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“Ainda que eu fale as linguas dos homens e
dos anjos, se nédo tiver amor, serei COmo 0
sSin0 que ressoa ou como o prato que retine.
Ainda que eu tenha o dom de profecia e
saiba todos os mistérios e todo o
conhecimento, e tenha uma fé capaz de
mover montanhas, mas ndo tiver amor, nada
serei. Ainda que eu dé aos pobres tudo o
que possuO € entregue 0 Meu corpo para ser
queimado, mas se ndo tiver amor, nada
disso me valera. O amor € paciente, 0 amor
¢ bondoso. Néo inveja, ndo se vangloria,
ndo se orgulha. Ndo maltrata, ndo procura
seus interesses, ndo se ira facilmente, ndo
guarda rancor. O amor nao se alegra com a
injustica, mas se alegra com a verdade.
Tudo sofre, tudo cré, tudo espera, tudo
suporta. O amor nunca perece; mas as
profecias  desaparecerdo, as linguas
cessardo, o conhecimento passara. Pois em
parte conhecemos e em parte profetizamos;
quando, porém, vier o que é perfeito, o que
¢ imperfeito desaparecerd. Quando eu era
menino, falava como menino, pensava
COmo menino e raciocinava como menino.
Quando me tornei homem, deixei para tras
as coisas de menino. Agora, pois, vemos
apenas um reflexo obscuro, como em
espelho; mas, entdo, veremos face a face.
Agora conheco em parte; entdo, conhecerei
plenamente, da mesma forma como sou
plenamente conhecido. Assim, permanecem
agora estes trés: a fé, a esperanca e 0 amor.
O maior deles, porém, ¢ o amor.”

1 Corintios 13
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RESUMO

Titulo: Avaliagdo de processos para extracdo de carotenoides de uma preparacao
comercial da microalga Chlorella sp.

Autor: Maria Fernanda dos Santos Mota

Orientadores: Prof® Dr2 Suely Pereira Freitas e Prof? Dr2 Elba Pinto da Silva Bon.

As microalgas possuem uma composicao quimica diversificada e podem se tornar fonte
de ingredientes nutricionais como lipidios, proteinas, carboidratos, pigmentos bioativos
tais como carotenoides e clorofilas e de minerais para aplicagdes na industria de
produtos naturais, alimenticia e farmacéutica. As microalgas tém sido também avaliadas
como fonte de energia renovavel tanto para producdo de bioetanol quanto de biodiesel.
Dessa forma, a utilizagdo da biomassa algal vai ao encontro do conceito de
biorrefinaria, no qual a biomassa deve ser utilizada para producéo de energia e de novos
ingredientes que possam substituir, no futuro, as matérias primas utilizadas no setor
petroquimico. A producdo de ingredientes funcionais e de energia a partir das
microalgas é mais vantajosa quanto comparada ao uso de vegetais superiores, pois a
biomassa algal apresenta maior taxa de crescimento, ndo esta sujeita a sazonalidade e
requer um menor espago para sua producdo. O maior impacto econdmico para 0 uso de
microalgas no setor industrial se deve aos processos de separacdo da biomassa, ruptura
da parede celular, fracionamento e purificacdo dos extratos. O processo de ruptura da
parede celular, visando aumentar a difusdo dos compostos de interesse para 0 meio
extrator, pode ser ou ndo simultaneo a sua extracao. O presente trabalho prop6e um rota
sustentavel para o processamento da biomassa da microalga Chlorella sp. visando a
extracdo de compostos bioativos e em particular dos carotenoides e de hidrolisados de
proteina. Neste estudo a ruptura celular foi avaliada utilizando-se os meétodos fisicos
micro-ondas e moinho de bola vibratorio e as extracdes foram realizadas com etanol e
solucgdes hidroetanolicas. A biomassa residual, nas melhores condi¢Ges operacionais de
extracdo, foi submetida a hidrolise com protease visando a obtencdo de um extrato
aquoso rico em peptideos sollveis. No extrato etandlico obtido com a microalga pré-
tratada em moinho de bola e incubada em etanol 99,99 °GL obteve-se um teor de
carotenoides até duas vezes maior ao obtido com o uso de micro-ondas, em condicdes
otimizadas. O uso de etanol puro como solvente promoveu a maior recuperacdo de
carotenoides totais.. A hidrdlise enzimatica com proteases da biomassa residual deste
Processo gerou um extrato aquoso com 53 + 2 g.L™ de proteinas e peptideos sollveis,
valor quase nove vezes superior ao extrato obtido sem a adicdo de proteases, de 6,1 +
0,5 g.L ™. As condiges de protedlise com a preparagdo comercial ProteaseMax™ (1%
de enzima por grama de proteina e incubacdo por 3 horas) resultaram em um
rendimento de extracdo de 79 £ 3%. Os resultados deste trabalho indicam que, pela sua
efetividade, o uso do moinho de bola vibratorio para o pré-tratamento da preparacao
comercial da microalga Chlorella sp. aumenta o seu potencial como fonte de compostos
bioativos de interesse industrial.



ABSTRACT

Title: Evaluation of processes for extracting carotenoids from a commercial preparation
of the microalga Chlorella sp.

Author: Maria Fernanda dos Santos Mota
Supervisors: Prof? Dr2 Suely Pereira Freitas and Prof® Dr2 Elba Pinto da Silva Bon.

Microalgae have a diverse chemical composition, and can be a source of nutritional
ingredients such as lipids, proteins and carbohydrates, bioactive pigments such as
carotenoids and chlorophylls and minerals for applications in the natural products, food
and pharmaceutical industry. As microalgae it has also been evaluated as a potential
source of renewable energy for both bioethanol and biodiesel production. Thus, the use
of algal biomass meets the concept of biorefinery, in which biomass should be used for
applications in different industrial sectors, in particular for energy and new ingredients
production to replace, in the future, petrochemical feedstocks. The obtention of
ingredients and energy from microalgae have additional advantages as compared to the
use of higher plants, as an algal biomass presents higher growth rates, is not subject to
seasonality and requires a smaller space for its production. The greatest economic
impact for the use of microalgae in the industrial sector is due to the biomass harvesting
process, cell wall rupturing, fractionation and purification of the extract. The cell wall
disruption process, aiming to increase the diffusion of the compounds of interest to the
extracting medium, may or may not be simultaneous to their extraction. The present
work studied a sustainable route for the processing of the microalga Chlorella sp.
aiming the extraction of bioactive compounds in particular carotenoids and water
soluble proteins. For this study two methods of cell rupture were evaluated: microwave
or vibratory ball mill. In both, the extractions were conducted using ethanol or
hydroethanolic solutions as solvents. The residual biomass, under the best operational
conditions of extraction, was submitted to hydrolysis with protease aiming to obtain an
aqueous extract rich in soluble peptides. In the ethanolic extract (obtained with the
microalga pre-treated in ball mill and incubated in ethanol 99.99 ° GL) a carotenoid
content of up to two times greater than the one obtained with the aid of microwaves was
obtained. The use of pure ethanol as solvent was the condition that promoted the highest
recovery of total carotenoids. Enzymatic hydrolysis with proteases of the residual
biomass generated an aqueous extract with 53 + 2 g.L™ of proteins and soluble peptides,
which was over eight-fold higher than that observed without the enzymatic hydrolysis,
of 6.1+ 0.5g.L™ of soluble proteins. The proteolysis experimental conditions using the
preparation ProteaseMax ' (1% enzyme / g of protein and 3 hours incubation) resulted
in an extration yield of 79 + 3%. The results indicated that pretreatment of the cell wall
with the use of ball milling increases the potential of the microalga Chlorella sp. as a
source of proteins and bioactive compounds.
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1 INTRODUCAO

As microalgas sdo microrganismos, em sua maioria, unicelulares, fotossintéticos
e coloridos devido a presenca dos pigmentos fotossintéticos, como a clorofila “a” e os
carotenoides. Esses microrganismos podem apresentar alta quantidade de proteinas rica
em aminodcidos essenciais, alta concentracdo de carboidratos e lipidios, além de ser
uma excelente fonte de pigmentos com propriedades funcionais, tais como 0s
carotenoides. Quanto comparada aos vegetais superiores, as microalgas apresentam
vantagens como: ndo estar sujeita a sazonalidade, ndo necessitar de terra araveis e nem

de agua potavel (SHEEHAN, 2009).

Dessa forma, a biomassa de microalgas pode ter aplicagdo comercial em setores
prioritarios em espacial o de saide humana, alimentagcdo animal, tratamento de &guas
residuais, producédo de energia e obtencdo de compostos de interesse das industrias de
alimentos, quimica e farmacéutica (MORAIS; COSTA, 2008).

A microalga Chlorella sp. pode vir a ser uma fonte promissora de hidrolisados
proteicos e compostos bioativos, como os carotenoides. Segundo a ANVISA, os
compostos bioativos sdo aqueles que possuem acdo metabolica ou fisioldgica especifica

benéfica a salide dos seres humanos.

Os carotenoides sao pigmentos naturais amplamente distribuidos na natureza que
podem ser de coloracdo vermelha, laranja e amarela. Esses compostos possuem
propriedade antioxidante bastante importante para a protecdo da célula contra radicais
reativos (GROSSMAN et al., 2004). Nas industrias alimenticia e farmacéutica, sao
empregados como fonte de provitamina A, antioxidantes, corantes e precursores de

aromas.

A Chlorella apresenta uma composicdo de carotenoides rica em luteina, um
importante antioxidante reportando por ter efeitos comprovados na prevencdo de
cataratas e da degeneracdo macular (HO et al. ,2014; LIMON et al., 2015). Além da
composicao dos carotenoides, diversos estudos apontam as propriedades antioxidantes e
anti-hipertensivas dos hidrolisados proteicos derivados dessa microalga, ressaltando a
potencial utilizacdo para elaboracdo de bebidas funcionais com agdo hipertensiva
(EJIKE et al., 2017).



A producéo de carotenoides por microalgas apresentam diversas vantagens em
relacdo aos vegetais superiores e animais, pois estas possuem uma taxa de crescimento
mais rapida e requer menor espaco para produgdo (DERNER et al., 2006; SILVA, 2008
e VALDUGA et al., 2009).

Para viabilizar a extracdo dos compostos de interesse, a parede celular de
microalgas necessita, em geral, ser rompida. .A escolha do pré-tratamento adequado
depende da espécie de microalga. As técnicas de ruptura celular podem ser aplicadas
simultaneamente com a extracdo, como no caso de micro-ondas e do ultrassom, ou
previamente, como no caso da quebra usando o moinho de bolas vibratério, utilizado
com sucesso desde a década de 70 para rompimento de parede celular (MILLET; M.A.;
BAKER, AJ.; SATTER, L.D., 1976).

A extracdo dos carotenoides é geralmente realizada por solventes organicos, esse
método visa gerar um extrato rico em carotenoides que pode ser utilizado em
suplementos alimentares antes ou ap0s ser submetido a processos de purificacao.
Atualmente, a substituicdo destes solventes tradicionais por solventes renovaveis € uma
tendéncia para minimizar os impactos ambientais e aumentar a qualidade dos produtos
com potencial bioativo. Dentre 0s solventes mais favoraveis ambientalmente o etanol se
destaca devido ao seu custo e a sua afinidade com carotenoides e com os lipidios de
cadeias longas e poli-insaturados, geralmente encontrados em microalgas, sendo capaz
de solubilizar tanto os lipidios polares como aqueles ndo polares com mais alta

eficiéncia que os solventes tradicionais (YANG et al., 2014).



2 OBJETIVO

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver uma rota tecnoldgica
sustentavel para o processamento de uma preparacdo comercial da microalga Chlorella
sp., visando aumentar a eficiéncia de extracdo de carotenoides e a obtencdo de
hidrolisados de proteina. A sustentabilidade dos procedimentos experimentais
alicercaram-se no uso de métodos fisicos de ruptura da parede celular da microalga, no
uso de solventes renovaveis para a extracdo dos carotenoides e na hidrélise enzimatica

para a obtencao dos hidrolisados proteicos a partir da biomassa residual.
Para alcancar estes objetivos as seguintes atividades foram desenvolvidas:

- Caracterizar a microalga comercial Chlorella sp. quanto ao teor de
carboidratos, lipidios, proteinas e carotenoides.

- Avaliar a extragéo assistida em reator de micro-ondas, com solugdes de etanol

e agua em diferentes concentragdes, na extracao de carotenoides.

- Avaliar o pré-tratamento da biomassa da microalga com moinho de bola na

extracdo de carotenoides e na obtencao de hidrolisados proteicos.

- Analisar a influéncia da polaridade da mistura etanol &gua e da temperatura na

extracdo dos carotenoides da microalga.

- Analisar a atividade antioxidante do extrato etandlico rico em carotenoides

obtido na melhor condicdo de extracao.

- Conduzir experimentos preliminares para avaliar a efetividade da hidrdlise
enzimatica da biomassa residual com proteases na obtencdo de um extrato

aquoso rico em proteinas e peptideos solaveis.



3 REVISAO BIBLIOGAFICA

3.1  Microalgas

As microalgas sdo microrganismos, em sua maioria, unicelulares, fotossintéticos
e coloridos devido a presenca dos pigmentos fotossintéticos, como a clorofila e os
carotenoides. Esses microrganismos podem ser eucaridticos ou procariéticos e
geralmente sdo encontrados em ambientes aquaticos (PELCZAR; CHAN; KRIEG,
1993; OLAIZOLA, 2003). As estruturas celulares e 0 mecanismo para a fotossintese
nestes organismos sdo semelhantes ao dos vegetais (LEHNINGER; NELSON; COX,
2006). Entretanto, diferente das plantas superiores, as microalgas ndo necessitam de
sistema vascular para transportar nutrientes, absorvendo-os diretamente do meio de
cultivo (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1993).

As microalgas produzem mais oxigénio do que todas as plantas existentes no
mundo, sendo responsaveis por pelo menos 60 % da producdo priméaria da Terra
(CHISTI, 2004), e, além disso, contribuem para regular a biosfera do planeta
(HENRIKSON, 1994). Estima-se a existéncia de mais de 50.000 espécies de microalgas
no mundo, porém somente 30.000 espécies foram identificadas e estudadas. Estas fazem
parte de um grupo heterogéneo de microrganismos fotossintetizantes, que tem a
capacidade de desenvolver-se rapidamente em condicdes adversas devido a sua
estrutura celular simples (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010; RICHMOND, 2004).
As microalgas, quando submetidas a condicdes fisicas e quimicas especificas, sdo
capazes de produzir grandes quantidades de biocompostos como proteinas, lipideos e
carboidratos. Além de produzirem moléculas bioativas de alto valor agregado como
antioxidantes, carotenoides, polissacarideos, acidos graxos e vitaminas (COSTA &
MORAIS, 2014).

As microalgas também apresentam metabolismos variados, podendo ser
organismos fotoautotréficos, heterotroficos e/ou mixotroficos. No metabolismo
fotoautotrofico, hd a necessidade de luz e fonte de carbono inorgénico, como CO; e
HCOg3', para obtencdo de energia através da fotossintese. Nesse caso, 0 crescimento das
microalgas é diretamente afetado pela disponibilidade e intensidade luminosa e pela
concentracdo dos nutrientes, como CO,, HCO3', fosforo e nitrogénio, necessarios para o

crescimento celular. Além disto, a disponibilidade e concentracdo de nutrientes e a



intensidade luminosa também afetam a composicdo quimica da microalga. O aumento
da intensidade luminosa acarreta em um aumento de producdo dos pigmentos
fotoprotetores, como os carotenoides (RICHMOND, 2004). J& em condicbes de
deficiéncia de nitrogénio, por exemplo, ocorre uma diminui¢cdo do contetdo proteico e
um aumento de compostos de reserva energética, como os lipidios e carboidratos
(SIAUT et al., 2011).

No metabolismo heterotréfico ndo hd a necessidade de luz, as microalgas
utilizam compostos organicos, como a glicose, como fonte de carbono e energia. O
metabolismo mixotréfico € uma unido do fotoautotrofico e heterotréfico, havendo
necessidade de luz e de uma fonte de carbono organico (BRENNAN & OWENDE,
2010). O cultivo de microalgas mixotroficamente e heterotroficamente geralmente
resulta em maior producdo de biomassa algal, porém, devido a presenca de carbono
organico, sdo mais propicios a contaminagdo. Além disso, no cultivo fotoautotrofico as

microalgas produzem mais pigmentos devido a necessidade de realizar fotossintese.

A exploracdo comercial das microalgas apresentam diversos atrativos, uma vez
que as microalgas sdo capazes de produzir metabélitos com alto valor agregado, como
0s carotenoides e as proteinas, além de poder apresentar alta concentragéo lipidica e/ou
alta concentracdo de carboidratos dependendo da espécie e das condi¢des de cultivo
(OLAIZOLA, 2000). O seu cultivo ndo compete com a producdo de alimentos, nao
necessita de terras araveis e nem de agua potavel (SHEEHAN, 2009). Aléem disso, as
microalgas podem ser utilizadas para a captura de carbono, podendo reduzir os niveis de

CO, na atmosfera.

A utilizacdo da biomassa algal vai ao encontro do conceito de biorrefinaria, na
qual os bens de consumo e energia sdo derivados do processamento sustentavel de
matérias primas renovaveis. As microalgas possuem uma composi¢do quimica bastante
rica, podendo ser utilizados para obtencédo de produtos de alto valor agregado bem como
para producdo energia (JONG & JUNGMEIER, 2015; SPOLAORE et al., 2006). Sendo
assim, a integracao desses processos se torna essencial para a viabilizacdo da producéo e
reducdo dos custos dos derivados de microalgas (POWELL & HILL, 2009).



3.2  Sistemas de cultivo de microalgas

As microalgas podem ser cultivadas em sistemas abertos (lagoas), em os
sistemas fechados (fotobiorreatores) ou em sistemas hibridos. Nos sistemas abertos a
producdo de microalgas se da em ambientes externos, ndo possibilitando o controle de
nenhum parametro do meio de cultivo. Os sistemas fechados foram desenvolvidos para
solucionar os problemas existentes nos sistemas abertos, porém apresentam um alto
custo de construcdo e manutencdo. Os sistemas hibridos empregam tanto os sistemas
abertos quanto os fechados, visando aproveitar o melhor dos dois.

3.2.1 Sistemas abertos

Os sistemas abertos de producdo de microalgas, comumente chamados de
lagoas, sdo os mais utilizados para o cultivo de microalga em larga escala por serem
mais econdmicos, de mais facil construcdo e operacdo quando comparado com 0s
sistemas fechados. Existem diversos tipos de sistemas abertos para a producgdo de
microalgas que podem ser classificados em: (i) extensivos, onde ndo ha nenhum esforgo
para 0 manejo da cultura, como as lagoas abertas simples; (ii)intensivos, onde ha algum
tipo de manejo para melhorar o crescimento da microalga, como as lagoas circulares,
que possuem um braco giratorio no centro para agitar a cultura, e as lagoas do tipo
raceway (high rate ponds), que possuem rodas de pas ou bombas de ar comprimido que
mantém o fluxo e melhoram a transferéncia de CO, para o meio liquido (COPLIN,
2012).

Os principais parametros que devem ser levados em consideracdo no “design” de
construcdo dessas lagoas sdo: a profundidade e a area superficial. Essas lagoas devem
ter a menor profundidade possivel para maximizar o aproveitamento da luz solar e,
consequentemente, a produtividade de biomassa (BENEMANN & OSWALD, 1996).
Entretanto, ao contrario da profundidade, a lagoa deve apresentar grande area
superficial de modo a aumentar o aproveitamento a luz solar. Por isso, esses sistemas
necessitam de grandes areas planas com baixo custo para tornar a planta
economicamente vidvel. Entretanto, mesmo minimizando a profundidade e
maximizando a é&rea superficial, os sistemas abertos esbarram em limitacGes
operacionais, como grandes perdas de CO, para a atmosfera, alta variacdo de
temperatura, evaporacao e falta de controle da luminosidade. Além disso, nesse tipo de

sistema as microalgas ficam muito susceptiveis a contaminagéo, por isso é preferivel o



cultivo de espécies que possuem a habilidade de se desenvolver em ambientes com
caracteristicas seletivas, como alta salinidade ou alto pH, reduzindo a possibilidade de
desenvolvimento de organismos contaminantes como protozoarios ou outras espécies de
microalgas (COPLIN, 2012).

A microalga Dunaniella salina é uma das que melhor se adaptaram ao cultivo
em larga escala em sistemas abertos, uma vez que possuem tolerancia as altas e baixas
temperaturas e a alta salinidade. O cultivo da D. salina é, geralmente, realizado em
areas ensolaradas e com baixa densidade de nuvens, devido a necessidade de alta
incidéncia luminosa para a uma maior produgdo de B-caroteno (Figura 1). Atualmente, a
producdo de Dunaniella salina gira em torno de 1.200 t.ano™ e o seu cultivo é realizado
em escala industrial em regifes da Australia, Estados Unidos e Israel (EMEISH, 2012;
FAQO, 2010).

Figura 1 - Producdo de Dunaniella salina na lagoa Hutt, Australia. Fonte: BEAM,

An Australian Research Network.

Outra microalga cultivada com sucesso em sistemas abertos é a Chlorella, essa
microalga foi a primeira a ser produzida comercialmente, tendo o seu inicio na década
de 60 no Japdo (BENEMANN; OSWALD, 1996). Atualmente, o cultivo de Chlorella
expandiu para outros paises, especialmente no Sudeste Asiatico, tendo o Japao e Taiwan
como seus maiores produtores. A producdo de Chlorella cresceu bastante nas Gltimas
décadas, passando de 200 t.ano™ nos anos 70 para 1.000 t.ano™ nos anos 80 e 2.000
t.ano™ nos anos 90 (RICHMOND, 2004). Atualmente, a producdo de Chlorella estad em
torno de 5.000 t.ano™ e é vendida a um preco de US$ 20.000 t* (LUNDQUIST et al.,
2010). O sistema de producéo varia desde fotobiorreatores fechados a sistemas abertos

como lagoas circulares, sistema mais tradicional (Figura 2).



Figura 2 - Producéo de Chlorella na Ilha de Ishigaki, Japdo. Fonte: Yaeyama
Shokusan Co., Ltd.

A Spirulina (Arthrospira platensis) é outra microalga produzida em larga escala,
seu cultivo teve inicio na década de 70 e tem os Estados Unidos e a Asia como seus
principais produtores. Atualmente, com o crescimento de plantas industriais de
Spirulina na China e na India, a producéo passou de cerca de 1.000 t.ano™ nos anos 90
para 5.000 tano™, com preco da tonelada girando em torno de US$ 10.000
(LUNDQUIST et al., 2010), sua producdo é comumente realizada em raceway.

Figura 3 - Produgdo de Spirulina no Havai. Fonte: Cyanotech Co.



3.2.2 Sistemas fechados

Os sistemas fechados de cultivo de microalgas, comumente chamado de
fotobiorreatores, foram criados com a intengdo solucionar os problemas existentes nas
lagoas abertas. Esse tipo de cultivo pode ser realizado em ambientes externos ou
internos, onde se pode controlar a intensidade luminosa e o fotoperiodo.

Diversos critérios devem ser levados em consideracdo no projeto de um
fotobiorreator, dentre os quais podemos destacar: configuracdo, geometria, a razao
superficie-volume; a orientacdo e inclinacdo; presenca de dispositivos para mistura e
troca gasosa, de sistema de limpeza, de controle de pH, temperatura e intensidade
luminosa, transparéncia e durabilidade do material de construgdo, a estabilidade e
confiabilidade do sistema e 0s custos envolvidos para a sua construcdo e operagdo
(RICHMOND, 2004; BEHRENS, 2005).

A relaco superficie-volume esta diretamente relacionada com a absorcéo de luz
e com a produtividade das microalgas, quanto maior a razdo superficie-volume,
geralmente maiores concentracdes celulares sdo obtidas, reduzindo os custos de
colheita. A mistura ou circulacdo da cultura é essencial para promover uma eficiente
troca gasosa no sistema de cultivo. E importante que seja fornecido CO,, para permitir a
realizacdo da fotossintese, e retirado O, para evitar a fotooxidacdo e o0 aumento da taxa
de respiracdo, parametros que prejudicam a produtividade. Além disso, a
homogeinizacao é fundamental para evitar a sedimentacdo e/ou acumulo das células nas
paredes, promover uma distribuicdo eficiente dos nutrientes, garantir que as celulas
sejam submetidas a periodos adequados de claro e escuro e para garantir uma
temperatura e um valor de pH uniforme em todo o reator. Porém, altas taxa de mistura e
aeracdo provocam alta turbuléncia e estresse de cisalhamento, o que pode danificar as
células (BEHRENS, 2005; RICHMOND, 2004).

Os fotobiorreatores permitem o controle de praticamente todas as variaveis de
cultivo, como temperatura e pH; reduzem os riscos de contaminacdo, possibilitando
obter cultivos com alto grau de pureza; e praticamente eliminam a evaporacéo e a perda
de CO,, permitindo um maior controle das trocas gasosas através da injecdo de ar
atmosférico ou didxido de carbono e a remocgdo de oxigénio do cultivo. Além disso,

esse tipo de sistema geralmente ocupa um menor espaco, apresenta maior facilidade na
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colheita de biomassa e um maior rendimento de biomassa por unidade de area e volume

em relacdo aos sistemas abertos (PULZ, 2001).

Os fotobiorreatores tubulares e os em placas sdo os mais utilizados (COPLIN,
2012), porém existem inimeras pesquisas relacionadas ao design e as configuracdes dos
fotobiorreatores, visando aumentar a produtividade de biomassa e reduzir os custos do
processo. Os materiais de construcdo podem ser rigidos, como o vidro, ou flexiveis,

como sacos plasticos.

Entretanto, apesar de apresentarem diversas vantagens em relagdo aos sistemas
abertos, ndo sdo muito utilizados industrialmente devido ao alto custo de construcéo e
operagdo, tendo sua utilizacdo restrita a microalgas que ndo se adaptam aos sistemas
abertos, tal como a Haematococcus pluvialis. Essa microalga requer meios neutros e
com baixa salinidade para se desenvolver, necessitando de um cultivo altamente
controlado. Sendo assim, os sistemas abertos ndo séo indicados para o cultivo de
Haematococcus pluvialis, apresentando alta probabilidade de contaminacdo. Os
principais sistemas de producdo sdo fotobiorreatores fechado e os sistemas hibridos
(Figura 4).

Figura 4 - Producdo de Haematococcus pluvialis no deserto de Negev em Israel.

Fonte:Alga Technologies.

3.2.3 Sistemas hibridos

Os sistemas hibridos combinam tanto os sistemas abertos quanto os fechados
para 0 cultivo de microalgas, visando maximizar as vantagens e minimizar as
desvantagens de ambos 0s sistemas. A operacao dos sistemas hibridos ocorre em duas

fases. A primeira fase consiste em cultivar a biomassa de forma controlada em
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fotobiorreatores com um meio de cultura rico em nutrientes. Na segunda etapa, a
biomassa produzida na primeira fase € cultivada em lagoas abertas, como o raceway,
sob estresse ambiental, como alta luminosidade, deficiéncia de nitrogénio e alta
salinidade. Dessa forma, € possivel obter uma maior produtividade de biomassa e maior

biossintese do produto de interesse.

Esse sistema de cultivo foi desenvolvido para o cultivo de Haematococcus
pluvialis (HUNTLEY & REDALJE, 2007). Essa microalga ja havia sido cultivada sem
sucesso em lagoas abertas, entretanto o seu cultivo em sistema hibrido permitiu uma
producdo continua e ininterrupta por anos. Os autores explicam que o motivo do
sucesso do cultivo é devido a reducdo do tempo de permanéncia em lagoas abertas,
onde as culturas sdo suscetiveis a contaminagéo. Tal fato s6 pode ser atingido através do
fornecimento continuo de inoculo ndo contaminado em grande volume, o que requer a
producdo inicial em fotobiorreatores em escala industrial. Os seja, como a primeira fase
consiste do cultivo é realizada em fotobiorreatores, a concentragdo de microalgas no
meio de cultivo é alta, permitindo uma réapida colonizacdo e dominancia nos raceway,

minimizando os riscos de contaminacao.
3.3  Métodos para colheita das microalgas

A etapa de recuperacdo da microalga representa cerca de 20 a 30% do custo total
da producéo da biomassa (GUDIN e THERPENIER, 1986; DAVIS et al., 2011) e, por
isso, é considerada uma etapa crucial para a viabilidade do processo. Os principais
métodos para a recuperacdo das microalgas sdo: centrifugacéo, floculacéo, coagulacdo e
filtracdo. A escolha do método ideal para a colheita de microalgas depende do tamanho
da espécie, da concentracdo atingida no sistema de producéo, do produto desejado e dos
gastos de energia envolvidos. A recuperacdo da microalga geralmente envolve duas
etapas, a primeira etapa visa separar a biomassa do restante do meio de cultura,
enquanto a segunda etapa consiste em aumentar a concentracdo da microalga no lodo

obtido na primeira etapa, etapa que envolve um maior gasto energeético.

A floculacdo geralmente é empregada na primeira etapa de colheita da
microalga, consistindo na adicdo de floculantes quimicos, como cloreto férrico e sulfato
férrico. Esses floculantes promovem a agregacdo das microalgas em “flocos” de maior

massa que decantam mais rapidamente, aumentando a eficiéncia da segunda etapa de
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colheita (ELMALEH et al., 1991). A coagulagcdo tem a mesma finalidade da floculagéo,
entretanto a agregacdo das microalgas ocorre por ajustes de pH e adi¢do de eletrolitos.

A centrifugagdo e a filtragdo sdo geralmente aplicadas na segunda etapa de
recuperacdo da biomassa. A centrifugacdo é um método bastante eficiente e rapido para
separar a biomassa da agua, porém possui alto consumo de energia. A filtragdo é mais
indicada para microalgas relativamente grandes, pois microalgas com diametros muito
pequenos necessitam de membranas com poros também muito pequenos, que sdo mais
caras, e necessitam de alta pressdo para promover 0 escoamento, tornando essa etapa

lenta e de alto custo.

3.4 Aplicacdo comercial das microalgas

Os cultivos de microalgas industrialmente comegaram a se destacar a partir de
1948 nos Estados Unidos, Alemanha e Japdo (ANDRADE, 2009). Por volta do ano de
1960, no Japdo, com a microalga Chlorella, o cultivo de microalgas em grande escala
foi realizado para fins comerciais. Entre os anos de 1970 e 1990 foi realizada a cultura
de Spirulina no México, Dunaliella salina na Australia e varias outras especies para a
aquicultura (BOROWITZKA, 1993).

A principal aplicacdo comercial das microalgas consiste na producdo de
biomassa com alta concentracdo de proteinas e de compostos nutracéuticos para a
suplementacdo alimentar. As principais espécies cultivadas para esse fim sdo: Chlorella,

Spirulina, Dunaliella e Haematococcus.

A Chlorella é utilizada principalmente como suplemento alimentar para humanos e
como alimento para a maricultura. A principal importancia da suplementacdo alimentar
com Chlorella é devido a sua alta concentracdo de proteinas, aminoacidos e pigmentos,
como a clorofila e carotenoides. Estudos apontam que a biomassa da Chlorella pode
auxiliar no emagrecimento, na diminuicdo dos niveis de colesterol, no controle da
pressdo arterial e na atividade antitumoral (OKUDO et al., 1975, MIYAZAWA et al.,
1988, MERCHANT et al., 2002).

A Spirulina também é uma microalga é utilizada como suplementacéo alimentar
devido ao seu alto conteudo proteico. Atualmente, muitos estudos apontam que a
Spirulina apresenta alto potencial farmacéutico, indicando sua eficiéncia no tratamento

de diabetes, perda de peso, diminui¢do do nivel de colesterol, melhoramento do sistema
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imunolégico, inibicdo da replicacdo de diversos virus patoldgicos, prevengdo do
desenvolvimento de certos tipos de tumores, além de ajudar diversos distarbios
emocionais e mentais (RICHMOND, 2004; KURMAN et al., 2009).

O cultivo de Dunaniella salina em larga escala visa a produgao de p-caroteno,
uma vez que essa microalga acumula alto contetdo de 9-cis B-caroteno podendo
apresentar 100 g/kg de peso seco quando cultivada em condicdes de estresse (COESEL
et al., 2008). A Haematococcus pluvialis é outra espécie cultivada para a producéo de
carotenoides, especialmente a astaxantina, carotenoide que possui um alto valor de
mercado (US$ 100.000 t™*) (LUNDQUIST et al., 2010).

3.5 Microalga Chlorella

A microalga Chlorella é uma das microalgas mais estudadas e comercializadas
atualmente, essa microalga € esférica e microscopica com didmetro de 2-10 um e néo
possui flagelo. Esse microrganismo se reproduz assexuadamente por autosporulacao,
dessa forma quatro células filhas com parede celular individualizada se formam dentro
da parede celular da célula mae que se rompe permitindo a liberagcdo das células filhas
(YAMAMOTO et al., 2004).

A biomassa de Chlorella geralmente apresenta alta quantidade de proteinas (40 -
60% em base seca) que sdo em grande parte constituidas por aminoacidos essenciais,
com um perfil adequado a nutricdo humana o que faz dessa biomassa uma 6tima fonte
de suplemento proteico (SAFI et al., 2014). No quadro 1 apresenta-se a composicdo de
aminoacidos essenciais e ndo essenciais em diferentes alimentos convencionais e em

microalgas.
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Quadro 1 - Composicdo de aminoacidos da microalga Chlorella em compara¢do com a do ovo e

da soja expressa grama em 100 g de proteinas.

Aminoécido C. vulgaris Recomendado Ovo Soja
pela FAO/WHO

Acido aspartico 10,94 N/A 11,00 1,30
Treonina 6,09 4,00 5,00 4,00
Serina 7,77 N/A 6,90 5,80
Acido Glutamico 9,08 N/A 12,60 19,00
Glicina 8,60 N/A 4,20 4,50
Alanina 10,90 N/A n.d 5,00
Cisteina 0,19 3,50 2,30 1,90
Valina 3,09 5,00 7,20 5,30
Metionina 0,65 N/A 3,20 1,30
Isoleucina 0,09 4,00 6,60 5,30
Leucina 7,49 7,00 7,00 7,70
Tirosina 8,44 6,00 4,20 3,20
Fenilalanina 5,81 N/A 5,80 5,00
Histidina 1,25 N/A 2,40 2,60
Lisina 6,83 5,50 5,30 6,40
Arginina 7,38 N/A 6,20 7,40
Triptofano 2,21 1,00 1,70 1,40
Ornitina 0,13 N/A n.d n.d
Prolina 2,97 N/A 4,20 5,30

n.d.: ndo detectavel; N/A: ndo disponivel;

FAO: Food and Agricultural Organisation; WHO: World
Health Organisation.Fonte: adaptado de SAFI et al., (2014).

Por esse quadro pode-se observar que a biomassa de Chlorella contém proteinas

ricas em aminoacidos essenciais e ndo essenciais caracterizando-se como uma biomassa
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tdo rica quanto o ovo e a soja, além de ter um perfil conforme o recomendado pela FAO
e pela WHO.

Além de proteinas, essa microalga também pode acumular amido ou lipidios
como reserva energética. Geralmente, quando h& alguma condicdo de crescimento
desfavoravel, como limitacdo de nutrientes e/ou excesso de luz/temperatura, por
exemplo, hd uma competicdo entre a sintese de lipidios e carboidratos, ocorrendo,
primeiramente, a biossintese de carboidratos de reserva e, posteriormente, a de lipidios
como compostos de reserva de longo prazo (SIAUT et al., 2011). Sendo assim, ha uma
alta correlacdo entre a quantidade e o tipo de compostos de reserva com a duragdo do
periodo de stress (HO et al., 2011). O carboidrato de reserva dessa microalga é o amido,
uma vez que a Chlorella ndo apresenta quantidade significativa de celulose (SOUZA et
al., 2017).

A biomassa de Chlorella pode atingir de 5-58% de lipidios por peso seco, a
quantidade de lipidios vai variar de acordo com a condicdo de cultivo aplicada, sendo
maior em condicdes de estresse (MATA et al., 2010). Nas microalgas os acidos graxos
mais comuns possuem entre 16-18 atomos de carbono e podem ser tanto saturados
quanto insaturados. Os lipidios podem ser classificados como polares, como o0s
fosfolipidios e glicolipidios, e apolares, como o0s mono-, di- e triacilglicerois
(AZEVEDO, 2012). A composicdo dos acidos graxos da Chlorella é variavel de acordo
com a condicdo de cultivo, de modo geral acidos graxos mais saturados s@o mais
indicados para a producao de biodiesel, enquanto que acidos graxos mais insaturados
possuem importancia nutricional e devem ser consumidos na dieta de seres humanos
(LEMAHIEU et al., 2013).

A biomassa de Chlorella também apresenta uma importante quantidade de
pigmentos como carotenoides e clorofila, sendo a clorofila o pigmento mais abundante
podendo atingir de 1-2% por peso seco. Essa micgroalga também apresenta grande
potencial para a extracdo de carotenoides, sendo reportanda por produzir consideravel
quantidade de luteina, B-caroteno, astaxantina, cantaxantina e violaxantina.
(GONZALEZ & BASHAN, 2000; LEBSKY et al.,, 2001; DE-BASHAN, 2002;
MENDES et al., 2003; KITADA et al., 2008; CHA et al., 2010; CHACON-LEE &
GONZALEZ-MARINO, 2010; SINGH & GU, 2010; KONG et al., 2012; LI et al.,
2012).
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Dentre os carotenoides presente na biomassa da Chlorella a luteina é o de maior
interesse como ingrediente funcional. . Esse carotenoide € um importante antioxidante e
se destaca por ter efeitos comprovados na prevencdo de cataratas e da degeneragédo
macular, além disso existem estudos que relatam na atividade desse carotenoide na
prevencdo de doencas cardiovasculares (HO et al. ,2014; LIMON et al., 2015). A
luteina é produzida comercialmente a partir do caléndula, mas o teor de luteina das
flores de caléndula é muito baixo, de 0,03% (peso seco). Sendo assim, a producdo de
luteina a partir de microalgas pode se tornar uma alternativa economicamente

competitiva para a obtencdo desse composto (HO et al. ,2014; LIMON et al., 2015).

3.6 Carotenoides

Carotenoides sdo pigmentos naturais amplamente distribuidos na natureza que
podem ser de coloracdo vermelha, laranja e amarela. Esses compostos séo de natureza
lipofilica e possuem uma estrutura basica comum de 40 carbonos que é formada por
unidades de isopreno ligadas covalentemente (Figura 5). Estima-se que existam 600
diferentes carotenoides na natureza que derivam dessa estrutura béasica através de
modificagdes quimicas como extensdo ou encurtamento de cadeia, hidrogenacéo,
desidrogenacdo, ciclizacdo, migracdo de duplas ligagdes, rearranjo, isomerizacao,
introducdo de fungdes com oxigénio ou combinacdo desses e de outros processos
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; GONG, BASSI, 2016; UENOJO,
MAROSTICA JUNIOR & PASTORE, 2007).
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Figura 5 - Estrutura de alguns carotenoides encontrados em microalgas.
Fonte: Adaptado de DUFOSSE et al.,2005.
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Os carotenoides podem ser divididos em dois grupos: carotenos, compostos
apenas por carbono e hidrogénio (hidrocarbonetos), e as xantofilas, que sdo sintetizadas
a partir dos carotenos por meio de reacOes de hidroxilacdo e epoxidacdo e apresentam
moléculas de oxigénio como grupos funcionais (AMBROSIO; CAMPOS, FARO, 2006;
BARBOSA, 2010).

A maioria dos carotenoides encontra-se localizados nas membranas tilacoides e
estima-se que menos de 30 deles desempenhem papéis importantes na fotossintese
(VARELA et al., 2015; NISAR et al.,, 2015). Os carotenoides primarios sdo
componentes estruturais e funcionais do aparelho fotossintético celular, sendo
essenciais para a sobrevivéncia. Alguns carotenoides primarios, como a luteina, servem
como pigmentos acessorios que podem transferir energia absorvida para as clorofilas,
expandindo assim o espectro de absorcdo de luz de algas ou plantas (YE et al., 2008).
Carotenoides secundarios como astaxantina e cantaxantina desempenham um papel nos
mecanismos de protecdo celular. Esse tipo de carotenoides é produzido por microalgas
em grandes niveis, apds exposicdo a estimulos ambientais especificos, e sdo
dispensados em goticulas oleosas, tendo como funcdo formar uma camada protetora
quando as células sdo expostas a condicdes de estresse, fornecendo a cor caracteristica
rosa / vermelho de algumas algas estressadas (BEGUM et al., 2015, WANG et al.,
2015).

Devido a sua propriedade antioxidante, os carotenoides sdo sensiveis a luz,
oxigénio e aquecimento, dificultando a sua manipulacdo e armazenamento (GONG &
BASSI, 2016). Essa propriedade constitui a base para sua acao protetora contra o
estresse oxidativo e protege a célula de radicais reativos, prevenindo a peroxidacao
lipidica e promovendo a estabilidade e funcionalidade do aparelho fotossintético
(GROSSMAN et al., 2004). Os carotenoides também promovem a integridade das
membranas, que € essencial para a sobrevivéncia celular; melhoram a fluidez da
membrana celular em condicdes de elevada temperatura ou luz elevada (CAMEJO et
al., 2006); auxiliam na estabilizacdo em baixa temperatura também quando os lipideos
se tornaram mais insaturados (RAMEL et al., 2012); contribuem para estabilizar a
estrutura e auxiliar o funcionamento dos complexos fotossintéticos, as espécies reativas

de oxigénio e dissipando 0 excesso de energia.
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3.7 Mercado de carotenoides

Na industria de alimentos e na aquicultura, a utilizacdo de corantes se tornou
indispensavel na conquista de mercado, garantindo um aumento da aceitacdo e do
aspecto do produto, além de acarretar em um maior valor de mercado. A manutencéo da
cor natural do produto é considerada essencial, tornando a utilizacdo de corantes uma
ferramenta muito importante para essas industrias, pois existem alteragdes na cor natural
de alimentos depois do armazenamento e, principalmente, no processamento quando sao
expostos a altas temperaturas e variacdes no nivel de acidez (PRADO & GODOY,
2003; SATO et al., 1992). Na aquicultura a adicdo de pigmentos é bastante utilizada na
criacdo de salmdes, trutas e crustdceos, uma vez que €sses Organismos nao sao
produtores de carotenoides, necessitando da adi¢do de pigmentos a sua alimentacéo para
viabilizar sua incorporagéo e deposi¢ao na carne, conferindo a coloragdo caracteristica

da espécie e aumentando sua aceitacdo e valor de mercado (TORRISEN, 2005).

Os corantes utilizados na industria de alimentos podem ser de origem natural,
como os carotenoides, ou artificial. A adicdo de corantes artificiais é assunto bastante
polémico, uma vez que sua utilizagdo ndo confere valor nutricional, sendo utilizada
apenas para melhorar a aparéncia dos alimentos (PRADO & GODOY, 2003). Ja os
carotenoides fornecem coloragdo aos alimente e vantagens nutricionais, uma vez que ha
evidéncias de que alguns carotenoides desempenham papéis importantes nos seres
humanos e que sua ingestdo adequada previne doencas degenerativas (ASTORG, 1997,
DEMMING-ADAMS & ADAMS 2002; KRINSKY & JOHNSON 2005).

Atualmente, observa-se uma tendéncia mundial a utilizacdo de fontes naturais de
nutrientes e a implementacdo de dietas mais saudaveis, tal fato tem acarretado no
aumento do mercado dos carotenoides. Atualmente os carotenoides tém sido muito
empregados como pigmentos para produtos alimentares, cosméticos, suplementos
vitaminicos e como aditivos para aves, gado, peixes e crustaceos. De acordo com um
relatorio recente da Business Communications (BCC RESEARCH MARKET
FORECASTING, 2015), mercado global de carotenoides totalizou US $ 1,5 bilhdo em
2014 e estima-se que devera atingir perto de US $ 1,8 bilhdo em 2019, com uma taxa de

crescimento anual composta (CAGR) de 3,9 %.

A América do Norte e a Europa juntos representam mais de 65% da participagdo

no mercado mundial de carotenoides. Entretanto, estima-se um crescimento nos paises
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da Asia-Pacifico a uma CAGR 4,9 % nos proximos seis anos (ABNewswire, 2017).
Segundo dados do Ministério do Desenvolvimento da Inddstria e Comércio (MDIC),
grande parte dos carotenoides comercializados nos ultimos anos no Brasil foram

provenientes de importag&o.

O mercado global de carotenoides é altamente consolidado, com a DSM e a
BASF representando 55 % do mercado. Entretanto, o numero de produtores de
carotenoides sintéticos e derivados de algas aumentou acentuadamente, e, além disso, 0s
principais produtores internacionais no mercado de carotenoides estédo sendo ameagados

por importacdes mais baratas da China e da india (ABNewswire, 2017).

Atualmente os carotenoides sintéticos dominam o mercado global, representando
70 % do mercado em 2014, esses produtos sdo0 menos caros e requerem menos trabalho
quando comparados aos naturais. Entretanto, 0 mercado de carotenoides naturais tem

crescido muito atualmente (ABNewswire, 2017).

O p-caroteno € o carotenoide mais produzido, seguido da luteina e da
astaxantina. Astaxantina é o principal pigmento utilizado na aquicultura, especialmente
na criacdo de salmdes, truta e crustaceo, esse pigmento foi avaliado em US$ 369
milhGes em 2014 e estima-se obter um valor de US$ 423 milhdes em 2019, aumentando
a uma CAGR de 2,3 % (BCC RESEARCH MARKET FORECASTING, 2015). A
luteina, por sua vez, € um carotenoide com potencial antioxidante e bastante
recomendado para uma dieta saudavel. Em 2015 o mercado da luteina foi de US $ 135
milhdes e estima-se que esse valor cres¢a consideravelmente até 2024, uma vez que esse
pigmento tem importante aplicacdo na saude ocular (GLOBAL MARKET INSIGHTS,
2016).

3.8  Aplicacdes dos carotenoides
3.8.1 Em alimentos e racdo

Os carotenoides sdo amplamente utilizados na industria de alimentos e na
alimentacdo animal devido a sua propriedade de pigmentacdo. A coloragdo
caracteristica de salmao e outros pescados € devido a presenca de carotenoides como a
astaxantina, absorvida pela ingestdo de zooplacton e crustdceos. Na producdo em
cativeiro, € necessario adicionar esse carotenoide a alimentagdo dos pescados para

aumentar o valor nutricional do produto (GHIGGI, 2007).


http://www.abnewswire.com/pressreleases/global-carotenoids-market-is-projected-to-reach-us-171092-by-2022-credence-research_106665.html
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A maioria das reagdes de oxidacdo em alimentos provocam perdas nutricionais,
como degradacdo de vitaminas e proteinas, e de coloracdo (FENNEMA, 1999;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Sendo assim, os carotenoides sdo utilizados
em alimentos para repor a cor perdida durante o processamento, colorir alimentos
incolores e uniformizar a coloracdo de alguns produtos alimenticios. Além disso, devido
a sua acao antioxidante, os carotenoides podem inibir reacfes de oxidagdo aumentando
a vida de prateleira dos alimentos. Outra vantagem dos carotenoides € que eles ndo sdo
afetados pela presenca de &cido ascérbico, frequentemente usado como acidulante para
restringir o crescimento microbiano ndo desejado (GUEDES, 2011). Existem corantes
sintéticos para alimentos que sdo permitidos pela legislacdo, entretanto a sua utilizagédo
tem diminuido devido a suspeita de serem carcinogénicos e de alegac@es de toxicidade
hepatica e renal (EL-BAKY et al., 2003).

3.8.2 Na saude humana

Carotenoides que possuem estrutura ciclica e anel B apresentam atividade como
precursores de vitamina A. Dentre os carotenoides que possuem essa propriedade, o -
caroteno é 0 que possui mais atividade, uma vez que pode ser clivado enzimaticamente
gerando duas moleculas de retinol (Figura 6) (RIBEIRO et al., 2011). A vitamina A tem
um papel importante relacionado as funcbes visuais, a integridade epitelial e ao
funcionamento do sistema imunolégico. A hipovitaminose A tem como consequéncias
frequentes a xeroftalmia (deficiéncia na producdo de lagrimas) e a cegueira,
particularmente em criancas. A deficiéncia de vitamina A € um dos maiores problemas
nutricionais em regides menos desenvolvidas do mundo, sendo configurada como um
problema de salde publica nas regibes Norte e Nordeste do Brasil (RIBEIRO et al.,
2011; QUEIROZ, 2013).
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Figura 6 - Clivagem do B-caroteno. Fonte: Adaptado de AMBROSIO et al. (2006).
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Os carotenoides sdo moléculas com capacidade antioxidante, a ingestdo tipo de

molécula é considerada benéfica para a salde humana devido a sua habilidade de agir
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contra espécies reativas de oxigénio (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).
Em humanos, as rea¢des de oxidacao causadas por espécies reativas de oxigénio podem
gerar danos a proteinas e ao DNA, bem como mutagbes no mesmo. Como
antioxidantes, os carotenoides conseguem absorver a energia de excitagdo dessas
espécies reativas, promovendo a dissipacdo de energia e protegendo contra aos possiveis
danos quimicos, podendo prevenir alguns tipos de cancer, doencas degenerativas,
doencas cardiovasculares, diabetes, neurodegeneracédo, catarata e degeneracdo macular
(KOHEN & NYSKA, 2002; DUFOSSE et al., 2005; GUEDES, 2011; VARELA et al.,
2015; GONG & BASSI, 2016). Ja a deficiéncia dessas moléculas pode resultar em
problemas como cegueira noturna, exoftalmia e, em casos mais graves, queratinizacao
da conjuntiva e da cérnea (BRITTON, 1995).

3.9  Obtencédo dos carotenoides
3.9.1 Por via quimica

A sintese quimica dos carotenoides teve inicio em 1950 com a produgdo do B-
caroteno (BRITTON et al., 1996; GONG & BASSI, 2016). Atualmente diversas
sinteses estdo disponiveis e 0 mercado de producdo de carotenoides por via quimica é
bastante estabilizado. Entretanto a sua utilizacdo para consumo humano € limitado
devido a preocupacdes para saude humana, tendo a sua utilizacdo mais restrita a area de

alimentacdo animal, corantes e conservantes (GONG & BASSI, 2016).

Os carotenoides naturais sdo geralmente uma mistura complexa de varios
isbmeros e se encontram misturados com outros compostos bioativos, entretanto 0s
carotenoides sintéticos sdo compostos predominantemente da forma trans. A ingestao de
certos isdmeros sintéticos ndo € considerada tdo segura quanto a ingestdo dessas
misturas naturais (PATRICK, 2000). Devido a esses fatores e ao alto custo da sintese
quimica, os carotenoides naturais vém ganhando cada vez mais atencdo e sao
preferencialmente utilizados em suplementos alimentares e em medicamentos (GONG
& BASSI, 2016).

3.9.2 Obtencéao dos carotenoides por via biotecnoldgica

A producdo biotecnoldgica de carotenoides pode ser realizada utilizando
bactérias, algas, leveduras e vegetais, alguns exemplos de fontes produtoras e 0s

principais carotenoides extraidos encontra-se no Quadro 3.
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Quadro 2 — Exemplos de fontes produtoras e principais carotenoides

Espécies

Carotenoides principais

Cianobactérias

Anabaena variabilis

Cantaxantina

Aphanizomenon flos-aqua

Cantaxantina

Nostoc commune

Cantaxantina

Algas
Chlorela pyrenoidosa Luteina
Chlorella vulgaris Cantaxantina, astaxantina
Coelastrella striolata var. multistriata Cantaxantina, astaxantina, -caroteno
Dunaliella salina [-caroteno
Dunaliella tertiolecta [3-caroteno
Haematococcus pluvialis Astaxantina, cantaxantina, luteina
Scenedesmus almeriensis Luteina, B-caroteno
Spongiococcum excetricum Luteina
Fungos e leveduras
Blakeslea trispora [3-caroteno e licopeno
Dacrymyces deliquescens Luteina
Phaffia rhodozyma Astaxantina e 3—caroteno
Rhodosporidium sp. Toruleno, 3-caroteno
Rhodotorula glutinis Torularrodina, B-caroteno, toruleno
Sporidiobolus sp. Toruleno, torularrodina, B-caroteno
Sporobolomyces roseus Torularrodina, B-caroteno, toruleno
Xanthophyllomyces dendrorhous Astaxantina
Bactérias

Mycobacterium brevicaie

Cantaxantina

Mycobacterium lacticola Astaxantina
Rhodococcus maris Cantaxantina
Streptomyces chrestomyceticus Xantofilas

Fonte: Adaptado de GUEDES et al. (2011) e VALDUGA et al. (2009).

3.10 Fatores que influenciam na bioproducdo de carotenoides por

microalgas

A producdo de carotenoides tende a aumentar quando ocorre um aumento das

espécies reativas de oxigénio (ROS). Algumas condi¢cGes ambientais como deficiéncia

de nutrientes,

irradiacdo intensa e fotossintese excessiva, reduzem a taxa de

transferéncia de elétrons e, por sua vez, foto-oxidacdo (SOLOVCHENKO et al., 2011).

O contetddo de carotenoides e 0 seu acumulo em alta concentragdo na biomassa total

variam de acordo com o carotenoide de interesse, com a microalga escolhida e com o

fator de estresse aplicado.
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3.10.1 Temperatura

A temperatura do cultivo das microalgas pode influenciar o acimulo de
carotenoides, normalmente, temperaturas altas aumentam o acimulo de carotenoides
devido ao aumento do estresse foto-oxidativo (TRIPATHI et al., 2002). O efeito da
temperatura na producdo dos carotenoides ainda ndo esta elucidado, entretanto muitas
pesquisas apontam um aumento significativo da luteina com a temperatura, fato ndo

muito observado para a astaxantina e o - caroteno (MINHAS et al., 2016).

Sanchez et al. (2008), estudou o efeito do aumento da temperatura na producao
de luteina pela microalga Scenedesmus almeriensis e observou que aumentando a
temperatura de 20°C para 30°C o acumulo de luteina e a producdo de biomassa
aumentaram  significativamente. Temperaturas acima de 30°C influenciaram
negativamente o crescimento da microalga e o acumulo de luteina. Del Campo et al.
(2004), observou o efeito de diferentes temperaturas no crescimento e na producéo de
luteina, astaxantina e carotenoides totais para a Chlorella zofingiensis. O crescimento
Otimo da microalga e o maior acumulo de carotenoides foram obtidos na faixa de 24 —
28 °C, com um conteudo maximo de luteina a 28 °C e de astaxantina em 24 °C.
Temperaturas maiores que 28 °C diminuiram consideravelmente a crescimento da

microalga.
3.10.2 Intensidade luminosa

Nos cultivos fotoautotréficos as microalgas utilizam luz como fonte de energia,
logo, a disponibilidade e intensidade luminosa afeta bastante a producdo de biomassa
algal. O crescimento celular e a velocidade de fotossintese aumentam com o aumento da
intensidade luminosa até que seja alcancado o ponto de saturacdo, a partir do qual o
aparato fotossintetizante fica incapaz de transformar mais energia luminosa em energia
quimica e a velocidade de fotossintese para de crescer. Esse fenbmeno é conhecido
como fotoinibicdo, fendmeno que pode acarretar em danos aos receptores de luz nas
células, causando diminuicdo das velocidades de fotossintese e de crescimento (ALABI;
TAMPIER; BIBEAU, 2009).

De um modo geral, a diminuicdo da intensidade luminosa gera uma diminuicéo

da producdo dos pigmentos diretamente envolvidos com a fotossintese, como a
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clorofila-a. Entretanto, o aumento da intensidade luminosa acarreta em um aumento da

producéo dos pigmentos fotoprotetores, como os carotenoides (RICHMOND, 2004).

Sanchez et al. (2008), estudou o efeito do aumento da intensidade luminosa no
acumulo de luteina pela microalga Scenedesmus almeriensis, observando que a variagéo
da irradiancia de 700 para 1700 mE.m2.s™ acarretou em um aumento da produtividade
de biomassa e um ligeiro aumento do acumulo de luteina. Lamers et al. (2010), avaliou
a variacdo da intensidade luminosa de 100 a 1000 umol foton.m?.s? e observou um
aumento do conteudo de B-caroteno em Dunaliella salina. Del Campo et al. (2004),
observou o efeito de diferentes intensidades luminosas no crescimento e na produgéo de
luteina e astaxantina para a Chlorella zofingiensis, 0 crescimento em 460 ¢ 920 pumol
foton.m?.s* foram similares e superiores que a 90 pmol foton.m™2.s™, a concentracéo de
astaxantina foi 3 vezes maior nas irradidncias de 460 ¢ 920 pmol foton. m2s™ em
comparacdo com a de 90 pmol foton.m™.s™, entretanto a concentracio de luteina foi

maior a 90 pumol foton.m2.s™.

3.10.3 Concentracao de nutrientes

O meio de cultivo para crescimento de microalgas deve conter o0s
macronutrientes inorganicos e 0s micronutrientes organicos e inorganicos necessarios
para as células, sendo necessario fornecimento de uma fonte de carbono, geralmente
CO,, nitrogénio, fosforo e enxofre, além de sais inorganicos e elementos tracos (ZENG
et al, 2011). O excesso ou a limitacdo de algum nutriente podem modificar bastante a
composicdo da microalga cultivada. A maior producdo de carotenoides pode ser
induzida na limitacdo de determinados nutrientes, tais como: nitrogénio, fosforo e

enxofre.

A limitacdo de nitrogénio no meio de cultivo inibe a sintese proteica e a
producdo de clorofila. Sendo assim, a producdo de carotenoides € induzida como forma
de proteger a clorofila contra possiveis danos causados pela incidéncia de luz (BEN-
AMOTZ; POLLE; RAO, 2009). Lamers et al. (2010) verificou que todas as condicdes
com alta intensidade luminosa induziam a produgdo de B-caroteno pela Dunaliella
salina, entretanto em baixa intensidade luminosa, apenas em situacdo de limitacdo de
nitrogénio foi atingido alto conteddo de B-caroteno. Del Campo et al. (2004), avaliou o
efeito de diferentes concentragdes iniciais de nitrato de soédio no acimulo de luteina e

astaxantina para a Chlorella zofingiensis, observando que a luteina e a astaxantina
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possuem respostas opostas em relagcdo a concentracdo de nitrato, o maximo de luteina
foi obtido na maior concentracdo de nitrato, enquanto que 0 maximo de astaxantina foi
obtido na menor, o total de carotenoides diminuiu com o aumento da concentracdo de
nitrato. Forjan et al. (2007) avaliou a producéo e o perfil de carotenoides pela microalga
Nannochloropsis gaditana sob condicdo de limitacdo e auséncia de sulfato e fosfato,
observando que em condigOes de limitacdo e auséncia de fosfato ocorreu um aumento
do acumulo de violaxantina, zeaxantina e cantaxantina e uma diminuig¢do do B-caroteno,
enquanto que em condicdes de limitacdo e auséncia de enxofre ocorreu um aumento do
acumulo de zeaxantina e ndao houve mudangas significativas na producdo de

violaxantina, cantaxantina e [3-caroteno.

3.10.4 Salinidade

Algumas espécies de microalgas podem tolerar altos niveis de salinidade devido
a um sistema eficiente de osmorregulacdo. Em geral, 0 aumento da salinidade pode
estimular o maior acimulo de carotenoides, entretanto, salinidade em excesso pode

danificar o sistema metabolico da microalga (MINHAS et al., 2016).

Sénchez et al. (2008), estudou o aumento da salinidade (aumento da
concentracdo de NaCl) no acimulo de luteina pela microalga de 4gua doce Scenedesmus
almeriensis, observando que essa microalga pode tolerar uma concentracdo de NaCl de
até 5 g.L™", concentragdo onde ocorre um aumento do crescimento celular e da producéo
de luteina em relacdo ao cultivo em &gua doce. Concentraces mais elevadas de NaCl
causaram uma vigorosa diminuicdo do crescimento celular e uma pequena diminuicéo
do conteddo de luteina. Del Campo et al. (2004), analisou o efeito do aumento da
salinidade (aumento da concentracdo de NaCl) no acimulo de luteina e astaxantina para
a microalga Chlorella zofingiensis, observando que ndo houve muita diferenca na
producdo desses carotenoides entre as concentracGes de 0, 50 e 100 mM de NacCl,
entretanto na concentracdo de 200 mM de NaCl houve um aumento da producdo
astaxantina e de carotenoides totais, na concentracdo de 400 mM de NaCl houve uma

diminuicdo do contetdo de carotenoides.

3.11 Extracao de carotenoides

A parte de cultivo e biossintese de carotenoides pela microalga é crucial para a

producdo biotecnoldgica desses pigmentos, entretanto, a maior parte dos custos sao
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devido ao processo de downstream da biomassa, incluindo colheita, ruptura da parede
celular, extragcdo com solvente e purificagdo (GUEDES; AMARO; MALCATA, 2011).

Microalgas que possuem parede celular

necessitam de processo para

rompimento da parede celular para melhorar a eficiéncia de extracdo dos carotenoides.

Existem diversas maneiras para tal, dentre as quais podemos citar: moinho de pérolas,

homogeneizacdo de alta pressdo, ultrassom, micro-ondas, tratamento enzimatico,

tratamento quimico. A escolha do pré-tratamento adequado depende da espécie de

microalga escolhida. No Quadro 4 apresenta-se resumidamente algumas caracteristicas

desses diferentes métodos de ruptura celular.

Quadro 3- Caracteristicas dos diferentes métodos de ruptura celular

Método de ruptura | Brandura | Seletividade | Peso seco de | Consumo Aumento de | Repetitividade

celular ao produto | biomassa de energia | escala

Moinho de Depende | Néo Concentrado | Alto/medio | Féacil Alta

pérolas

Homogeneizacdo | Depende | Néo Diluido/ Alto/médio | Fécil Alta

de alta pressao concentrado

Ultrassom Depende | Néo Diluido Médio/ Facil/dificil | Média
baixo

Micro-ondas Depende | Ndo Diluido Alto/médio | Facil/dificil | Média

Tratamento Sim Sim Diluido Baixo Sim Alta

enzimatico

Tratamento Depende | Sim/Néo Diluido/ Médio/ Sim Alta

quimico concentrado | baixo

Fonte: modificado de GUNERKEN et al. (2015)

3.12 Ruptura celular

3.12.1 Homogeneizacéo a alta pressao

A homogeneizacdo a alta pressdo consiste em bombear uma suspensdo de

células de modo sua passagem através do orificio da valvula, causando a colisdo com a

parede do anel de impacto. Neste caso o rompimento celular ocorre devido ao atrito,
turbuléncia, impacto e cavitacdo (MILLER et al., 2002; KELLY & MUSKE, 2004;

CLARKE et al., 2010). Existem diferentes designs de valvulas que visam maximizar o




27

rompimento celular. Esse método tem a capacidade de processar suspensdes
concentradas de algas e é facilmente escalonado, entretanto requer uma alta demanda
energética.

3.12.2 Moinho de bolas/moinho de pérolas

O moinho de pérolas consiste no rompimento celular por meio do impacto das
pérolas da moagem com a microalga, apds 0 processo as pérolas podem ser separadas
por sedimentacdo. Caracteristica andloga ao do moinho de bolas, que ao invés de
pérolas provoca a ruptura celular devido ao cisalhamento causado pelo impacto das
bolas com a célula. Os parametros importantes do processo sdo tamanho e material das
pérolas ou das bolas, tempo de residéncia e caracteristicas da suspensdo de células como
concentracdo e viscosidade. Esses sistemas podem ser escalonados e tém capacidade de
processar suspensdes concentradas, podendo ser associados a utilizagdo de solventes.
Entretanto ambos requerem uma alta demanda energética (GONG & BASSI, 2016). O
moinho de bolas simples ou vibratorio, Kumar et al. (2017) destacaram que o moinho

vibratorio é mais eficiente na desestruturacdo celular.

Taucher et al. (2016) comparou diferentes técnicas de ruptura celular, dentre elas
a homogeinizacdo a alta pressdo, 0 moinho de bolas e o ultrassom em trés diferentes
espécies de microalgas: Haemotococcus pluvialis, Chromochloris zofingiensis e
Chlorella sorokiniana. Para as trés espécies estudadas a homogeinizagédo a alta pressao

e 0 moinho de bolas foram os que geraram um maior teor de carotenoides.

Chan et al. (2013) estudou a extracdo de luteina da microalga Scenedesmus
obliquus utilizando trés diferentes métodos de ruptura celular: autoclave, ultrassom e
moinho de pérolas. Nesse estudo, 0 moinho de pérolas resultou na maior ruptura celular
e em uma maior extracdo de luteina. O sonicador ndo promoveu uma boa ruptura
celular, ja a autoclave resultou numa ruptura celular razoavel, entretanto a extracdo de

luteina foi muito baixa possivelmente devido a termodegradacdo desse componente.

A extracdo de lipideos das microalgas Scenedesmus dimorphus e Chlorella
protothecoides foi estudada utilizando diferentes tipos de ruptura celular, dentre elas
moinho de pérolas, o ultrassom e moagem Umida. S. dimorphus apresentou melhor
resultado de extracdo com a moagem Umida, enquanto a C. protothecoides apresentou

melhores resultados com o moinho de bolas (SHEN et al., 2009).
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3.12.3 Ultrassom

O método de ultrassom consiste da aplicacdo de ciclos de alta e baixa pressdo
criando o fenbmeno de cavitacdo, onde ha a formacdo e colapso de bolhas de vapor
proximas as células, criando uma turbuléncia responsavel pelo rompimento celular.
Existem basicamente dois tipos de ultrassom: o banho e a ponteira. Esse processo pode
ser realizado em associacdo com material particulado, como pérolas, ou solventes para
aumentar a eficiéncia da ruptura celular. A grande desvantagem desse método é que
requer suspensdes diluidas, entretanto possui alta eficiéncia e ndo possui alto culto
(GONG & BASSI, 2016).

3.12.4 Micro-ondas

As micro-ondas sdo ondas eletromagneticas com comprimento variando de 1
mm e 1 m. A radiacdo de micro-ondas possui uma faixa de frequéncia entre 0,3 a 300
GHz. O aquecimento nos fornos de micro-ondas ocorre de uma maneira diferente dos
banhos de aquecimento e dos fogdes tradicionais que ocorrem por conducdo, irradiacdo
e conveccao. Nos fornos micro-ondas o aquecimento dependera da constante dielétrica
do material de interesse (SANSEVERINO, 2002). Em geral, substancias polares, como
etanol e &gua, absorvem bem micro-ondas e substédncias menos polares, como
hidrocarbonetos alifaticos, ou substancias com momento de dipolo nulo, o gas
carbbnico, absorvem micro-ondas fracamente (SANSEVERINO, 2002).

O aquecimento por micro-ondas, também chamado de aquecimento dielétrico,
pode ser obtido por dois mecanismos principais: rotacdo de dipolo e conducgéo i6nica.
Quando a frequéncia de micro-ondas é aplicada, as moléculas se alinham ao campo
elétrico aplicado, e quando esse campo é removido as moléculas voltam a um estado
desordenado e a energia que foi absorvida para esta orientacdo é dissipada na forma de
calor. Ja 0 mecanismo de conducdo idnica envolve a geracdo de calor atraves de perdas
por friccdo, que se ddo através da migracdo de ions dissolvidos sob a a¢do das micro-
ondas. Essas perdas dependem de fatores como: tamanho, carga, condutividade dos ions
dissolvidos e interacdo destes Gltimos com o solvente empregado (SANSEVERINO,
2002).

O rompimento celular por micro-ondas ocorre devido ao aumento da presséo
interna causada pelo campo elétrico oscilatério aplicado. Esse processo possui

facilidade de escalonamento, entretanto requer o uso de suspens@es diluidas e possui
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alta demanda energética. A extracdo assistida por micro-ondas ocorre em associacdo
com solventes, a escolha do solvente depende da constante dielétrica do mesmo,
geralmente altas constantes dielétricas facilitam o processo de extragdo (ZHENG,
2011). Como os carotenoides sdo degradados a altas temperaturas, o controle da

temperatura é necessario para realizar a extragdo em micro-ondas.

McMillan et al. (2013) avaliou a ruptura celular com diferentes pré-tratamentos,
dentre eles, 0 moinho, 0 micro-ondas e o ultrassom. As maiores eficiéncias de ruptura
celular foram encontradas no tratamento em moinho, micro-ondas e laser. Quanto ao
consumo de energia, 0 autor constatou que o moinho provou ser 0 de menor consumo,

fato que o torna bastante atraente do ponto de vista industrial.

Lee et al. (2010) testou a extracdo de lipideos das microalgas Botryococcus sp.,
Chlorella vulgaris e Scenedesmus sp. utilizando diferentes métodos de ruptura celular,
tais como: autoclave; moinho de pérolas, ultrassom, método quimico (solugéo de 10%
de NaCl) e micro-ondas, concluindo que o método de micro-ondas foi 0 mais simples e

efetivo para a extracdo de lipideos de microalgas.

Menéndez et al. (2014) estudou a extragdo de lipidios da microalga
Nannochloropsis gaditana utilizando ultrassom e micro-ondas. O maior rendimento de

extracdo e 0 menor consumo de energia ocorreram sob irradiacdo de micro-ondas.

3.12.5 Tratamento enzimatico

O tratamento enzimatico consiste na utilizacdo de enzimas para 0 rompimento da
parede celular, esse método possui alta especificidade, pode ser escalonavel e atingir
altos rendimentos e utiliza condi¢cbes brandas, o que €é bastante importante para a
extracdo de carotenoides (GONG & BASSI, 2016). Dentre as enzimas empregadas
podemos destacar as amilases, proteases e celulases (CHOI et al., 2010; FU et al.,
2010). Entretanto, esse método possui um alto custo relacionado as enzimas e é

comparativamente mais lento.

3.12.6 Tratamento quimico

Os tratamentos quimicos para a ruptura celular podem ser conduzidos por
diferentes compostos quimicos, tais como: antibidticos, agentes quelantes, agentes

caotrépicos, solventes organicos, detergentes, liquidos ibnicos, acidos e bases. A
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seletividade e a eficAcia do processo dependem da composicdo da parede celular da
microalga (MIDDELBERG, 1995). Existem diversas pesquisas sobre a ruptura celular
das microalgas utilizando esses agentes, entretanto, a qualidade do produto pode ser
altamente afetada.

3.13 Extracéo

A extracdo de carotenoides das microalgas é uma etapa crucial para a produgdo
desses compostos. A extracdo por solventes organicos é a mais utilizada, entretanto
existem muitas pesquisas relacionadas a extragdo por fluidos supercriticos. Esses
métodos visam gerar um extrato rico em carotenoides que pode ser utilizado

diretamente em suplementos alimentares ou passar por processos de purificacao.

3.13.1 Extragdo com solventes organicos

A polaridade do solvente é o fator preponderante para a escolha do solvente
ideal. Mojaat et al. (2008), testou a extracdo do B-caroteno da microalga Dunaliella
salina por diferentes solventes e combinac6es deles, concluindo que a combinacao de
um solvente apolar (como o decano) com um solvente mais polar (como o

diclorometano ou a butanona) confere a melhor extracéo.

O processo tradicional de extracdo por solventes organicos é relativamente
barato e facilmente escalonavel, entretanto utiliza, em geral, uma etapa posterior de
evaporacdo, para concentrar o extrato com impactos negativos no perfil dos
carotenoides (GONG & BASSI, 2016). Além disso, o processo de extracdo dos
pigmentos, geralmente, utiliza hexano, cloroféormio e metanol que sdo solventes
poluidores e toxicos, 0 que agrega um problema ambiental ao processo (GUEDES et al.,
2011). Sendo assim, o uso de solventes mais favoraveis ambientalmente vem sendo
considerado, dentre esses solventes o etanol se destaca devido ao seu custo e a sua
afinidade com os lipidos, sendo capaz de extrair tanto os lipidios polares como o0s ndo
polares com eficiéncia (YANG et al., 2014). Os carotenoides em solucdo etandlica
podem ser posteriormente fracionados pelo método de extracdo liquido-liquido usando

solugdes hidroetandlicas com diferentes polaridades (RIBEIRO et al., 2010).

Chen et al. (2016), estudou a estragdo da luteina da microalga Chlorella
Sorokiniana utilizando etanol, éter, THF, acetona e hexano. Para esse estudo o etanol, o

éter e o THF foram eficientes para a extracdo da luteina, entretanto o hexano, solvente
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usado para extracdo de luteina da caléndula, foi o que resultou na pior extracao.
Utilizando etanol como solvente, esse autor obteve um melhor rendimento de extracgéo
de luteina sob pressdo de 450 mbar, 35 °C e 40 min de tempo de extracdo. O autor
obteve significativa degradacdo em extracdo conduzida com temperaturas acima de
55°C.

Fajardo et al. (2007), estudou a extracdo de lipidios da microalga
Phaeodactylum tricornutum em duas etapas, primeiro foi realizada a extracdo dos
lipidios da microalga liofilizada utilizando etanol 96% a temperatura ambiente por 24h,
posteriormente foi adicionada hexano e agua no extrato para separar os lipidios de
interesse. Dessa forma foi possivel extrair e separar eficientemente os lipidios utilizando

menos solventes tOXxicos e menor quantidade de solventes.

Goiris et al. (2012), avaliou a extracdo de carotenoides de 32 espécies de
microalgas com diferentes solventes como: mistura etanol 4gua (3:1), hexano, acetato
de etila e 4gua. Para a maioria das espécies a mistura etanol agua foi a que gerou uma

maior extracdo de carotenoides.

Yang et al. (2014) testaram a extracdo de lipidios da microalga Umida
Picochlorum sp. em temperatura ambiente e obtiveram resultados similares aos

encontrados utilizando cloroférmio e metanol.

3.13.2 Fluidos supercriticos

Os solventes supercriticos também tém sido bastante estudados como uma
alternativa ambientalmente mais amigavel a extracdo por solventes organicos. Esse
método se baseia em submeter um fluido a temperatura e pressdo acima do seu ponto
critico, onde este torna supercritico e passa a apresentar propriedade fisico-quimicas
intermediarias ente gas e liquido. A extracdo utilizando solvente supercritico é
relativamente rapida e eficiente devido a baixa viscosidade e alta difusividade
caracteristica dos fluidos supercriticos. Além disso, apds a despressurizacdo, o fluido
supercritico volta a sua forma gasosa e o extrato pode ser recuperado sem nenhum (ou
com muito pouco) solvente residual, diminuindo custos relacionados a purificacdo do
extrato (BRAVI et al., 2007). O CO, supercritico tem sido o solvente mais estudado
nesse tipo de extracdo por ser: ndo inflamdvel, ndo toxico, pouco custoso e

relativamente inerte do ponto de vista quimico (GUEDES et al., 2011). Além disso, o
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CO, se torna supercritico em temperaturas e pressdes relativamente baixas, o que é
vantajoso do ponto de vista técnico-operacional e de custo. Entretanto, esse tipo de
extracdo tem como desvantagens o alto custo associado aos equipamentos e ao gasto de

energia.

3.14 Microalgas para producao de peptideos bioativos

Peptideos bioativos sdo fragmentos de proteinas especificos que apresentam um
efeito benéfico sobre algumas fungdes do corpo humano. Uma vez ingeridos, 0s
peptideos bioativos podem afetar os principais sistemas do corpo (sistemas
cardiovascular, digestivo, imune e nervoso) dependendo da sequencia de aminoacidos
apresentada (KORHONEN & PIHLANTO, 2006). Sendo assim, esses peptideos
apresentam um grande potencial de uso na formulacdo de alimentos funcionais para
prevencdo de diferentes doencas, especialmente doencas cardiovasculares (DCV)
(EJIKE et al., 2016).

As microalgas podem apresentam grande quantidade de proteinas com perfil de
aminodacidos balanceado, comparaveis aos do ovo e da soja (EJIKE et al., 2016). As
microalgas sintetizam os 20 aminoacidos proteinogénicos e podem ser fontes ndo
convencionais de aminoacidos essenciais para a nutricio humana (SPOLAORE et al.,
2006). Além disso, vérios estudos demonstraram que o0s peptideos derivados da
hidrolise enzimética de proteinas de microalgas possuem propriedades antioxidantes e
anti-hipertensivas que podem ser aplicadas na prevencdo de doencas em humanos.
Peptideos derivados da microalga Chlorella ja foram relatados por apresentarem tanto

poder antioxidante como anti-hipertensivo (EJIKE et al., 2016).

Esses peptideos sdo geralmente obtidos por meio da hidrolise enzimatica das
proteinas microalgais. As proteases sdo enzimas que pertencem ao grupo das hidrolases
(EC 3.4) e catalisam a reacdo de hidrolise das ligacdes peptidicas das proteinas. Essas
enzimas podem ser classificadas quanto a: origem (animal, bacteriana, fungica ou
vegetal); a acdo catalitica (endopeptidases atuam no interior das cadeias polipeptidicas
ou exopeptidases atuam na extremidade das cadeias polipeptidica); e quanto a natureza
do sitio catalitico (endopeptidases como serina-, cisteina-, metalo- e aspartato-

proteinases; e exopeptidases amino- ou carboxi- peptidases).
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Devido as suas propriedades bioativas, as proteinas hidrolisadas de microalgas
possuem uma potencial aplicacdo para formulacdo de bebidas funcionais com acdo
hipertensiva e suplementos encapsulados (EJIKE et al., 2016).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Matéria-prima

Neste trabalho foi utilizada uma preparacdo comercial da microalga Chlorella
sp. na forma de um p6 comercializada no sul do Brasil e produzida por Fuging King,
Drarmsa Spirulina Co, Ltd, China. De acordo com o fabricante, essa alga foi submetida

a secagem ao sol e esterilizacdo. A Figura 7 apresenta a imagem de microscopia 6tica da

9
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Figura 7 - Imagem de microscopia 6tica da microalga Chlorella sp. presente no preparado

microalga Chlorella sp. comercial.

&

=N

comercial (aumento de 400 x). Fonte: Prdpria autora.

Os reagentes utilizados nesse trabalho eram de grau de pureza P.A.. Utilizou-se

uma protease bacteriana comercial liofilizada (ProteaseMax ™ Promega).
4.1 Tratamento em moinho de bola vibratorio

O tratamento em moinho de bola foi realizada em um moinho vibratorio

(Fritsch, Alemanha) contendo 1 bola com amplitude 1,5 mm, por 90 minutos.

4.2 Métodos analiticos

4.2.1 Determinacao de lipidios totais

Para a determinacdo dos lipideos totais foi utilizado o método de Bligh & Dyer
(1959) modificado. Esse método padrdo consiste em extrair os lipideos da microalga
com uma mistura de cloroférmio e metanol (1:2). Para este fim 1 g da microalga moida
foi incubada com 17,0 mL de metanol e 8,5 mL de cloroférmio homogeneizando-se a
cada 5 minutos por 1 h em temperatura de ambiente (~25°C). A seguir, a mistura foi

centrifugada e o sobrenadante coletado. A fracdo sélida foi submetida a uma nova etapa
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de extracdo por 1h utilizando-se mesmo volume da solugdo cloroformio/metanol e,
novamente, o sobrenadante foi coletado e misturado ao anterior. Para a separagdo das
fases apolar e polar foi adicionado 6,8 mL de &gua e, apos centrifugacéo, a fase organica
(fase inferior) foi coletada. O solvente foi evaporado para o calculo do percentual de
lipideos totais na biomassa.

4.2.2 Determinacao de clorofila e carotenoides totais

Os carotenoides totais foram determinados utilizando-se a metodologia de
LICHTENTHALER (1987) modificada. A determinacdo de pigmentos por essa
metodologia consistiu em incubar 4 mg da microalga moida em moinho de bola com 20
mL de etanol 95% por 2h em agitador orbital a 25 °C e 110 rpm. Apds a extracdo dos
carotenoides, a suspensdo foi centrifugada para separacdo da biomassa residual. A fase
liquida foi analisada em espectrofotémetro nos seguintes comprimentos de onda: 664,2;
648,6; 470 e 750 nm. A leitura a 750 nm representa a turbidez a ser descontada das
outras absorvancias. As equacdes utilizadas para quantificar o teor de clorofila e

carotenoides estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Equacdes para determinacdo do teor de clorofila e carotenoides.

Fonte: LICHTENTHALER (1987).

Pigmentos (pg/mL) Equac0es

C|OI’OfI|a tOtal CCl = 5,24‘ X A664,2 + 22,24 X A648,6

Carotenoides totais 1000 X Ay79 — 2,13 X C, — 97,64 X C,
Ccar = 209

4.2.3 Determinacao de carboidratos totais

A determinacdo da composicdo da parede celular da microalga Chlorella sp. foi
realizada por meio de hidrélise acida utilizando-se o método descrito por Northcote et
al. (1958). Esse método consiste na hidrélise de 4,0 mg de microalga com 2,0 mL de
acido sulfurico 1 mol/L a 100 °C durante 6 horas. Decorrida esta etapa, a amostra foi
neutralizada com carbonato de célcio até pH entre 4 e 6, centrifugada e o sobrenadante
analisado por HPAEC-PAD (high-performance anion-exchange chromatography and
pulse amperometric detection) para quantificacdo dos carboidratos presentes na parede
celular. A determinacdo de glicose da biomassa, ap0s extracdo de pigmentos, foi

realizado pelo método de Souza et al. (2017), esse é analogo ao descrito por Northcote
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et al. (1958) tendo como Unica diferenca a reducdo de tempo de hidrolise de 6h para 2h,
0 sobrenadante obtido foi analisado em analisador bioquimico YSI 2700, para
determinacgéo da concentracao de glicose.

A determinacdo dos aclcares da biomassa algal utilizado o sistema de high-
performance anion-exchange chromatography and pulse amperometric detection
(HPAEC-PAD) foi realizada no equipamento lon Chromatography System 5000 (ICS-
5000, Dionex Ltd, Canada), com o software Chromeleon 6.8 (Dionex Ltd., Canada) e
um sistema de colunas composto pela pré-coluna CarboPac PA1 (4 x 50 mm, Thermo
Scientific Ltd., USA) e a coluna analitica CarboPac PA1 (4 x 250 mm, Thermo
Scientific Ltd., USA). A temperatura do forno e do detector foi de 30 °C e o tempo de
corrida de 50 minutos. Foi utilizado um detector eletroquimico (amperometria). O
gradiente utilizado consistiu em NaOH 300 mM e agua deionizada (Milli-Q) grau
reagente tipo I (18 ou mais megaohm-cm de resistividade), descarbonatada e filtrada em
filtro 0,2 um com fluxo de 1,0 mL por minuto. Para a detec¢do de celobiose na pés-

coluna, foi utilizada uma solucdo de NaOH 400 mM com fluxo de 0,3 mL por minuto.
4.2.4 Determinacao de proteinas

A determinacéo de proteinas foi realizada pelo método de LOWRY et al. (1951),
uma metodologia colorimétrica que se baseia na reducdo do reagente Folin Ciocalteau
ao reagir com as proteinas na presenca de cobre, gerando um complexo de cor azul que
possui absorcdo maxima a 750 nm. Como as microalgas possuem elevada quantidade de
proteinas de membrana, torna-se necessario um pré-tratamento para a solubilizacao e
quantificacdo destas. O protocolo, concebido no Laboratério de Bioquimica do 1Q-
UFRJ (RODRIGUES, 2016), consistiu em incubar 6,0 mg da microalga previamente
moida com 0,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de solucdo de SDS (dodecil sulfato de
sodio) 10% (p/v) por 5 minutos a 100 °C, posteriormente a amostra foi centrifugada

para realizacdo da analise colorimétrica.

Para andlise colorimétrica foram preparados 0s seguintes reagentes: i) reagente
A: Na,CO3; 2% p/v em NaOH 0,1 mol/L; ii) reagente B1: CuSO4*H,0 0,5% plv; iii)
reagente B2: Tartarato de sédio e potassio tetra hidratado 1% p/v; iv) reagente B:
Mistura de 1 volume de B1 com 1 volume de B2 (preparado no momento da analise); v)
reagente C: Mistura de 50 volumes de A com 1 volume de B. O reagente de Folin

Ciocalteau foi diluido em agua no momento da andlise na proporcéo de 1:3.
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Essa andlise foi realizada incubando-se 1,0 mL do sobrenadante previamente
diluido a 5,0 mL de reagente C por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
foi adicionado 0,5 pL do reagente de Folin diluido e a reagdo ocorreu por 30 minutos no
escuro. A leitura da absorvancia foi realizada em espectrofotometro a 750 nm. Para a
curva padréo foi utilizada uma solucéo de albumina 120 pg/mL.

4.2.5 Analise de atividade antioxidante pelo método Trolox equivalente
(TEAC)

Para a determinacdo da atividade antioxidante pelo método de TROLOX
equivalente (TEAC) foi utilizado metodologia descrita por RE et al. (1999).
Inicialmente, foi preparado o radical ABTS", a partir da reacéo de uma solucéo estoque
de ABTS (2,2’azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)) 7 mM com uma
solugdo de persulfato de potassio 140 mM, os quais foram incubados a temperatura
ambiente e na auséncia de luz por, pelo menos, 16 horas. Transcorrido o tempo de
incubacdo, a solugdo de ABTS" foi diluida em etanol 95% até a obtencdo de uma
solugdo com absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm. Para as analises das amostras, foram
adicionados 30 puL da amostra diluida a 3 mL da solugdo contendo o radical ABTS", a
mistura foi homogeneizada e, transcorrido 6 minutos de reacéo, foi realizado a leitura a
734 nm. Como solucdo-padréo, usou-se o antioxidante sintético Trolox (6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) andlogo a vitamina E nas concentracdes
de 339; 424; 635; 847 ¢ 1059 pumol em etanol 95%. Os resultados foram expressos em

umol de Trolox por grama de extrato.
4.3  Experimentos em reator de micro-ondas

Para avaliar a extracdo de lipidios e carotenoides da microalga do género
Chlorella utilizando micro-ondas foi adotado o delineamento experimental do tipo
fatorial completo 2k (DCCR). O software Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA) foi
utilizado para gerar a matriz de experimentos. As variaveis independentes utilizadas
foram razdo solvente biomassa (Rs/b) e grau Gay Lussac (°GL) (quantidade em
mililitros de etanol absoluto contida em 100 mililitros de mistura hidro-alcodlica), os

niveis estudados no DCCR encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2 — Niveis estudados para as variaveis independentes do DCCR.

-1,41 -1 0 1 1,41
°GL 88 90 95 Absoluto Absoluto
Rs/b 2:1 3:1 6:1 9:1 10:1

O planejamento foi realizado nas temperaturas de 40 °C e 50 °C sob agitagéo
magnética. Para padronizar a escala dos experimentos, todos os ensaios foram
realizados com 20 mL de etanol, variando-se a quantidade de biomassa para cada
condicdo estabelecida. Para atingir a temperatura desejada foi utilizada uma rampa de
aquecimento de 10 minutos e, ap6s 0s 15 minutos de reacdo na temperatura desejada,
esperou-se 15 min para o sistema resfriar. A poténcia maxima utilizada foi de 100 watts.
Todos os experimentos foram realizados no reator de micro-ondas MARS 6 da CEM
Corporation (Figura 8). As temperaturas de 40° e 50°C foram selecionadas devido a
impossibilidade do reator de micro-ondas manter temperaturas abaixo de 40 °C e acima
de 50 °C ocorrer, com maior probabilidade, a degradacéo dos carotenoides.

Figura 8 - Micro-ondas MARS 6 da CEM Corporation em funcionamento.

Apos a reacdo no reator de micro-ondas, a amostra foi filtrada em membrana de
acetato de celulose com diametro do poro 0,45 um. O filtrado foi utilizado para

determinacdo de pigmentos e de lipidios, em base seca, apos evaporacdo do solvente.
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4.4  Experimentos em agitador orbital

Os experimentos em agitador orbital foram realizados com a microalga moida e
ndo moida, na faixa de 30 a 50 °C sob agitacdo de 110 rpm para garantir a
homogeneizagdo do meio. A razéo solvente biomassa utilizada foi de 9:1 mantendo-se
escaldo volume de etanol em 20 mL. As mistura etanol/dgua nas proporcées 100/0,
70/30, 50/50, 30/70 e 0/100 foram avaliadas como solvente para a extracdo dos
carotenoides. Os erlenmeyers foram protegidos da luz para evitar a degradacdo dos
pigmentos. O tempo de extracdo foi de 15 e 30 minutos. Apds a extracdo, a biomassa foi
centrifugada e o filtrado foi utilizado para determinagdo de pigmentos e de lipidios, em
base seca, ap0s evaporacdo do solvente.

45  Extracdo em dois estagios

Finalmente foi proposto um diagrama de processamento da microalga Chlorella
sp. comercial moida, inserido no conceito de uma biorrefinaria. A primeira etapa do
processo consistiu, portanto, na extragdo com etanol 100% visando obter um extrato
rico em lipidios e carotenoides. Esta etapa foi realizada em dois estagios e a escala dos
experimentos foi ampliada de 20 para 200 mL. A biomassa moida foi extraida com 200
mL de etanol na propor¢do 9:1 a 30 °C por 30 minutos. Apds centrifugacdo, o
sobrenadante foi reservado e a biomassa residual foi ressuspendida em 200 mL de

etanol para uma segunda etapa de extracdo nas mesmas condicdes experimentais.

4.6  Extracdo de proteinas

A extracdo de proteinas da biomassa residual da microalga, pos extracdo dos
carotenoides, foi conduzida com e sem adicdo de protease. A extracdo sem protease foi
conduzida a 30 °C, razdo solvente biomassa 9:1 por 30 minutos. A extracdo com adicao
do catalisador enzimatico foi realizada com uma protease comercial (ProteaseMAX ™)
por 3 h em agua com razéo solvente biomassa 9:1. A hidrolise enzimética foi conduzida
a 37 °C (temperatura Otima de acdo da enzima conforme catalogo do fabricante)
utilizando-se 1%, em massa, de enzima em relacdo a quantidade de proteina da
biomassa. A proteina extraida foi quantificada pelo método de Lowry. Ambos 0s

experimentos foram realizados com 20 mL ded agua destilada.
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4.7 Andlise Estatistica

Os experimentos foram realizados no minimo em triplicata. As médias foram
comparadas usando teste de Fisher LSD (p<0.05) para os resultados analiticos. O desvio
padréo foi expresso com um algarismo significativo para todos os dados experimentais.
Os resultados de processo foram avaliados pela técnica de superficie de resposta,
considerando o gréafico de pareto para analise de parametros significativos ou ANOVA
(p < 0.05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1  Caracterizacao da biomassa

Na Tabela 3 apresenta-se os resultados de caracterizagéo e o teor de pigmentos
determinados na microalga comercial Chlorella sp. moida em moinho de bolas.

Tabela 3 — Caracterizagdo da biomassa

Caracterizacao da biomassa Quantidade Meétodo

Lipidios 17,2+0,4 BLIGH & DYER

(9.(100 g)* de biomassa seca) (1959)

Proteinas 52+1 LOWRY et al. (1951)

(9.(100 g)* de biomassa seca)

Carboidratos 12+1 NORTHCOTE et al.

(9.(100 g)* de biomassa seca) (1958)

Clorofila total 17,2+0,3 LICHTENTHALER

(mg.g™ de biomassa seca) (1987)

Carotenoides totais 3,83 £0,04 LICHTENTHALER
(1987)

(mg.g™ de biomassa seca)

O teor de lipideos foi superior (cerca de 41%) aos resultados obtidos por Viégas
(2015) para a biomassa de Chlorella sp. usando o mesmo método de extracdo. O teor de
carotenoides foi superior (cerca de 20%) ao encontrado por Goiris et al. (2012) com a
microalgas Chlorella sp. submetida a extracdo com mistura de etanol agua 3:1 (V/v).
Nos dois casos, a diferenca nos resultados ocorreu, provavelmente, devido a maior
eficiéncia do rompimento celular da parede da microalga apds processamento em
moinho de bolas. Adicionalmente, no caso dos carotenoides, as diferencas no cultivo
dessas microalgas e na polaridade do etanol recomendado pelo método de Lichtenthaler
(1987) podem ter contribuido para uma melhor eficiéncia de recuperacdo destes

compostos.
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5.2  Composi¢do em carboidratos da biomassa

A composicdo de carboidratos da biomassa determinada por dois métodos
baseados em hidrélise acida encontra-se representada na Tabela 4.

Tabela 4 - Composicdo de agucares presentes em hidrolisados acidos da biomassa da preparacéo
comercial de Chlorella sp.

% Glicose Galactose Arabinose Manose Total de
carboidratos

Média 6,4 +0,7 2,8+0,3 20+0,2 0,44+0,05 12+1

A caracterizacdo dos carboidratos confirmou que a glicose é o acucar majoritario
da microalga, indicando claramente a presenca de glucana como um importante
componente da parede da alga. Sendo uma microalga do género Chlorella, a glucana em
questdo é referente a0 amido, uma vez que esse género de microalga ndo possui
quantidade significativa de celulose (SOUZA et al., 2017).

5.3  Experimentos no reator de micro-ondas

Os experimentos no reator de micro-ondas foram conduzidos de forma a
maximizar a extracdo dos carotenoides. Na Tabela 5 apresentam-se os resultados do

planejamento experimental a 40 °C.

A condicdo na qual se alcancou um maior teor de carotenoides no extrato foi
quando se utilizou a razdo solvente biomassa 9:1 e etanol 90 °GL. Nesta condi¢édo
obteve-se 1,63 mg.g™" (base seca) de carotenoides e 4,86 mg.g™ (base seca) de
clorofila, ou seja, extraiu-se cerca de 43% dos carotenoides totais e 28,17% das
clorofilas totais. Os baixos rendimentos para extracdo de carotenoides, inferior a 50%,
indicaram que a ruptura da parede celular da microalga por micro-ondas nao foi
eficiente, além de possiveis dificuldades na homogeneizacdo do meio nos tubos de
reacdo. Adicionalmente, a extracdo da clorofila aumentou nas mesmas condicGes
experimentais que as dos carotenoides, ndo sendo possivel um bom fracionamento

destes pigmentos como desejado.
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Tabela 5 - Resultados obtidos a partir do planejamento DCCR realizado no reator de micro-
ondas a 40 °C.

°GL Rgs Lipideos totais  Clorofila Carotenoides
extraidos total totais*

0.(100 g)™ de mg.(100 )™ de biomassa seca
biomassa seca

90 31 4,63 238,70 85,47
90 91 10,13 486,10 162,85
100 31 1,95 268,52 81,30
100 91 1,81 227,15 69,35
88 6:1 4,12 172,60 62,35
100 6:1 1,54 197,91 57,40
95 2:1 2,37 149,94 54,07
95 101 7,09 451,38 151,73
95 6:1 4,12 332,65 106,82
95 6:1 4,67 299,65 98,09

e razdo solvente/biomassa; ~ expresso em massa seca

Na Figura 9 apresenta-se o grafico de pareto obtido a partir da analise dos
resultados no software Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA), para 5% de nivel de

significancia.
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Figura 9 — Gréfico de pareto do planejamento DCCR realizado a 40°C.
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Pelo gréfico de pareto (p<0,05) pode-se observar que a razdo solvente biomassa
foi a Unica variavel significativa do processo, confirmando a dificuldade na ruptura da

parede celular da biomassa, restringindo a difusdo dos compostos intracelulares. A
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polaridade do meio foi considerada marginalmente significativa, possivelmente o seu

efeito ndo pode ser avaliado devido, ainda, aos problemas de difuséo através da parede
celular.

A superficie de contorno (Figura 10) obtida indicou que os melhores resultados

se encontram nos extremos positivos da razdo solvente biomassa, confirmando que

solucBGes mais diluidas e uma fracdo de &gua da ordem de 10% favorecem a extracao
dos carotenoides.
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Figura 10 - Superficie de contorno do DCCR a 40 °C.

Na Tabela 6 apresentam-se os resultados do planejamento experimental DCCR
conduzido no reator de micro-ondas a 50 °C. A condicdo na qual se obteve um maior
teor de carotenoides foi observada com a razdo solvente biomassa 6:1 e etanol 88 °GL.
Nesta condicdo obteve-se 1,44 mg.g™ (biomassa seca ), inferior ao 1,63 mg.g” p.s.
encontrado a 40 °C. Embora as condi¢cdes que geraram um maior teor de carotenoides
foram similares as observadas a 40 °C, a temperatura mais baixa favoreceu o
rendimento. Este resultado ocorreu possivelmente devido a sensibilidade térmica dos

carotenoides. A analise dos resultados no software Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK,
USA) permitiu avaliar as variaveis mais significativas (p<0,05).
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Tabela 6 - Resultados do planejamento realizado no reator de micro-ondas a 50 °C.

°GL Rs/s Lipideos totais Extraidos Clorofila Carotenoides
total” totais**
g 0.(100 g)™ de mg.(100g) ™" de biomassa seca
biomassa seca
90 3:1 0,25 4,74 269,47 108,91
90 9:1 0,14 7,84 381,35 127,15
100 31 0,06 1,17 159,55 48,45
100 9:1 0,04 2,19 192,38 54,69
88 6:1 0,27 11,40 375,35 144,70
100 6:1 0,04 1,73 174,52 49,87
95 2:1 0,15 2,02 134,74 45,69
95 10:1 0,08 5,85 394,21 133,27
95 6:1 0,09 3,76 256,26 83,19
95 6:1 0,10 4,33 267,09 90,34

*razdo solvente/biomassa; **expresso em massa seca

(1°GL(L)

=
:1 12

(2)Rs/b(L)

Rs/b(Q)

.

°GL(Q)

-5,49433

Figura 11 - Grafico de pareto obtido a partir do planejamento DCCR conduzido a

50°C.

Por meio do grafico de pareto pode-se concluir que os efeitos lineares a

polaridade da solucdo hidroetandlica foi é o parametro mais significativo (impacto

negativo), seguido pela razdo solvente biomassa (impacto positivo). Sendo assim

solugbes mais diluidas e uma quantidade de agua especifica favorecem maiores

rendimentos a 50 °C.
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5.4  Experimentos em agitador orbital

Os experimentos conduzidos em agitador orbital a 40 °C, 90 °GL e razéo
solvente biomassa de 9:1, a partir da microalga moida e ndo moida em moinho de bola
vibratorio estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados do experimento em agitador orbital com a microalga moida e ndo moida.

Microalga nio moida Microalga moida
Total de Total de Lipidios Total de Total de Lipidios
carotenoides  clorofila extraidos  carotenoides  clorofila extraidos
extraidos extraida 2.(100 g)! extraidos extraida 2.(100 g)
-1 -1 -1 -1
(mg g ) (mgg) (mg.g") (mg.g")

1,5+ 0,02 4,8 +£0,2 11,4 £ 0,6 2,0 £ 0,09 8,2+0,3 17,24+ 0,1

Resultados expressos em biomassa seca

Os resultados obtidos em agitador orbital ndo apresentaram diferencas
significativas se comparados aos encontrados no reator de micro-ondas para a microalga
ndo moida. Entretanto quando o processo foi conduzido com a microalga moida obteve-
se um maior rendimento de extracao tanto dos lipideos totais quando de carotenoides e
clorofila. Na Figura 12 ilustra-se o extrato seco obtido a partir da extracdo etandlica da
biomassa ndo moida e moida. Pode-se observar a olho nu que o extrato obtido com a
microalga moida apresenta um aspecto mais oleoso e uma coloracao verde mais intensa,

devido a maior extracao de lipideos e clorofila.

Figura 12 - Extrato seco obtido na extracao etandlica com a microalga: a) ndo moida; b) moida.

Esses resultados possivelmente sdo decorrentes da eficiéncia do moinho de bola

vibratério que desestrutura a biomassa a0 mesmo tempo em que aumenta a area
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superficial da mesma. Esse resultado indicou uma eficiéncia maior do moinho de bola
vibratorio, se comparado ao reator de micro-ondas, na ruptura da parede celular da
microalga, permitindo uma melhor difusdo dos compostos bioativos em agitador de

mistura convencional. As imagens de microscopia eletronica de varredura comprovam a

eficiéncia da moagem em moinho de bola (Figura 13).
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Figura 13 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura da microalga ndo
moida (a direita) e da microalga moida (a esquerda).

Pela microscopia eletronica de varredura podemos perceber que a microalga néo
moida possui uma distribuicdo de tamanho de particulas bem mais uniforme,
apresentando-se na forma de aglomerados bem estruturados. Esta estrutura mais

organizada dificulta o acesso do solvente ao conteudo lipidico, onde se encontram 0s
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carotenoides. A microalga ap6s a moagem apresentou uma distribuicdo de tamanhos
pouco uniforme e desordenada, comprovando a ruptura celular causada pelo moinho de
bola, o que favoreceu a difusdo do solvente e, como consequéncia, 0 aumento da

eficiéncia de extracao.

Os efeitos fenomenoldgicos da polaridade da mistura etanol/agua nas proporcoes
100/0, 70/30, 50/50, 30/70 e 0/100, na eficiéncia de extracdo de compostos bioativos da
microalga. A 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C e 50 °C, mantendo-se a razdo solvente
biomassa de 9:1 estdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Resultados de teor de carotenoides obtidos em agitador orbital com a microalga

moida.

Temperatura Total de carotenoides extraidos (mg.g™ biomassa seca)

Q) Solucéo Extratora

Etandlica 70/30 50/50 30/70 Aquosa
30 4,904 1,136 0,211 0,254 0,024
35 4,459 1,630 0,138 0,114 0,022
40 2,827 1,585 0,189 0,298 0,023
45 3,921 1,439 0,197 0,231 0,021
50 4,367 1,514 0,255 0,253 0,022

A extracdo de carotenoides ndo apresentou correlacdo linear com o inverso da
temperatura (T™), indicando que a extracéo de carotenoides da biomassa algal ndo segue
0 comportamento descrito pela classica equacdo de Arrhenius. Para todas as
temperaturas avaliadas, o etanol puro apresentou uma maior eficiéncia de extracao,
confirmando uma maior afinidade dos carotenoides com este solvente. Neste caso,
obteve-se um rendimento acima do obtido pelo Protocolo de quantificagdo descrito no
item 4.2.2, o qual recomenda etanol 95% para extracdo de carotenoides de plantas.
Como ja reportado na literatura (GOIRIS et al. 2012; YANG et al., 2014), os protocolos
usados para extracdo de lipideos a partir dos vegetais ndo sdo recomendados para
microalgas devido, provavelmente, as diferencas na estrutura da parede celular que
limita, em muitos casos, a difusdo de solventes apolares através da parede da biomassa
algal. A reducdo do total de carotenoides extraidos entre 40 e 45 °Cs e deve devido,
provavelmente, & extracdo competitiva, de outros compostos, ndo analisados, presentes

na matéria insaponificavel do 6leo.
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Dentre todas as condic¢des avaliadas com etanol 100%, os experimentos a 30 °C
favoreceu a maior rendimento de extragdo dos carotenoides, fato bastante positivo uma
vez que temperaturas mais brandas, além de consumir menor energia, sdo ideais para
processos de obtencdo de compostos bioativos, particularmente de compostos
termolabeis. Na Tabela 9 apresenta-se o teor de clorofila e de extrato lipidico, obtidos a
30 °C.

Tabela 9 - Teor de carotenoides, de extrato lipidico e de clorofila extraida em agitador orbital na
temperatura de 30 °C.

Solvente Total de carotenoides Total de extrato  Total de clorofila
extraidos (mg.g™) g(100g)™ extraida (mg.g™)

Etanol 100% 4,90 15,54 18,9

Etanol 70% 1,14 11,44 1,83

Etanol 50% 0,211 14,42 0,295

Etanol 30% 0,254 15,33 0,422

Agua pura 0,024 19,93 0,023

Resultados expressos em base seca

Na temperatura de 30 °C pode-se observar que no ensaio com etanol 100%
obteve-se um extrato rico em lipidios e carotenoides. Conforme se aumenta o teor de
agua no solvente extrator, ocorre uma reducdo na extracdo dos carotenoides e da
clorofila, devido a menor afinidade quimica desses compostos com a agua se
comparado ao etanol. Entretanto, a porcentagem de extrato no meio reduziu quando se
utilizou a solucdo 70/30 e voltou a aumentar, a partir da solucdo 50/50. ao
caracterizacdo do extrato indicou uma reducdo do peso seco quando o etanol etanol
100% foi para 70% ocorre, ja do etanol 70% ate a 4gua pura ocorre um aumento, estes
resultados, provavelmente, ocorrem devido aos fenémenos fisico-quimicos competitivos
entre lipideos, solUveis em etanol, e proteinas e carboidratos soliveis em agua, quando a

polaridade do meio se altera.

Pode-se observar na Tabela 10 que o processo conduzidos em dois estagios de

extragdo forneceu um extrato rico em lipideos, correspondendo a cerca de 18% da
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biomassa seca. Este resultado indicou uma eficiéncia de extracdo de 100% se
comparada com resultados da caracterizagdo obtida pelo método de Bligh & Dyer
(1959). Yang et al. (2014) também obteve rendimentos de extracdo de lipidios com
etanol semelhantes ao obtido pelo método de Bligh & Dyer (1959) com a microalga
Picochlorum sp. umida. Na Tabela 10 ilustra-se a eficiéncia de extragdo dos pigmentos
no processo conduzidos em dois estagios.

Tabela 10 - Caracterizacdo do extrato etan6lico obtido nos diferentes estagios de extragao.

Total de Total de Razéo Razéo
clorofila carotenoides carotenoides/  carotenoides/
(mg.g™ (mg.g™ clorofila (g/g)  lipidios
(mg/g)
Apos 12 extragao 13+3 3,3+0,8 0,30 £ 0,01 18+5
ApO0s 22 extracao 3,2+0,9 0,7+0,2 0,20 £ 0,002 4+1
Total nos dois estagio 17+2 4,0+05 0,20 £ 0,01 23+3

O segundo estagio de extracdo aumentou em quase 20% o teor de carotenoides
no extrato lipidico, se comparado com dados obtidos em um so estagio, sem alterar de
forma significativa a razdo carotenoides/clorofila, comprovando a importéancia da re-
extracdo. O extrato final obtido tem coloracdo verde bastante forte, devido a clorofila
(Figura 14). Millao & Uquice (2016) analisaram a extracdo de carotenoides da
microalga Nannochloropsis gaditana usando extrator com CO, supercritico e obtiveram
cerca de 0,75 mg de carotenoides/g de biomassa seca e 4,487 mg de carotenoides/g
lipidios. Portanto, os resultados obtidos com a microalga pré-tratada em moinho de bola
vibratério no qual se obteve um extrato com 23 + 3 mg de carotenoides por grama de
lipidios extraidos, foi cinco vezes maior que a encontrada por Millao & Uquice (2016),
indicando que o rompimento da parede celular foi mais efetivo que o uso de fluidos

supercriticos quando se trata de extracdo de compostos bioativos a partir de microalgas.



51

Figura 14 - Extrato rico em carotenoide obtido ap6s extragdo da biomassa com etanol: a) em
solucdo; b) seco.

A medida de capacidade antioxidante do extrato etandlico por espectrometria
apresentou como resultado 25 + 2 umol de Trolox.g™ de biomassa utilizada na analise.
Goiris et al. (2012) analisou a capacidade antioxidante do extrato obtido com
etanol/agua em diferentes microalgas e obteve o valor médio de 25 pmol de Trolox.g™
de biomassa. Esse mesmo autor destaca de amostras com valor de TEAC acima de 10
umol de Trolox.g™ de biomassa sdo consideradas ricas em antioxidantes naturais, o que

comprova o potencial antioxidante do extrato obtido a partir da Chlorella sp..

A biomassa ap06s primeiro estagio da extracdo apresentou uma quantidade de 3,4
+ 0,2 de clorofila total e 0,7 £ 0,3 de carotenoides. A biomassa residual apresentou a
seguinte composicdo em base seca: 65 + 4 % de proteinas; 4,7 £ 0,3 % de lipidios e 6,9
+ 0,5 % de glicose. Por essa caracterizacdo pode-se observar que nao houve reducao nas

proporcoes de proteinas e de carboidratos da biomassa.

Na extracdo das proteinas com agua obteve-se no extrato aquoso 6,1 + 0,5 g.L™
de proteinas solubilizadas. A biomassa residual desse processo, ap0s secagem por
liofilizacdo, apresentou, em base seca, 61 £ 5 % de proteinas e 6,7 + 0,3 % de glicose. A
partir deste resultado pode-se observar que o teor de glicose ndo foi modificado apds
extragdo aquosa e que o teor de proteina foi muito baixo, indicando um baixo percentual

de proteinas soluveis.

Apdls hidrolise enzimatica da microalga com a protease comercial
ProteaseMax™, contendo enzimas responsaveis por quebrar ligagdes peptidicas,
obteve-se um rendimento de 79 + 3 %, gerando um extrato aquoso com 53 + 2 g.L™t. A

partir destes resultados pode-se observar a eficiéncia da hidrdlise enzimatica com a
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enzima selecionada, que em pouco tempo de incubacdo (3 h) e com baixa carga
enzimatica (1%) obteve-se um alto rendimento além de um extrato aquoso rico em

proteinas hidrolisadas.

A biomassa de Chlorella é rica em amino&cidos essenciais o que torna o extrato
aquoso obtido na hidrélise com proteases um ingrediente potencial para aplicacdo e na
area farmacéutica, para tratamento de doencas como fenilcetondria e doenca de Crohn, e
em alimentos funcionais, para elaboracdo de bebidas energéticas por exemplo
(CLEMENTE, 2000).

5.5  Biorrefinaria de microalga

A Figura 15 apresenta um diagrama simplificado para o processamento da
preparacdo comercial de Chlorella sp. e o balango de massa do processo.

Moagem da microalga

100g

Extracdo com etanol
100% Sobrenadante

Extrato rico em carotenoides, clorofila e lipidios

T =30°C e Rs/b=0:1 1784

Torta| 82,2 ¢g

Extracdo aquosa com

Extrato rico em proteinas

T = 37°C e Rs/b=9:1 475

Torta | 34,8¢

Biomassa residual composta basicamente por

carboidratos e proteinas

Figura 15 - Diagrama de blocos do processamento da microalga Chlorella sp.
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6 CONCLUSOES

A preparacdo comercial de Chlorella sp. apresentou uma composi¢cdo quimica
percentual de: 17,2 + 0,4 de lipidios; 52 + 1 de proteinas e 12 + 1 de
carboidratos.

A extracdo dos carotenoides em reator de micro-ondas foi mais eficiente a 40 °C
que a 50 °C, e que a razdo solvente biomassa € um parametro significativo para
a extracdo dos carotenoides, sendo assim, solugdes mais diluidas resultam em
extratos mais concentrados em carotenoides. Além disso, nas duas temperaturas
um teor de agua no etanol da ordem de 10% auxilia na extragdo dos carotenoides
em reator de micro-ondas.

A extracdo de carotenoides a partir da microalga moida apresentou resultados
significativamente maiores, confirmando que o pre-tratamento em moinho de
bolas ¢ eficaz para ruptura da parede celular.

O experimento em agitador orbital com a microalga moida indicaram que a
temperatura mais branda (30 °C), usando-se etanol absoluto, foi mais eficiente
para a extracao dos carotenoides da biomassacomercial.

O extrato etandlico obtido apresentou um rendimento de 4,0 + 0,5 mg.g™ de
carotenoides e uma elevada atividade antioxidante (25 + 2 pmol de Trolox.g™ de
biomassa), 0 que comprova seu potencial como ingrediente funcional.

A hidrdlise enzimatica do residuo protéico apresentou um rendimento superior a
78% indicando um potencial elevado de utilizacdo do mesmo para producéo de

peptideos funcionais.

7 SUGESTOES PARATRABALHOS FUTUROS

Avaliar a cinética de moagem.

Avaliar a cinética da hidrolise com proteases

Identificar os carotenoides do extrato etanolico.

Microencapsular o extrato etandlico obtido.

Determinar a composicdo em peptideos e aminoacidos do extrato aquoso obtido
apos hidrolise com a protease.

Avaliar a quantidade de compostos fendlicos e fibras alimentares no extrato

aquoso e na biomassa residual.
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