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RESUMO - Os liquidos idnicos (LIs) ttm ganhado grande importancia nas areas
da biotecnologia como solventes alternativos aos organicos, uma vez que a
demanda por tecnologias mais limpas tem aumentado. Dentro deste tema, LlIs
podem ser adicionados a sistemas micelares de duas fases aquosas (SMDFA) para
melhorar a extracdo de biomoléculas por esta técnica. SMDFA apresentam
habilidade de manter as conformacdes e atividades das biomoléculas de interesse
enquanto migram de fase sendo de grande interesse para extrair biomoléculas do
meio fermentado. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar a
extracdo de colorantes naturais vermelhos produzidos por cultivo submerso de T.
amestolkiae utilizando SMDFA composto pelo surfactante ndo-ibnico TX-114
com cloreto de colina([Ch]CI) e butanoato de colina ([Ch]But) como adjuvantes.
Foram realizados experimentos para determinagédo das curvas binodais dos LIs e,
posteriormente, experimentos de particdo com os sistemas ja caracterizados. O
melhor sistema foi aquele que continha butanoato de colina em sua composicao.

1. INTRODUCAO

O mercado de colorantes € constituido pelos colorantes naturais e artificiais, sendo que
atualmente ha uma ampla tendéncia da substituicdo dos artificiais pelos naturais. Estes sdo
obtidos de plantas, insetos (Boo et al., 2012; Deveoglu et al., 2012; Unagul et al., 2005) e
microrganismos (Cho et al., 2002; Jiang et al., 2005; Méndez et al., 2011; Yang et al., 2009),
sendo que os ultimos sdo os principais utilizados para a sua producdo. Dentro deles, os fungos
filamentosos possuem vasta versatilidade metabdlica, o que possibilita o emprego dos
mesmos em diversos processos industriais, como a producdo de &cidos organicos,
polissacarideos, enzimas, alcaloides, antibioticos e colorantes (Babitha et al., 2007; El-
Enshasy, 2007; Velmurugan et al., 2010).

Em pesquisas realizadas por Teixeira et al. (2012), T. amestolkiae mostrou ser
potencial produtor de colorantes naturais com alta atividade antimicrobiana e auséncia de
toxicidade contra o microcrustaceo Artemia salina. Em outros estudos, os colorantes
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vermelhos produzidos por este microrganismo mostraram estabilidade em condigOes
alcalinas, na presenca de sais e polimeros (Santos-Ebinuma et al.,, 2013a), além de
apresentarem atividade antioxidante.

Além da etapa de producdo, desenvolver técnicas de extragcdo/purificacdo mais
econbmicas, de forma a incrementar os parametros de purificacdo e ao mesmo tempo reduzir
0s custos operacionais (Pessoa Jr. e Kilikian, 2005) sdo de interesse. Neste contexto, pode-se
citar os SMDFA, os quais sdo formados por agentes tensoativos, que sdo moléculas anfifilicas
(Cordisco et al., 2015). Os tensoativos em concentragfes acima da concentracdo micelar
critica (CMC) formam agregados, conhecidos como micelas (Santos-Ebinuma et al., 2013a),
e 0 aumento da temperatura provoca o fendmeno de separacdo de fases, no qual uma fase é
rica em micelas e a outra pobre em micelas (Hagas et al., 2013) Todo o processo € dependente
da concentragéo e estrutura do agente tensoativo, da presenca de aditivos, da forca idnica e pH
(Liu et al, 1998).

A insercdo de LIs nos SMDFA pode incrementar o processo de extracdo de
biomoléculas, pois podem contribuir para a alteracdo das propriedades fisico-quimicas de
micelas surfactantes (Vicente et al., 2014). Os LIs sdo sais organicos que se encontram em
estado liquido, em condicbes atmosféricas normais de temperatura e pressdo, e apresentam
caracteristicas Unicas como, estabilidade térmica e quimica, baixo ponto de fusdo, elevada
forca de solvatacdo e ampla gama de estruturas quimicas (Freire et al., 2015). Diante do
exposto, este trabalho visou a extracdo de colorantes naturais produzidos por Talaromyces
amestolkiae empregando SMDFA com LIs como adjuvantes.

2. MATERIAL E METODOS

O LI butanoato de colina foi sintetizado pelo grupo de pesquisa. O tensoativo néo-
idnico Triton X-114 e o LI cloreto de colina foram adquiridos da Sigma-Aldrich™. Todos os
outros reagentes foram de grau analitico.

2.1. Microrganismo e producao dos colorantes naturais

T. amestolkiae (antigamente P. purpurogenum) foi cedido pela Colegdo de Culturas
DPUA da Universidade Federal do Amazonas — UFAM. A cultura foi preservada em agua
destilada esterilizada e foi reativada em caldo glicosado de acordo com Lacaz et al. (2002) em
agitador rotativo a 30 °C, durante 7 dias e depois transferidos para tubos inclinados contendo
meio CYA (agar extrato de levedura Czapec), os quais foram incubados a 30°C, por 7 dias, e,
posteriormente, conservados em geladeira a 4°C, sendo repicados a cada 30 dias.

Para os experimentos de producgéo, o inoculo foi realizado em placa de Petri contendo
meio BDA (agar batata dextrose) suplementado com 0,5% (m/v) de extrato de levedura por
um periodo de 7 dias a 30°C, o qual foi inoculado (10 discos de micélio de 8 mm de diametro)
em frascos Erlenmeyers (250 mL) contendo 50 mL de meio de cultivo. O cultivo submerso
foi conduzido em agitador orbital por 168 horas a 30°C. A composic¢do do meio de cultivo foi
de 10 g/L de peptona de carne, 30g/L de glicose e 1 g/L de extrato de carne, com pH inicial de
7. Ao fim da produgédo, o meio contendo os colorantes naturais foi filtrado em papel de filtro
Whatman n°1.
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2.2. Construcao e caracterizacao das curvas binodais

Foram construidas as curvas binodais para os sistemas através do método do “ponto de
névoa” de acordo com Blankschtein et al. (1986). Os estudos foram realizados em sistemas
formados por Triton X-114 em diferentes concentragdes (1-15,0% m/m) em H,O e na
presenca dos LIs nas concentragdes de 0,05, 0,1 e 0,5M.

2.3. Sistemas de extracao

Os sistemas de extragdo foram preparados nas mesmas concentragdes empregadas
anteriormente em tubos de ensaio graduados de 15 mL, pela adi¢do por gravimetria de Triton
X-114, meio fermentado, LI e H,O nas concentragdes desejadas. O sistema foi
homogeneizado em agitador orbital a 8 rpm por 30 minutos. Em seguida, transferido para
banho termorregulado com a temperatura previamente ajustada ao desejado e mantido em
repouso por 3 horas. Apo6s o repouso, os sistemas foram centrifugados e amostras das fases
superior (top) e inferior (bottom) foram coletadas cuidadosamente, com o auxilio de seringa e
agulha. Cada experimento de particdo foi feito em triplicata e os respectivos desvios padrdes e
intervalos de confianga calculados. Em ambas as fases foram determinadas a concentragéo de
colorantes naturais a fim de se calcular os parametros de extracdo: coeficiente de particdo do
colorante (K) — Equacédo 1, recuperacdo do colorante nas fase inferior (Rg) — Equagéo 2 e
razdo volumétrica (Rv) — Equacéo 3.
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Em que: Ct e Cg referem-se as concentracdes do colorante (UA) na fase de topo (rica
em micelas) e fundo (pobre em micelas), respetivamente. Ry representa a razdo volumétrica
entre o volume da fase de topo (Vr) e o0 volume da fase de fundo (Vg).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta as curvas binodais construidas a partir das temperaturas obtidas no
experimento do ponto de névoa.
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Figura 1 — Curvas binodais dos SMDFA formados por Triton X-114 (TX-114) na presenca
ou auséncia de LI (—*— 0,05M; 0,1M; —&— 0,5M para os sistemas com cloreto de
colina, —=— 0,05M; 0,1M; —=— 0,5M para os sistemas com butanoato de colina e —#—
auséncia de LI)
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A partir destes resultados foi possivel observar que as menores temperaturas foram
obtidas com o sistema contendo butanoato de colina na concentracdo de 0,5M e as maiores
foram encontradas nas amostras contendo cloreto de colina nas concentracbes de 0,05M e
0,1M, sendo que as Ultimas foram as Unicas curvas acima da encontrada no experimento
realizado sem LI. Uma possivel explicacdo para este fendbmeno € que o aumento da cadeia
carbbnica dos compostos os deixam mais hidrofébicos, requerendo, dessa forma, menor
hidratacdo e, consequentemente, menor quantidade de energia necessaria para a separagdo do
sistema em duas fases (0 que resulta em menores temperaturas de separagéo).

Além disso, de acordo com a atuacdo dos i6ns da Série de Hofmeister, o cloreto pode
ser classificado como cosmotrdpico, ou seja, aumenta a estruturacdo das moléculas de agua ao
redor do ion (Machado, 2010) por possuir maior interacdo com estas (Lo Nostro et al., 2006).
Assim, a maior hidratacdo acaba requerendo maior energia para a separacdo de fases do
sistema e entdo maiores temperaturas sdo encontradas neste sistema.

A Figura 2 apresenta os coeficientes de particdo do colorante vermelho para os ensaios
contendo LI.
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Figura 2 — Coeficientes de particdo obtidos para a particdo de colorantes naturais
vermelhos por SMDFA composto por Triton X-114 (TX-114) na presenca de LI. (= 0,05M; =
0,1M; = 0,5M para os sistemas com cloreto de colina, ® 0,05M; = 0,1M; = 0,5M para 0s
sistemas com butanoato de colina)
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Pelo gréfico, foi possivel concluir que a parti¢do do colorante foi eficiente e que migrou
mais para a fase bottom (fase rica em surfactante), uma vez que todos os valores encontrados
ficaram acima de 1. Notou-se também que para menores concentracdes de Triton X-114 a
particdo foi mais efetiva. Dentro dos melhores resultados, os ensaios com cloreto de colina
mostraram-se mais vantajosos. Ademais, além da separacdo do colorante, houve também a
concentracdo do mesmo nos ensaios em que o valor do coeficiente de particdo obtido foi bem
maior que 1.

As Tabelas 1 e 2 apresentam as recuperacGes do colorante na fase bottom com os
sistemas utilizado cloreto de colina e butanoato de colina, respectivamente.

Tabela 1 — Eficiéncia de extracdo na fase bottom para os sistemas com cloreto de colina.

TX-114 | [ChJCI0,05M | [Ch]CI0,IM | [Ch]CI0,5M
1% 42,29 59,99 62,15
3% 85,65 57,57 84,70
5% 82,05 75,77 75,85
7% 82,61 74,06 80,14
9% 84,91 85,23 73,22
11% 79,85 78,64 76,60
13% 82,61 82,42 76,41
15% 88,72 86,57 7712

Tabela 2 — Eficiéncia de extracdo na fase bottom para os sistemas com butanoato de colina.

TX-114 | [Ch]But0,05M | [Ch]But 0,1M [ [Ch]But 0,5M
1% 85,27 85,92 62,38
3% 98,57 97,29 95,74
5% 98,85 99,43 96,96
7% 99,91 99,75 98,25
9% 99,20 99,90 98,80
11% 98,87 99,56 99,36
13% 99,71 99,71 99,64
15% 99,63 99,68 99,82
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A partir da analise dos dados das tabelas, foi possivel notar que as maiores eficiéncias
de extracdo na fase bottom foram obtidas nos ensaios que continham butanoato de colina e
que os melhores resultados foram similares nas concentracGes de 7-15%. Dessa forma, notou-
se grade importancia da maior cadeia carbdnica deste LI quando comparado ao outro
utilizado.

4. CONCLUSAO

A extracdo de colorantes naturais utilizando liquidos idnicos como adjuvantes nos
sistemas micelares de duas fases aquosas mostrou-se eficiente, uma vez que as eficiéncias de
extracdo encontradas foram superiores a 50% em todos 0s ensaios. As amostras contendo
butanoato de colina mostraram-se mais efetivas, obtendo valores proximos a 100%, sem
apresentar diferencas no aumento da concentracdo do liquido idnico. Este LI também é de
interesse, pois, mesmo apresentando coeficientes de particdo ligeiramente menores que o
cloreto de colina, apresentou menores temperaturas de particdo, o que gera uma possivel
economia para o processo. Dessa forma, concluiu-se que o LI butanoato de colina tem grande
potencial para a extracdo de colorantes naturais.
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