso, as bolas podem ser facilmente separadas
por gravidade apos a extracdo (LEE et al., 2012) e o superaquecimento pode ser
prevenido com o uso de serpentinas ou camisas de refrigeracdo (POSTMA et al,,
2015; LEE et al,, 2012). Por outro lado, em larga escala, o0 consumo energético &
muito elevado (PHONG et al, 2018). Este é o principal fator que leva a
necessidade de busca de tecnologias alternativas, que tenham um elevado

rendimento, porém com um menor gasto energético.

2.3.2 Ultrassom

O ultrassom tem recebido mundialmente atencdo de pesquisadores nos
atimos anos (PHONG et. al, 2018). Diversos estudos demonstram que a
aplicacdo do ultrassom pode promover o rompimento de células de microalgas,
aumentando o rendimento de extracdo de diversos compostos intracelulares,
como proteinas (SAFI et al, 2014), lipideos (NATARAJAN et al., 2014), e
pigmentos (GRIMI et al.,2014). Normalmente, o ultrassom € utilizado com
solventes orgénicos para o rompimento celular (TIWARI, 2015). Nesse caso, 0
uso do ultrassom pode reduzir o volume de solvente necessario para extracao,

facilitando a penetracdo do solvente nas células (GRIMI et al., 2014).

As principais vantagens dessa tecnologia é que ela é universal, podendo ser
usada para diversas microalgas. Também pode ser combinada com outros
métodos, aumentado a eficiéncia, diminuindo a demanda energética e 0 consumo
de solvente. Além disso, é possivel amplia-la para escala industrial, opera-la
continuamente e seus custos de instalacdo sdo menores (PHONG et al., 2018). A
Gnica desvantagem € 0 superaquecimento que pode ocorrer, porém isso pode ser

evitado utilizando camisas de resfriamento durante o processo (TWARI, 2015).
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Os efeitos do ultrassom nas células estao relacionados com a propagacao das
ondas ultrassonicas no meio, causando o fendmeno de cavitagdo. Esse fendbmeno
€ caracterizado pelo colapso violento de bolhas, promovendo a formacdo de
zonas de alta temperatura e pressao, que levam a ruptura das células. Vernés et
al. (2019) propds um mecanismo dos efeitos do ultrassom nas células de Spirulina
(Figura 3). Quando uma bolha explode perto da parede celular, ocorre a
danificacdo e a erosdo da superficie da parede, que vai tornando-se cada vez
mais fina. Quando a cavitagdo ocorre diversas vezes no mesmo local, um poro é
criado pelo efeito dos microjatos. Assim, 0s poros promovem a desintegracdo das

células e favorecem a extracdo dos compostos intracelulares.

Figura 3 — Etapas do rompimento celular com o uso do ultrassom
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Fonte: VERNES et al. (2019).

Y

Em relacdo a Spirulina, os poucos estudos encontrados que utilizaram a
tecnologia de ultrassom se mostraram promissores (ILTER et al, 2018;
TAVANANDI et al., 2018; PAN-UTAI, IAMTHAM, 2018; VERNES et al., 2019).
Tavanandi et al. (2018) obtiveram 51,51 mg g?! de ficocianinas ao aplicar o
ultrassom por 2,5 minutos na intensidade 102,7 W cm™2. Pan-Utai e lamtham
(2018) obtiveram cerca de 60 mg g1 de ficocianinas ao aplicar o ultrassom na
intensidade de 50 % (poténcia nominal do equipamento de 750 W) em uma

biomassa previamente congelada e descongelada.

E importante ressaltar que os estudos encontrados na literatura ndo avaliam a
qualidade dos extratos obtidos pelos diferentes métodos de extracdo. Considera-
se que para a aplicacdo das ficocianinas, principalmente, € importante obter um
extrato purificado, livre de outros compostos que podem ser extraidos juntamente
com esses pigmentos. Além disso, conforme mencionado anteriormente, diversos
estudos, principalmente os relacionados com as metodologias tradicionais de
extracdo, ndo especificam as condi¢cdes utilizadas na extragdo dos compostos o
que dificulta a reproducdo e entendimento desses métodos. Nesse contexto, 0

presente trabalho se propde a avaliar e comparar diferentes métodos de extracéo
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de ficocianinas e proteinas: ultrassom, congelamento-descongelamento e vortex

em presenca em pérolas de vidro.
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3 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo apresentadas as metodologias utilizadas para o cultivo da
microalga e obtencdo da biomassa utilizada nos experimentos de extracao, bem
como, as metodologias empregadas para a realizacdo dos experimentos de
extracdo via vortex, congelamento e descongelamento e ultrassom, e a descri¢cao
das analises dos extratos obtidos. Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Tecnologia e Processamento de Alimentos (LATEPA) e na Central
Analitica, ambos localizados no Departamento de Engenharia Quimica (DEQUI)
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.1 CULTIVO E PREPARO DA BIOMASSA

A microalga utilizada no presente trabalho, Spirulina platensis (cepa 21.99), foi
obtida da SAG (Sammlung von Algenkulturen Goéttingen, Alemanha) e foi cultivada
em meio Zarrouk modificado (AIBA; OGAWA, 1977). O meio de cultivo consistiu
em uma solugdo contendo NaHCOs (13,61 g I"), Na2COs (4,03 g I'"), K2HPOa4 (0,5
g I'"), NaNOs3(2,5 g I'"), K2SOs (1,0 g I'"), NaCl (1,0 g I""), MgS04.7H20 (0,2 g I"),
CaCl2.2H20 (0,04 g I'"), FeS04.7H20 (0,01 g I'"), EDTA (0,03 g I'") e 5 ml I'" de
uma solucdo de nutrientes contendo EDTA (5 g I'"), H3BOs (1,14 g I,
ZnS04.7H20 (2,2 g I'"), MnCl.4H20 (0,5 g I"), FeS04.7H20 (0,5 g I,
CoCl2.6H20 (0,16 g I"), CuS0O4.5H20 (0,16 g I'") e (NH4)6M07024.4H20 (0,11 g
.

Os cultivos foram preparados com 10 ml de indculo anterior e 90 ml de meio
de cultivo, permanecendo por 7 dias sob agitacdo constante (150 rpm) em uma
cabine termostatica (25 °C, 38 pmol m2 s1). Ap6s os 7 dias, os cultivos foram
centrifugados (12000g, 10min), o sobrenadante foi removido e foram adicionados
100 ml de solucéo tampéao de fosfato de sédio (pH 7,2) para ndo ocorrer influéncia
do pH durante os experimentos. Esse procedimento para o preparo da solucéo de
extracdo, contendo as microalgas e tampdao de fosfato de sodio, foi realizado para
cada dia de experimentos. Para cada solugdo preparada, foram realizadas
andlises para verificar a concentracdo de biomassa, em g I't. A metodologia

empregada para a realizacdo dessas analises é descrita a seguir.

3.2 CONCENTRACAODE BIOMASSANA SOLUCAODE EXTRACAO

Mesmo mantendo as mesmas condi¢cdes de cultivo e utilizando 0 mesmo

volume de solucdo tampdo na solucdo de extracdo preparada, foi necessario
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determinar a concentracdo de biomassa para cada uma das solucdes. Essa
determinacdo foi importante para expressar o0s resultados em funcdo da
quantidade de biomassa nos extratos (g I'1). Para tanto, a cada solucdo, foram
coletadas 3 aliquotas de 10 ml. Estas foram centrifugadas (12000g, 10 min), o
sobrenadante foi removido (aproximadamente 8 ml) e o restante foi separado para

posterior secagem.

Previamente, cdpsulas de aluminio foram colocadas em estufa a 105 °C por
aproximadamente 3 horas. Esse procedimento foi realizado para garantir que as
capsulas estivessem livres de umidade. As capsulas foram, entdo, pesadas em
balanga analitica, a biomassa foi adicionada nas capsulas e estas foram
recolocadas na estufa (105 °C por cerca de 20 h). Posteriormente, as capsulas
contendo a biomassa seca foram pesadas novamente. A concentracdo de

biomassa nas solucdes foi calculada pela diferenca de massa.

3.3 EXTRACAOVIA VORTEX

A extracdo de ficocianinas e proteinas da Spirulina €, comumente, realizada
em moinho de bolas, conforme mencionado no capitulo anterior. Como ndo havia
a possibilidade de utilizagcdo desse equipamento, foram realizadas extracdes via
vortex. Esse procedimento foi realizado com o objetivo de simular a extracdo via
moinho de bolas. Para tanto, em um tubo plastico de 2 ml foram adicionados 0,8 g
de pérolas de vidro (diametro de 2 mm) e 1,5 ml de solucdo de extracdo. Os tubos
foram submetidos ao Vértex (AP56, Phoenix Luferco, Araraquara, BR) na
intensidade 5 pelos tempos de 1, 2, 3, 4, 5 e 15 minutos. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas (Minispin®, Eppendorf, Westbury, NY, EUA) por 10
minutos para interromper a extracdo. Ao final dos experimentos, todas as
amostras foram centrifugadas a 10 °C (12000g, 10 min) para garantir a completa
separacdo das fases. Os extratos (sobrenadantes) foram reservados para

realizacdo das analises.

3.4 EXTRACAOVIA CONGELAMENTO-DESCONGELAMENTO

Para a realizacdo dos experimentos de extracdo via congelamento-
descongelamento foram utilizados dois meios de congelamento: freezer
convencional (-24 °C) e ultrafreezer (-43 °C). Em ambos os casos, 2 ml de
solucdo de extracdo foram submetidos ao congelamento por 22 horas.

Posteriormente, essas amostras foram mantidas a temperatura ambiente (20 °C)
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por 2 horas. Esse procedimento foi repetido 3 vezes. Apdés o Ultimo ciclo, as
amostras foram agitadas e centrifugadas por 20 minutos, sendo o0s extratos

(sobrenadantes) separados para a realizagdo das analises.

3.5 EXTRACAOVIA ULTRASSOM

O aparato para realizacdo dos experimentos com ultrassom, cuja fotografia
esta mostrada na Figura 4, consiste de um banho de resfriamento (1), um banho
de aquecimento (2), um agitador magnético (3), uma célula encamisada (4), um
termdémetro (5), e o aparelho de ultrassom do tipo sonda (VCX 750, Sonics and

Materials Inc., Newtown, EUA), com frequéncia fixa de 20 kHz, diametro da sonda
de 13 mm e poténcia nominal de 750 W. Os experimentos foram realizados com

70 ml de solucéo de extracao.

Figura 4 — Aparato experimental utilizado nos experimentos com ultrassom

Fonte: a autora (2019).

Os experimentos de extracdo consistram em um pré-tratamento com o
ultrassom, em intensidades de 20 (9 W cm2), 50 (28 W cm2), e 80 % (51 W cm-?),
seguido de uma etapa difusiva. O ultrassom foi aplicado no modo pulso, com

pulsos de 30 s e pausas de 10 s, totalizando 5 minutos com o ultrassom ativo.

Para que a Unica variavel do experimento fosse a intensidade do ultrassom, foi
utiizado um banho de resfriamento visando garantir que a temperatura das
amostras ndo ultrapassassem 25 °C. Para cada uma das 3 intensidades
analisadas, uma temperatura diferente de banho foi utilizada: em 20 % o banho foi
mantido a 20 °C, em 50 % a 15 °C e em 80 % a 5 °C. Assim, previamente a
realizacdo dos experimentos, o banho de resfriamento foi ligado e mantido a
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temperatura do experimento. Logo apo6s a finalizacdo da acdo do ultrassom
passou-se a utilizar o banho de aquecimento (previamente mantido a 25 °C) para

manter as amostras a 25 °C.

Para avaliacdo da extracdo durante a etapa difusiva, foram coletadas
amostras (2 ml) em diferentes momentos: logo apds o término da aplicacdo do
ultrassom (0 min) e apo6s 5, 10, 15, 20 e 30 minutos da etapa difusiva. Todas as
amostras foram centrifugadas por 20 minutos logo apés a coleta para garantir a
interrupcdo da extracdo. Os extratos (sobrenadantes) foram coletados e

submetidos a andlise de ficocianinas e proteinas.
3.6 ANALISE DOS EXTRATOS

3.6.1 Determinacao de ficocianinas

Foram realizadas varreduras das amostras no espectrofotbmetro (PG
Instruments Ltd., T80 UVVis, Reino Unido), de 400 a 750 nm. A concentracéo de
ficocianinas (PC) foi calculada conforme a Equacdo 3.1 (BENNET; BOGORAD,
1973; YOSHIKAWA; BELAY, 2008) e a Equacéo 3.2:

A620nm — 0,474 A652nm
5,34

PC (mgml™) = (3.1)

PC [t
PC (mg g de biomassa™") = (mg m _)1 (3.2)
Cextrato (g MI™1)

onde Aes2onm e Aes2nm SA0 as absorbancias em 620 (absor¢do maxima das
ficocianinas) e 652 nm (absor¢cdo maxima das aloficocianinas), respectivamente, e

Cextrato € a concentracdo de biomassa no extrato.

3.6.2 Determinacao de proteinas

A analise para determinacdo da concentracdo de proteinas presentes nos
extratos foi realizada utilizando o método de Lowry simplificado (PETERSON,
1977). Esse método consiste na reducdo do reagente de Folin-Ciocalteau pelas
proteinas, em presenca de cobre em meio basico. O produto dessa reacao forma

um composto azul, com absor¢cdo em 750 nm.



22  Extracdo deproteinas e ficocianinas da Spirulina platensis: um estudo comparativo entre diferentes métodos

Previamente a realizacdo das analises foi necessario preparar o reagente de
Lowry e o reagente de Folin-Ciocalteau diluido (0,4 N). Para o preparo do
reagente de Lowry, primeiramente, preparou-se a solucdo chamada de CTC.
Essa solugéo foi preparada adicionando-se 40 ml de uma solugéo de sulfato de
cobre 0,5 % (m/v) em 40 ml de uma solucdo de tartarato de potassio 1 % (m/). A
essa mistura, agua foi adicionada até o volume final de solugdo de 100 ml. Essa
solucdo foi, entdo, misturada com 100 ml de uma solugdo de carbonato de sodio
20 % (m/).

Assim, 10 ml da solugdo CTC, 10 ml de dodecil sulfato de sodio (10 %), 8 ml
de hidroxido de sodio (1 N) e 12 ml de agua foram misturados, resultando no
chamado reagente de Lowry. O reagente de Folin (0,4 N) foi preparado pela

diluicdo de 10 ml do reagente de Folin-Ciocalteu (2 N) em 40 ml de agua.

Para a realizacdo das andlises, primeiramente dilui-se 200 pl do extrato em
200 pl de agua. Em seguida, adicionou-se 400 ul do reagente de Lowry e essas
amostras foram mantidas no escuro por 15 minutos. Apés, adicionou-se 200 pul do
reagente de Folin, mantendo-se as amostras no escuro por 45 min. Apds o tempo
de reacdo, a absorbéncia em 750 nm foi medida no espectrofotometro. A
concentracdo de proteinas nas amostras foi calculada com base na curva de
calibragdo construida com albumina em concentragdo conhecida, variando de

0,0125 a 0,5 mg mlt. As analises foram realizadas em triplicata.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados com o software Statistica 13.0, pelo teste de
Tukey com nivel de significancia de 95%. Todos o0s experimentos foram

realizados em triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Nesta secdo serdo apresentados os resultados referentes a extracdo dos
compostos de interesse da Spirulina platensis, para os trés diferentes métodos

avaliados: vortex, congelamento-descongelamento e ultrassom.

4.1 VORTEX

Conforme descrito na sec¢ao anterior, foi analisada a influéncia do tempo de
aplicacao do vortex na extracao de ficocianinas e proteinas. Os resultados obtidos
sdo apresentados na Tabela 1 e uma fotografia dos extratos obtidos é
apresentada na Figura 5. A concentracdo de biomassa nas solucdes utilizadas

variou de 0,50 a 0,82 g I'%.

Tabela 1 — Concentragdo de ficocianinas e proteinas nos extratos nos diferentes tempos de

aplicacédo do vortex

Tempo Ficociar_11inas Protein_ri\s
(mgg™)* (9 100g™) *

1 min 8,9 +0,9" 15,2 + 1,9¢
2 min 11,4 + 2,2° 19,0 + 2,3%¢
3 min 21,4 +1,4° 23,8 + 2,57
4 min 18,4 + 2,42 29,1 + 3,02
5 min 24,8 + 2,02 33,4 + 3,5%P

15 min 25,1 + 3,0° 39,3+ 4,22

* média + desvio padréo; resultados coma mesma letra na mesma coluna nédo apresentam diferencga significativa
entre si.

Figura 5 - Extratos obtidos apés aplicacdo do vértex por 1, 2, 3, 4, 5 e 15 min (da esquerda

para direita)

Os resultados mostraram que aplicacdes de vortex por mais de 3 min ndo
ocasionaram variacdes significativas na concentracdo de ficocianinas nos extratos
e, para tempos maiores de 4 min, ndo foram observadas variagdes significativas
na concentracdo de proteinas. Portanto, considerou-se que 4 min de aplicacéo de

vortex em presenca de pérolas de vidro sdo suficientes para a extracdo de
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ficocianinas e proteinas. Assim, esse foi o tempo escolhido para posterior

comparag¢ao com os outros métodos de extracdo avaliados no presente trabalho.

Como o vortex foi utilizado para simular a extracdo com o moinho de bolas,
buscou-se na literatura estudos que avaliaram a extracdo de ficocianinas e
proteinas a partir da Spirulina platensis utilizando o moinho de bolas. JAESCHKE
et al. (2019) obtiveram 94,9 mg g! de ficocianinas e 46,1 g 100 g-! de proteinas
utiizando 4 ciclos de 25 s. Moraes et al. (2010) aplicaram um método que
também simula o que acontece no moinho de bolas, onde um recipiente com
bolas de vidro foi mantido num banho ultrassénico por 40 minutos. Nesse caso
apenas a quantidade de ficocianinas foi quantificada, sendo igual a 43,75 mg g1
Esses resultados foram superiores aos obtidos no presente trabalho. No entanto,
€ importante ressaltar que dependendo das condi¢cdes de cultivo da Spirulina,
podem ocorrer variagbes na concentracdo dos componentes nas células. Assim,
essa comparacdo com os dados da literatura ndo é conclusiva, servindo apenas

como uma indicacdo dos efeitos do vortex na extracao.

Dessa forma, considera-se que uma comparacdo mais adequada seria pela
comparacao com 0s outros metodos de extracdo avaliados no presente trabalho,
ja que todos os métodos foram avaliados com microalgas nas mesmas condicdes

de cultivo. Essa comparacéo sera realizada no subitem 4.4

4.2 CONGELAMENTO-DESCONGELAMENTO

Para o estudo do congelamento seguido do descongelamento, questionou-se
sobre a influéncia do método de congelamento e do nimero de ciclos (nimero de
vezes que a amostra foi congelada e descongelada). O descongelamento foi
realizado a temperatura ambiente (20 °C) por 2 h. Em relacdo ao método de
congelamento, foram realizados experimentos utilizando freezer (-24 °C) e
ultrafreezer (-43 °C) e o0s resultados estdo apresentados na Tabela 2. A
concentracdo de biomassa nas solugbes utilizadas para realizacdo destes

experimentos foi de 0,52 g I'.

Esperava-se que em uma temperatura de congelamento maior, o
congelamento seria mais lento. Assim, os cristais de gelo formados seriam
maiores, levando a um rompimento mais efetivo das células e uma extracédo
superior. Porém, os resultados mostraram que o método de congelamento nao

influenciou significativamente as concentragcdes de ficocianinas e proteinas nos
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extratos. Portanto, devido ao menor gasto energético, considera-se que a
utiizacdo de freezer é indicada para extrair ficocianinas e proteinas, em
comparagao com o ultrafreezer. Os resultados obtidos com o uso do freezer foram

os escolhidos para a posterior comparacao.

Tabela 2 — Quantificacao de ficocianinas e proteinas nos extratos obtidos ap6s o

congelamento-descongelamento das amostras

Equipamento Ficociar_wlinas Protein_?s
(mgg™)* (9 1009™)*

Freezer (- 24 °C) 64,7 +3,7% 48,4 + 1,6
Ultrafreezer (- 43°C) 66,2 + 6,02 51,8 £ 1,52

* média + desvio padréo; resultados coma mesma letra na mesma coluna nédo apresentam diferencga significativa
entre si.

Quanto a quantidade de ciclos de congelamento-descongelamento, percebeu-
se que com a repeticdo excessiva do procedimento ocorreu a degradacao das
ficocianinas, observada pela perda da coloracdo azul dos extratos. A coloracéo
azul alcancada com 3 ciclos de congelamento e descongelamento é mostrada na

Figura 6.

Figura 6 — Extratos obtidos ap6s 3 ciclos de congelamento-descongelamento da Spirulina

platensis

Os resultados obtidos no presente trabalho foram superiores aos
apresentados por Moraes et al. (2011) (18 mg g! de ficocianinas) e SARADA et
al. (1999) (19,06 mg g de ficocianinas). Contudo, esses pesquisadores nado
descreveram 0s tempos e temperaturas de congelamento e descongelamento

utilizados, prejudicando a comparacdo dos resultados. Tavanandi et al. (2018)



26 Extracdo deproteinas e ficocianinas da Spirulina platensis: um estudo comparativo entre diferentes métodos

obtiveram resultados similares aos obtidos neste trabalho. Os pesquisadores
utilizaram 6 ciclos de congelamento por 4 h a -40 °C seguido de descongelamento
por 1 h a 27 °C e obtiveram 73,73 mg g* de ficocianinas. As proteinas ndo foram

quantificadas em nenhuma dos trabalhos citados.

4.3 ULTRASSOM

Apo6s a aplicagdo do ultrassom (5 min), em 3 diferentes intensidades (20, 50 e
80 %), seguido de uma etapa difusiva (30 min), conforme descrito em detalhes no
capitulo anterior, obtiveram-se o0s resultados apresentados na Tabela 3. A

concentracdo de biomassa nas solugées utilizadas variou 0,94 a 1,01 g I'L.

Tabela 3 — Concentragcdo de ficocianinas e proteinas nos extratos obtidos durante a etapa

difusiva, apés a aplicagdo do ultrassom

Intensidade - Ficocianinas Proteinas
Tempo (mg g™~ (g 100g™)*
20% - 0 min 45,7 + 2,12 44,8 + 5,32
20% - 5 min 45,8 + 2,12 42,9 + 4,92
20% - 10 min 46,4 + 1,12 46,7 + 5,22
20% - 15 min 44,2 + 4,42 48,4 + 5,0°
20% - 20 min 43,8 + 3,32 48,9 + 4,22
20% - 30 min 41,8 + 3,72 44,1 + 4,92
50% - 0 min 44,9 + 4,12 50,8 + 2,72
50% - 5 min 45,0 + 5,0° 47,1 + 3,8°
50% - 10 min 47,6 + 1,02 47,1 + 3,42
50% - 15 min 48,3 + 5,42 48,0 + 3,72
50% - 20 min 46,1 + 4,22 47,6 + 3,8%
50% - 30 min 45,4 + 3,42 47,6 + 3,72
80% - 0 min 44,8 + 5,12 50,2 + 3,72
80% - 5 min 47,5 + 2,92 48,4 + 2,12
80% - 10 min 42,6 + 3,42 47,9+ 2,72
80% - 15 min 47,6 + 3,22 50,0 + 2,22
80% - 20 min 45,3+ 0,12 49,6 + 2,57
80% - 30 min 47,9 + 4,12 48,7 + 2,72

* média + desvio padréo; resultados com a mesma letra nas colunas ndo apresentam diferenca significativa entre si.

Os resultados obtidos mostraram que, para todas as intensidades do

ultrassom avaliadas, ndo houve diferengca significativa na concentracdo de
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ficocianinas e proteinas durante a etapa difusiva. Esses resultados indicam que a
ruptura das células ocorreu, possivelmente, durante os 5 min de aplicacdo do
ultrassom, uma vez que no tempo inicial da etapa difusiva (tempo zero), 0 maximo
possivel foi extraido das células da Spirulina platensis. Visualmente, conforme
mostrado na figura 7, também é possivel perceber que ndo houve alteracbes na

coloracéo dos extratos desde o inicio (0 min) até o final da etapa difusiva (30 min).

Além disso, a intensidade do ultrassom ndo influenciou significativamente a
extracdo de ficocianinas e proteinas. Esse resultado indica que a intensidade de
20 % foi suficiente para romper as células e extrair os compostos de interesse.
Sendo assim, esses resultados foram os escolhidos para fins de comparacdo com

0s demais métodos avaliados no presente trabalho.

Figura 7 — Extratos obtidos apos a aplicagdo do ultrassom (intensidade de 20 %) ap6s 0, 5, 10,

15, 20 e 30 min da etapa difusiva

R - e (e Y

Na literatura foram encontrados poucos estudos que utilizam uma metodologia
semelhante a realizada no presente trabalho. Ha disponiveis diversos estudos
que utilizam o banho de ultrassom como método de extracdo, porém poucos
estudos avaliaram o ultrassom (sonda) na extracdo de ficocianinas da Spirulina.
Tavanandi et al. (2018) avaliaram a aplicacdo do ultrassom por 2,5 minutos na
intensidade de 102,7 W cm? obtendo um rendimento de 51,51 mg g?! de
ficocianinas. J& no presente trabalho, obtivemos concentragbes similares
utilizando o dobro do tempo, porém com uma intensidade muito menor, de apenas
9 W cm2. Esse resultado comparado com o da literatura confirma a hipétese que
as ceélulas foram rompidas durante os 5 min de aplicacdo do ultrassom e que seria

interessante avaliar a reducdo desse tempo.
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4.4 COMPARACAODOS METODOS UTILIZADOS

Na Tabela 4 é apresentada a comparacdo dos resultados dos 3 métodos de

extracdo avaliados.

Tabela 4 — Comparacdo dos melhores resultados obtidos apds a utilizagao das trés técnicas

de extragéo

Ficocianinas Proteinas
. Concentracgédo . Concentragédo .
Método 1 (‘i Rendimento _19* Rendimento
(mg g™) (g 1009™)
Congelamento- a o a o

Descongelamento 64,7 +3,7 100% 484+ 1,6 100%

Ultrassom 45,7 +2,1° 71% 44,8 + 5,32 93%

Vortex 18,4 + 2,4° 28% 29,1 + 3,0° 60%

* média + desvio padréo; resultados com a mesma letra nas colunas nao apresentam diferenca significativa entre si.

Conforme pode ser observado, utilizando o método de congelamento-
descongelamento foi possivel obter as concentragcdes mais altas de ficocianinas e
proteinas, sendo, portanto, considerado o método que consegue extrair 100 %
das ficocianinas e proteinas das células em comparacdo com 0s outros métodos.
Com o uso do Vvértex, por sua vez, foram obtidas as menores quantidades, tanto
de ficocianinas quanto de proteinas e o uso do ultrassom forneceu extratos
igualmente concentrados aos do congelamento em proteinas, porém valores um

pouco menos concentrados em ficocianinas.

Como a quantidade de proteinas obtida com o ultrassom e com o
descongelamento e congelamento foi semelhante, acredita-se que a aplicacédo do
ultrassom pode ter favorecido a degradacao das ficocianinas. Conforme discutido
na secdo de Revisdo Bibliografica, a aplicacdo do ultrassom promove a formacao
de zonas de alta temperatura e presséo localizadas, devido ao fendmeno de
cavitacdo. Essas condicdes podem ter favorecido a degradacao das ficocianinas,
que sao sensiveis a temperatura, especialmente a parte que confere a

caracteristica cromofora, que € a mais instavel.

A andlise de varredura dos extratos no espectrofotometro (400 a 750 nm)
também traz informacbes relevantes para comparar 0s métodos. Pela

comparagdo dos espectros de varreduras podem-se obter informacdes
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qualitativas quanto a concentracdo de clorofilas nos extratos, que serve como
indicativo da pureza das amostras. A Figura 8 apresenta as espectroscopias de
varredura de alguns dos extratos obtidos. Através da andlise dessa figura
observa-se que, além de os extratos obtidos pelo método de congelamento-
descongelamento terem uma maior quantidade de ficocianinas, esses extratos
também foram os mais puros. Essa informacdo pode ser confirmada pela
visualizagdo dos picos da clorofila a nas varreduras, cujas bandas caracteristicas
de maior absorbancia estdo entre 600 e 700 nm e entre 400 e 500 nm
(DAMODARAN, S.; PARKIN, K. L., 1996). Essas bandas mostraram-se bastantes
intensas com o uso do ultrassom, especialmente nas intensidades de 50 e 80 %.
Esse resultado também pode ser visualizado nas fotografias dos extratos (Figuras
6e7).

Figura 8 — Comparativo da analise de ficocianinas realizada nos diferentes extratos
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Vale ressaltar que os valores de absorbancia das ficocianinas utilizando o
ultrassom sao maiores do que aqueles obtidos com o congelamento-
descongelamento, ainda que a quantidade obtida de ficocianinas tenha sido
menor. Esse resultado foi obtido porque a solugdo com a biomassa utilizada nos
experimentos do ultrassom estava mais concentrada (0,5 g I'1 no congelamento e
no vortex e 0,9 g It no ultrassom). Assim, devido a presenca da clorofila a nos

extratos obtidos com o ultrassom, esses extratos ainda precisariam passar por
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uma etapa posterior de purificacdo, para separar as ficocianinas das clorofilas e
obter o extrato azul pretendido. Ainda, apdés a centrifugacdo das amostras
submetidas ao ultrassom foi possivel visualizar que o pellet resultante estava em
quantidades menores do que o0 observado para o0s outros métodos.
Especialmente quando foram utilizadas as intensidades de 50 e 80 %, o0 pouco
sélido restante apresentou-se com coloracdo esbranquicada. Esse resultado
corrobora os resultados apresentados previamente no presente trabalho: apés a
aplicacdo de 5 min de ultrassom, possivelmente, houve a destruicdo das células
da Spirulina, sendo possivel extrair os compostos e podendo, inclusive, ter
ocorrido a degradacéo das ficocianinas.

Apesar de o0 congelamento ter se mostrado vantajoso em termos de
rendimentos de extracdo, é preciso avalia-lo criticamente, pois € uma tecnologia
inviavel de ser aplicada industrialmente, demandando muito tempo e energia. Por
outro lado, com apenas 5 min de uso do ultrassom foi possivel obter um extrato
com a mesma concentragdo de proteinas e com apenas 30 % a menos de
ficocianinas. Portanto, o ultrassom se apresenta como uma tecnologia promissora
para a extracdo de ficocianinas e proteinas da Spirulina platensis. Contudo,
alguns parametros, como o tempo de aplicacdo, a purificacdo dos extratos e a

estabilidade das ficocianinas obtidas, ainda precisam ser analisados e otimizados.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar diferentes métodos de extracao
de proteinas e ficocianinas da Spirulina platensis. O extrato mais concentrado em
ambos os compostos de interesse foi o obtido com o uso do congelamento-
descongelamento da biomassa, sendo possivel obter 64,69 mg g-! de ficocianinas
e 48,35 g 100 g! de proteinas. Nado houve diferenca significativa ao realizar o
congelamento a -20 °C ou a -40 °C e, apesar de ser o método com 0s maiores
rendimentos, foi o mais demorado, levando 3 dias para completar os 3 ciclos de

congelamento e descongelamento realizados.

As concentracdes de ficocianinas e proteinas nos extratos obtidos com o
vortex foram inferiores: 18,36 mg g1 para as ficocianinas e 29,11 g 100 g-! para as
proteinas. Além disso, ndo foi possivel observar diferenca significativa nos
rendimentos de extracdo apdés 4 min de aplicacdo do vortex. Esses valores,
comparados com o0s da literatura, permitiram concluir que a metodologia utilizada

objetivando simular um moinho de bolas nédo foi a mais adequada.

Com o uso do ultrassom, por outro lado, ndo houve diferenga significativa na
quantidade de proteinas (45,71 g 100 g!) em relacgdo ao congelamento-
descongelamento, e a quantidade de ficocianinas (44,82 mg g-1) foi 30 % inferior.
Nao houve diferenca significativa entre as 3 intensidades utilizadas (20, 50 e
80 %) e a avaliacdo da etapa difusiva mostrou que logo ap6s o término dos 5 min
de aplicacdo do ultrassom, possivelmente, as células ja estavam rompidas, ndo
havendo diferenca significativa na extracdo dos compostos durante a etapa

difusiva.

Por conseguir extrair praticamente a mesma quantidade que no
congelamento-descongelamento, mas em um tempo muito menor, o ultrassom é o
meétodo que se mostrou mais promissor. No entanto, alguns pontos ainda
precisam ser avaliados e otimizados para confirmar a aplicabilidade dessa
tecnologia na extracdo dos compostos de interesse da Spirulina. Sugere-se
avaliar a aplicacdo do ultrassom por tempos inferiores aos 5 min utilizados,
visando chegar a um tempo 6Otimo, onde se extraia a maior quantidade possivel
de proteinas e ficocianinas, mas sem ocorrer a degradacdo das mesmas; uma

das possibilidades € que parte do pigmento tenha sido degradado nos

experimentos realizados.
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Outra analise importante a ser feita € a investigacdo da estabilidade das
ficocianinas nos extratos obtidos e o que provoca a degradacdo das mesmas, ja
que, especialmente a parte cromoéfora pode ser afetada por fatores como
temperatura e pH. Isso permitira saber as limitacbes que a sensibilidade das

ficocianinas traz as técnicas de extracao.

Além disso, € preciso verificar a possibilidade e o procedimento necessarios
para separar a clorofila a das ficocianinas, visto que, especialmente 0os extratos
obtidos com o0 uso do ultrassom, possuem uma quantidade relativamente grande
de clorofilas, fazendo com que, inclusive, esses extratos apresentem coloragao
esverdeada e ndo azul. O método de congelamento-descongelamento, por outro
lado, possui como principal vantagem a obtencdo de um extrato rico e purificado
em ficocianinas e proteinas. Acredita-se que, com esses estudos posteriores, sera
possivel confirmar a aplicabilidade do ultrassom como método eficiente de

extracdo dos compostos da Spirulina.
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