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RESUMO

As microalgas tém demostrado ser uma solucdo para a obtengdo de compostos
antioxidantes. Os antioxidantes sdo compostos que retardam a acdo dos radicais livres
presentes no organismo. Dentre 0s compostos de interesse, 0s carotenoides sao 0s mais
promissores neste combate e possui um alto valor comercial. O presente trabalho teve
como objetivo a selecdo de microalgas com capacidade de producdo de antioxidantes,
extracdo e quantificagdo dos mesmos. As cepas isoladas foram selecionadas a partir dos
meios para a producdo de compostos antioxidantes, onde a cepa da Chlorella vulgaris
obteve o melhor resultado em relacdo a obtencdo desses compostos. O cultivo da cepa
de microalga Chlorella vulgaris foi realizado em meios de produgdo com diferentes
composigdes. Apos o cultivo da cepa foi realizado um Delineamento Experimental para
determinar as melhores condicdes de producdo para a Chlorella vulgaris. A analise dos
compostos extraidos foi realizada por espectrofotometria UV. Para a extracdo das
amostras foi utilizada como solventes a agua e o Dimetilsulféxido e isto ocorreu em
conjunto com a quantificacdo das mesmas de acordo com método com o 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH). Os resultados obtidos foram que a microalga Chlorella vulgaris
foi a que apresentou um melhor potencial para a producdo de carotenoides. Os valores
de Massa de Carotenoides (MC) encontrados compreenderam de 3,5 a 120,92 pg. J& os
valores de Fracdo de Carotenoides (FC) existentes variaram de 0,58 a 37,17 pg. g-' na
biomassa de Chlorella vulgaris obtida. A quantificacdo da biomassa foi realizada em
relagdo ao indice de inibicdo da agua (IPw20) € o indice de inibigdo do Dimetilsulfoxido
(IPbmso) que variam de 15,69 a 60,22% e 13,75 a 24,96%, respectivamente. O melhor
valor de extragdo de antioxidantes se deu com 0 IPy20 que foi de 60,22%. As melhores
condicdes de producdo desses compostos em relacdo as faixas Otimas das varidveis
significativas do Delineamento foram a luminosidade (X;) quando variou de 60 a 120
pmol. Fétons. %s-* e o ferro (X,) quando variou de 0,191 a 0,572 g/ L. J4 paraa MC a
faixa 6tima foram para a variavel luminosidade (X;) quando variou 120 a 360 pmol.
Fétons. %s-'e carbono (X3) quando variou de 2,52 a 7,56 g/L. Conclui-se que a
microalga Chlorella vulgaris isolada do efluente do reator anaerébico da presente
universidade foi a que obteve melhor producdo de Carotenoides Totais. A partir dela
conseguiu extrair antioxidantes e a quantificacdo desses compostos através do método
de DPPH. O valor encontrado na quantificacdo da atividade antioxidante do IPy,o foi 0

mais eficiente do que com o solvente Dimetilsulfoxido.

PALAVRAS- CHAVE: Chlorella vulgaris; antioxidantes; métodos de extracdo
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ABSTRACT

Microalgae have been shown to be a solution for obtaining antioxidant
compounds. Antioxidants are compounds that slow the action of free radicals in the
body. Among the compounds of interest, carotenoids are the most promising in this
fight and have a high commercial value. The present work had as objective the selection
of microalgae with capacity of antioxidant production, extraction and quantification of
the same. The isolated strains were selected from the media for the production of
antioxidant compounds, where the Chlorella vulgaris strain obtained the best result in
relation to obtaining these compounds. Cultivation of the microalga strain Chlorella
vulgaris was carried out in means of production with different compositions. After the
cultivation of the strain an Experimental Design was carried out to determine the best
production conditions for Chlorella vulgaris. Analysis of the extracted compounds was
performed by UV spectrophotometry. Water and Dimethyl sulfoxide were used as
solvents for the extraction of the samples and this was done together with the
quantification thereof according to the method with 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH). The results obtained were that the microalga Chlorella vulgaris presented the
best potential for the production of carotenoids. The Carotenoid Mass (MC) values
found comprised from 3.5 to 120.92 ug. In contrast, the existing Carotenoid Fraction
(HR) values ranged from 0.58 to 37.17 ng. g-1 in the biomass of Chlorella vulgaris
obtained. Biomass quantification was performed in relation to the Water Inhibition
Index (IPy20) and the Dimethyl sulfoxide Inhibition Index (IPpmso) ranging from 15.69
to 60.22% and 13.75 to 24.96%, respectively. The best value for extraction of
antioxidants was with IPH20, which was 60.22%. The best conditions of production of
these compounds in relation to the optimal ranges of the significant variables of the
Design were at luminosity (X;) when it varied from 60 to 120 umol. Photons m?s™ and
iron (X2) when it varied from 0.191 to 0.572 g / L. For MC, the optimum range was for
the luminosity variable (X1) when it varied from 120 to 360 pmol. Photons. ’s™ e carbon
(X3) when it ranged from 2.52 to 7.56 g / L. It is concluded that the microalga Chlorella
vulgaris isolated from the effluent of the present anaerobic reactor was the one that
obtained the best production of Total Carotenoids. It was able to extract antioxidants
and the quantification of these compounds through the DPPH method. The value found
in the quantification of the antioxidant activity of IPy20 was more efficient than with the
solvent Dimethyl sulfoxide.

KEYWORDS: Chlorella vulgaris; antioxidant; extraction method
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1. INTRODUCAO

Os antioxidantes sdo compostos que evitam a formacdo de radicais livres
prevenindo assim de varias doengas. Dentre esses compostos, 0s mais conhecidos e
usados para os diversos setores mercadoldgicos como o carotenoide, betacaroteno,
astaxantina, fucoxantina, luteina, licopeno, alfa caroteno entre outros.

A acdo dos antioxidantes impede as reacdes de oxidacdo radicais livres
presentes no organismo que causam uma série de problemas de saude. Desta forma, o
estudo relacionado a estes compostos de interesse é bastante promissor e benéfico para
os diversos setores da sociedade incluindo para a sadde humana. Muitas pesquisas
cientificas tém mostrado a importancia do uso de antioxidantes para o0 melhoramento de
varias doencas.

De acordo com D’ORAZIO et al (2012) relatam que a obtencdo de produtos
como carotenoides na forma sintética possui custos mais altos do que produzidos por
métodos bioldgicos. Segundo dados mercadoldgicos de Li et al (2011), o preco de
mercado para venda por kg de astaxantina é cerca de US $ 2.000 para a obtida através
da sintese quimica, US $ 2.500 para a oriunda da fermentacédo de levedura, e US $ 7.000
a astaxantina produzida por microalgas. Diante desse mercado promissor muitos
buscam a existéncia de varias fontes alternativas de producéo de antioxidantes nos mais
variados habitats.

Muitas pesquisas tém conduzindo a novas alternativas propostas ao uso de
carotenoides provenientes de fontes alternativas, como por exemplo, as microalgas. O
estudo relacionado as microalgas e carotenoides tem se tornado cada vez mais constante
e usado para pesquisas. As microalgas tétm mostrado um caminho alternativo para a
producdo de antioxidantes e com isso mostra a sua importancia para a sociedade e para
as pesquisas em torno delas. Dentre as suas aplicacbes destaca-se a producdo de
biocombustiveis, suplemento animal, tratamento de efluente, na prevencdo de doencas,
no caso do uso de carotenoides.

Este estudo foi importante porque a microalga foi isolada de um reator
anaerdbico de tratamento de efluentes de onde aparentemente nédo teria mais utilidade
para a sociedade. Além do que a mesma ndo precisou de altos custos para a sua
manutencdo e 0s meios de sele¢do usados ndo geraram muitas despesas. Estes meios de
selecdo ajudaram para indicar um melhor caminho a ser seguido em relacdo as melhores

variaveis significativas. E com isso, foi possivel focar na producdo de antioxidantes da



microalga Chlorella vulgaris mesmo sem ter a ideia do quanto poderia ser significativa
para os estudos e para a sociedade. JA que a mesma até entdo ndo foi utilizada para
nenhuma outra pesquisa anterior relacionada a producéo de antioxidantes.

Mesmo com alguns indicios na literatura de possivel producdo de compostos a
partir do género da Chlorella cada microalga pode se comportar de formas diferentes. E
a mesma surpreendeu de forma positiva com a producédo de antioxidantes e carotenoides
contribuindo para o presente trabalho e outras pesquisas. Diante de estudos néo
exclusivamente voltadas para as microalgas, mas também para meios de selecdo de

producdo de compostos bioativos nas mesmas.
2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Selecionar e estudar as cepas de microalgas com melhor capacidade para a produgéo de
antioxidantes utilizando a estratégia de restricdo dos nutrientes do meio.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Selecionar os meios de producéo de compostos antioxidantes;
v' Estudar as variaveis que influenciam no processo de producdo dos

antioxidantes pela cepa de microalga selecionada;
v" Obter e extrair os compostos antioxidantes presentes no meio;
v Quantificar os carotenoides produzidos pela biomassa da microalga.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. MICROALGAS

A biotecnologia microalgal emergiu devido a grande diversidade de produtos
que podem ser desenvolvidos a partir da biomassa. Diante de um futuro incerto, com a
escassez de alimentos e energia € 0 aumento das mudancas climaticas, a biotecnologia
microalgal tornou-se uma das alternativas para os problemas emergentes que sao
encontrados a cada dia (STEPHENS et al, 2013; SAIFULLAH et al, 2014).As
microalgas sdo bem conhecidas por sua composicdo quimica Unica e seus efeitos
especificos (DUONG et al, 2015). As microalgas sdo organismos microscopicos
capazes de converter a energia solar em energia quimica através da fotossintese
(SHALABY et al, 2010). O sequestro de carbono por microalgas esta sendo
considerada uma alternativa promissora na mitigacdo dos gases causadores do efeito
estufa, pois estes organismos possuem uma alta eficiéncia fotossintética, estima-se que

para produzir 1 Kg de biomassas, as microalgas fixam cerca de 1,83 Kg de CO,. Por



esta alta eficiéncia a biomassa de microalgas vem sendo reconhecida como uma fonte
promissora na producdo de biocombustiveis (JIANG et al, 2013., CHEAH et al, 2015).

Diante de mudangas ambientais muitas espécies diferentes de microalgas
surgiram de possiveis adaptacdes tais como as algas verdes que obtém sua pigmentacao
a partir da clorofila a ¢ b, bem como outros pigmentos, incluindo o B-caroteno e
xantofilas. Ja as algas vermelhas sdo um grande grupo de macroalgas principalmente
multicelulares com aproximadamente 6000 espécies (KADAM et al, 2013). A partir de
meados do século XX, o cultivo de microalgas em grande escala foi realizado em
regibes com condicdes climaticas severas onde outras culturas ndo podem ser
cultivadas, como areas desertas e costeiras e a biomassa obtida para aplicacdes
biotecnoldgicas (FORJAN et al, 2015).

As microalgas, em sua diversidade, sdo organismos muito flexiveis quanto ao
habitat, sendo encontradas tanto em ambientes Umidos terrestres, quanto em ambientes
aquaticos de agua doce, salobra e salgada (MOAZAMI et al, 2011). O alto potencial das
microalgas é devido a sua alta imagem fotossintética eficiéncia, alta taxa de crescimento
e consumo de CO, com a produgdo concomitante de O, Elas ndo possuem nenhuma
necessidade de terras ardveis ou agua potavel (GOUVEIA, 2011). A compreensdo da
ecofisiologiamicroalgal é importante para a compreensdo do destino do fito plancton
nos ecossistemas naturais, mas também para aperfeicoar a producdo de biomassa
microalgal em grandes escalas com aplicagdes na industria de aquicultura, bioenergia e
cosmeética, dentre outras (MILLEDGE, 2011). Nas Gltimas décadas o uso de microalgas
fotossintetizantes tem sido investigado no tratamento de efluentes devido a alta
capacidade de remocdo dos compostos organicos com vantagens econémicas, pelo
potencial de producdo de biomassa com elevado valor agregado e interesse comercial
(MATOS et al, 2015).

As microalgas do género Chlorella, foram identificadas pela primeira vez pelo
pesquisador holandés Martinus Willem Beijerinck em 1890 como sendo a primeira
microalga com um nucleo definido em um lago nos arredores da cidade de Delft na
Holanda. Em seu artigo, ele descreve que as aguas do lago estavam tomadas por
microalgas de um verde intenso ao qual ele comparou com o verde da grama que crescia
nas margens. O nome Chlorella vem da palavra grega chloros que significa verde, e 0
sufixo latino ella que se refere ao seu tamanho microscopico (SAFI et al, 2014).

Fernandes et al (2014), ao avaliarem o efeito de extratos de diversas plantas, ricos em



compostos fendlicos, no crescimento de Chlorella vulgaris, verificaram que em funcéo

da concentragdo testada ocorria inibicdo ou estimulo do crescimento desta microalga.

Muitas algas como Botryococcus, Chlorella, Dunaliella, Haematococcus sédo
cultivadas para a produgdo de proteinas, astaxantina, B-caroteno, glicerol, combustiveis
liquidos, formulacdes farmacéuticas, bem como produtos de quimica fina (SHALABY,
2011). Entre estas, as do género Dunaliella, especialmente Dunaliella salina e D.
tertiolecta, s as microalgas mais estudadas para a obtencdo de biomassa
(FRANCAVILLA et al, 2010). De acordo com EI-Sheekhet al(2011), observaram a
degradacédo de alguns compostos fendlicos pela C. vulgaris, confirmando a capacidade
que algumas algas apresentam de oxidar compostos fendlicos. Alguns microrganismos
fotossintéticos como microalgas foram consideradas como estirpes robustas e
reprodutiveis para diferentes meios de producdo de antioxidantes e fendlicos. Gragas
aos seus acidos graxos poli saturados altos, ficosterois, poli sacarideos, pigmentos e
compostos fenodlicos (CUELLAR-BERMUDEZ et al, 2015; GHASEMI et al, 2011).

As microalgas contém numerosos compostos bioativos que podem ser
aproveitados para uso comercial. Componentes com atividades antioxidantes podem ser
encontrados em apenas algumas espécies de algas. Muitos produtos quimicos tém uma
ampla gama de atividades bioldgicas e estruturas quimicas, que afetam muitos
processos bioquimicos dentro da célula. Tais produtos quimicos estdo presumivelmente
relacionados a regulacdo e sucessao de populacdes de algas e bactérias (SHALABY et
al, 2010). A pesquisa biotecnoldgica de remediacdo de efluentes propde que consorcios
microbianos formados por microrganismos heterotrofos degradadores da matéria
organica do efluente e liberadores de CO; e elementos minerais, atuam sinergicamente
com as microalgas fotossintéticas para favorecer o crescimento microalgal, que por sua
vez produzem oxigénio para os microrganismos (KOUZUMA & WATANABE, 2015).

As microalgas contém multiplas vias metabolicas para diferentes condicdes de
crescimento tais como fototréfico, mixotréfico e heterotrofico. A via metabdlica da
condicdo heterotréfica envolve trés passos principais, a absorcdo, assimilacdo, a
ativacdo e transformacdo, e armazenamento ou utilizacdo de metabdlitos (MORALES-
SANCHEZ et al, 2015). Os organismos fotossintetizantes tém a capacidade de separar,
capturar e liberar elétrons durante o fluxo das reacGes em cadeia, por isto € possivel
utilizar o metabolismo fotossintético para capturar a luz solar e transformar em
bioeletricidade (EL MEKAWYA et al 2014).



Diante disso, algumas microalgas como a Chlorella vulgaris, Haematococcus
pluvialis, Diacronema vlkianum e Isochrysis galbana sdo algumas das algas mais
interessantes com potenciais propriedades bioativos (BATISTA et al, 2013).As espécies
do género Chlorella séo tipicamente esféricas, pequenas com didmetro que varia de 2 a
10 pm e esféricas, ndo mdveis, unicelulares com um unico cloroplasto e parede celular
hemicelulésica rigida (SAFI et al, 2014). Segundo Shalaby et al (2011), existem mais
de 40 espécies diferentes de Nostocales, e a maioria das quais sdo Anabaenae Nostoc
spp. Desta forma, sera necessaria uma caracterizacdo fisico-quimica detalhada das
microalgas, isto é um estagio essencial que permitira determinar quais algas sdo mais

adequadas para diferentes aplicacGes e propdsitos (BATISTA et al, 2013).

As espécies Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis sdo usadas como
fonte de pigmentos e antioxidantes, como 0s carotenoides astaxantina, cantaxantina e
betacaroteno, cujo valor de mercado pode atingir US$ 8 mil por quilo. Acidos graxos
poli-insaturados dmega-3 e dmega-6, tais como EPA (acido eicosapentaenoico) e DHA
(&cido docosaexaenoico), também sdo produzidos a partir de microalgas e compbem
formulagdes nutricionais infantis, bebidas e suplementos dietéticos. O mercado atual
para esses produtos é avaliado em cerca de US$ 6,25 bilhdes. Em um horizonte de
médio e longo prazo, modelo semelhante poderia ser estabelecido para a producdo em
larga escala de microalgas, como Chlorella, visando a obtencdo simultanea de produtos
como betacaroteno, ragdo animal e biocombustivel (EMBRAPA, 2016). Como do ponto
de vista econdmico € inviavel empregar silica gel para despigmentar biodieseis de
microalgas, solugdes alternativas devem ser implementadas, como a adsor¢do dos
pigmentos em carvao ativo que ja tem demonstrado bons resultados (CAVALCANTI,
2014).

3.1.1. Aplicag6es das microalgas

Dentre as microalgas mais amplamente conhecidas encontram-se as fontes
significativas de biocombustiveis sustentaveis, as quais no futuro podem servir de
energias renovaveis (QUEIROZ et al, 2013). O ponto de partida para a sele¢do de algas
e de producdo de biodiesel de algas é considerado fundamentalmente importante.
Devido ao rapido crescimento, facilidade de cultivo, alto conteudo lipidico e excelente
produtividade lipidica. A Chlorella foi considerada o género mais promissor dentre 0s
precursores de biodiesel (LIU e CHEN, 2014; SUN et al, 2015). As microalgas
marinhas também estdo despertando interesse em outros campos, como a producdo de

biodiesel que poderia reduzir varios custos com as microalgas simbidticas, como



Symbiodinium spp. que séo usados (BEETUL et al, 2014). Tendo em vista a redugéo do
custo de producdo de algas marinhas, os subprodutos da produgdo de biomassa de
microalgas, como proteinas, alginatos e os compostos fenodlicos devem ser considerados
parte integrante da comercializagdo para aumentar o valor econdmico do processo de

producdo de biocombustiveis de algas marinhas (WANG, 2015).

A escolha do maximo de estirpe de algas marinhas apropriada é uma opg¢éo que
pode ser acoplada a engenharia genética e comercializacdo de subprodutos para
aumentar o valor econdmico da producédo de algas marinhas nos processos de indugéo
(CHISTI, 2013). Entretanto, apenas algumas espécies algas marinhas conseguiram
chegar ao nivel demercado industrial e comercial. Enquanto muitas outras ainda
permanecem largamente inexploradas comuma aparente falta de utilidade como
ingrediente ativo primario (WANG, 2015). Além disso, o estudo de compostos
bioativos naturais obtidos de organismos marinhos é um campo relativamente novo de
pesquisa com enorme potencial cientifico (MEHADI et al, 2015; CAKMAK et al,
2014).

Diante das vérias aplicabilidades das microalgas, elas também podem ser
usadasnas aguas residuais de tratamento e mitigacdo de CO,. Este tratamento nessas
aguas visa reduzir o impacto ambiental e os custos em uma inddstria poluente
(GOUVEIA, 2012). Segundo Sydney et al (2010), relataram que a microalga
Botryococcus braunii de d&gua doce apresentou a maior taxa de fixacdo de CO, do que a
Dunaliella tertiolecta. Além de elas produzirem compostos de diferente natureza
quimica (MENETREZ, 2012). As microalgas sdo microrganismos metabolicamente
versateis, uma vez que podem utilizar até trés metabolismos paralelos para a obtencédo
de energia. Esses metabolismos compreendem a fotossintese, a respiracao e a fixacdo de
nitrogénio, o que determina vantagens para uso no tratamento secundario e terciario de
aguas residuarias (QUEIROZ et al, 2013). As microalgas além do tratamento de &guas
residudrias, elas conseguem elevadas eficiéncias de remocdo de fosforo, que atingem
valores na ordem de 100% (QUEIROZ et al, 2013; VIEIRA et al, 2012b). E também se
deve considerar a possibilidade da remocdo simultdnea de material organico e
nitrogénio das aguas residuarias, em uma unica etapa (JACOB-LOPES et al, 2013).As
microalgas tém sido utilizadas ha milhares de anos pelas populagdes indigenas
(BLACKBURN e VOLKMAN, 2012).

Alguns esforcos estdo agora sendo focados na identificagdo dos compostos

diretamente responsaveis pela capacidade antimicrobiana de macro e microalgas,
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levando em conta que este € um campo de estudo relativamente inexplorado
(SANMUKH et al, 2014).0 acido galico apresenta atividade antibacteriana, antiviral,
bem como atividade analgésica e anti-apoptética (BELUR, 2011).Tanto o neofitadieno
como o fitol é composto que ja foram identificados em Scenedesmus sp. utilizando a
mesma técnica cromatogréfica. O composto fitol apresenta atividade antimicrobiana
(KIM et al, 2014; MORAIS et al, 2015). Sendo considerado um potente inibidor
enziméatico da carbamato quinase (SHAIKH et al, 2015). O fitol é um de terpeno
encontrado nas clorofilas, que apresenta biatividade antioxidante e antimicrobiana
(MORAES et al, 2014).

Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentagédo
(2012), entre os varios campos de pesquisa em que aparecem macro e microalgas, a
gastronomia e a tecnologia alimentar sdo duas das areas mais importantes. Novas
tendéncias em culinaria sdo enfatizando o uso de algas como ingredientes saudaveis,
saborosos e coloridos para acompanhar o0 maximo de pratos inovadores. A adicdo de
biomassa de microalgas a produtos alimentares é uma ferramenta interessante para
fornecer suplementos nutricionais com compostos biologicamente ativos tais exemplos,
antioxidantes, acidos graxos poli-insaturados. Além dos altos teores de proteinas e
carboidratos. Consequentemente, a selecdo de espécies de microalgas com perfis
nutricionais equilibrados é fundamental para o sucesso do desenvolvimento de novos
alimentos. O uso de algas para a producdo de proteinas tem varios beneficios sobre o
uso tradicional de culturas de proteinas elevadas em termos de produtividade e valor
nutricional. As algas e as microalgas tém maior rendimento de proteina por unidade de
area (2,5-7,5 toneladas / hectare/ ano e 4-15 toneladas / hectare / ano, respectivamente)
em comparacdo com culturas terrestres, como soja, legumes de pulso e trigo (0,6-1,2
toneladas / hectare / ano, 1-2 toneladas / hectare / ano, e 1,1 toneladas / hectare / ano,
respectivamente) (KRIMPEN et al, 2013).

Uma das primeiras aplicacGes da biomassa de microalgas foi na aquicultura
(MILLEDGE, 2011). Na aquicultura de alimentos, suplementos de algas também estéo
sendo usados, com boas perspectivas (YAAKOB et al, 2014). A introducdo de
microalgas na alimentagdo animal tem sido uma realidade desde os anos 70, e é uma
boa maneira para melhorar a saide animal e a subsequente dos produtos derivados da
carne. (YAAKOB et al, 2014). A composicdo da biomassa de C. onubensis sugere que
possui propriedades nutricionais que podem ser mais benéficas do que outras

microalgas utilizadas em alimentos para animais, onde os teores de proteinas variam de
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1 a 65%, carboidratos de 15 a 50% e gordura de 3 a 48% (BISHOP E ZUBECK, 2012;
TIBETTS et al, 2015). As microalgas primarias dos géneros utilizados como alimentos
sdo as algas verdes Chlorella e Dunaliella (TANG e SUTER, 2011). Uma dessas
alternativas pode substituir o milho e a farinha de soja em dietas de animais com
microalgas que parecem ser mais ecologicamente corretos (CHRISTAKI et al, 2011).As
microalgas utilizadas pela All Tech s&o de dois géneros: Chlorella e Schizochytrium. O
cultivo delas é do tipo heterotrofico, ou seja, ndo realizam fotossintese, mas recebem
alimento para crescer, em fotobiorreatores, com condi¢fes controladas. No Brasil, o
produto foi introduzido ha quase dois anos pela All Tech, primeiramente no mercado
pet. Rica em Omega 3, a ragdo atrai pessoas que buscam para animais de estimacao os
mesmos beneficios que o composto proporciona a satde humana. O produto também ja
estd sendo inserido na criacdo comercial de animais, comecando pela piscicultura.
Estudos mostram que introduzir racdes a base de microalgas na dieta dos animais

promove o fortalecimento dos 0ssos e do sistema imunolégico (EMBRAPA, 2016).

H& preocupacbes crescentes com a seguranca do uso de astaxantina para
aquicultura ou consumo humano direto e, portanto, a astaxantina natural representa uma
escolha preferida e Premium para consumo humano (Li et al, 2011).Uma grande
variedade de algas foi introduzida em formulacbes de alimentos para varios fins.
Produtos de carne, lacteos e panificagdo sdo alguns dos exemplos mais conhecidos de
produtos inovadores que incluem esses ingredientes biologicamente sustentaveis. Na
Europa, durante muito tempo o interesse pelas algas tem focado na extracdo de
phycocolloides com propriedades de gelificacdo, espessamento e estabilizacdo para uso
em muitas aplica¢fes na industria de alimentos (ENZING et al, 2014). De acordo com
Zahroojian et al (2011),0bservaram que a utilizacdo de microalgas existe em uma
variedade de alimentos inclusive que a suplementacdo dietética de 2,5% com base na
alimentacdo. A inclusdo dietética de Chlorella isto é 1 a 2% na base alimentada
aumentou os carotenoides e a cor amarela total conforme determinado pelo Roche Yolk
Colour Fan, um instrumento para medir a cor da gema (KOTRBACEK et al, 2013).
Embora as microalgas comestiveis tenham sido obtidas de espécies mesofilicas
marinhas ou de agua doce, algumas tentativas foram feitas para introduzir a produgéo de
microalgas extremofilicas, incluindo espécies de Dunaliella e Galdieria (VARSHNEY
et al, 2015; GRAZIANI et al, 2013).



3.1.2. Compostos antioxidantes produzidos por microalgas

A Dbiodiversidade e adequacdo de microalgas para o cultivo de biomassa em
fotobiorreatores de sistemas fechados tem promovido o desenvolvimento de sua
biorrefinaria para producdo de compostos de alto valor como carotenoides, acidos
graxosacidos poli-insaturados, antioxidantes e produtos farmacéuticos (ZHU 2015;
CUELLAR-BERMUDEZ et al, 2015).0s antioxidantes agem para proteger o corpo
humano contra danos causados por espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem
levar a disturbios de saude como cancer, diabetes mellitus, doencas neurodegenerativas
e doencas inflamatorias com lesdes graves nos tecidos (RANI et al, 2013).Segundo
Gouveia (2012), as microalgas conseguem produzir compostos como acidos graxos
poli-insaturados, carotenoides, proteinas, antioxidantes e bioativos em geral, para
aplicacdo nas industrias alimenticias, cosméticas e médicas. Estes possiveis produtos
sdo bem citados e, consequentemente, poderia transformar o processo economicamente
factivel. As microalgas sdo fontes interessantes de carotenoides e lipidios devido as suas
caracteristicas de cultivo, como boa adaptacdo a mudancas nas condi¢bes ambientais e 0

fato de seu cultivo ndo compete com a producao de alimentos (AHMED et al, 2014).

A substancia principal encontrada em Chlorella que é benéfica para a saude
humana é o B-1,3-glucano, que € um imunossimilante ativo, eliminador de radicais
livres e redutores de lipidios no sangue (YAAKOB et al, 2014). Pelo menos trés classes
de pigmentos ocorrem em microalgas: ficobilinas, clorofilas e carotenoides
(D’ALESSANDRO et al, 2016). Os carotenoides constituem uma classe de pigmentos
terpenoides de grande importancia, com alto valor comercial e funcGes fisioldgicas
importantes, devido a suas propriedades antioxidantes, corante e provitaminica
(MINHAS et al, 2016).0s compostos quimicos que sdo formados, degradados ou
transformados recebem o nome de metabolitos. Nesses compostos encontram-se
substancias cuja producdo e acumulacdo estdo restritas a um numero limitado de
organismos, sendo a bioquimica e o metabolismo especifico, caracteristicas Unicas,
funcionando como elementos de diferenciacdo e especializacdo. A todo este conjunto
metabdlico descrito costuma-se definir como metabolismo secundario (SIMOES et al,
2010). As microalgas Anabaenae Nostoc sp. produzem mais de 120 produtos naturais
como metabolitos secundarios com atividades como anti-HIV, anticancerigenos,

antifungicos, antimalaricos e antimicrobianos (SHALABY et al, 2011).

Microalgas verdes, como Chlorellas, sdo consideradas uma boa fonte de
luteina, alfa-caroteno, zeaxantina e violaxantina (AHMED et al, 2014). As algas sdo



ricas em polissacarideos, vitaminas, minerais e substancias bioativos como poli fendis,
proteinas, lipidios e carotenoides que possuem antioxidante, antibacteriano, antiviral e
outras funcdes benéficas (NGO et al, 2011). A biomassa de Chlorella vulgaris, uma das
especies mais utilizadas de microalgas, empregada como suplemento alimentar contém
28,0% de proteina, 49,5% de carboidrato, 17,5% de lipidios e 4,5% de &cidos nucleicos
(COLLET et al, 2011).Vérias espécies de Chlorellas foram propostas para produzir
outros componentes que os lipidios, incluindo, mas néo restrito as proteinas, a luteina e
astaxantina (LIU e CHEN, 2014; LIU et al, 2014a). No entanto, a proteina e a luteina,
sdo carotenoides de metabdlitos primarios, estes se correlacionam inversamente com a
acumulacdo de lipidios de armazenamento (GUCCIONE et al, 2014; SUN et al, 2015)
impedindo assim a producéo integrada em grande medida. Em contraste, a astaxantina é
um carotenoide secundario e tende a se acumular em Chlorella zofingiensis sob
condicdes de estresse como irradiancia de luz elevada e privacdo de nitrogénio (LIU et
al, 2010a, 2014b). Essas condi¢cdes de estresse também sdo os gatilhos tipicos do
armazenamento de lipidios, especialmente triacilglicerol, um precursor ideal para fazer
biodiesel (LIU et al, 2012a; SUN et al, 2015).

Ja o género Dunaliella é conhecido por ter grandes quantidades de carotenos
pré-vitamina A (TANG e SUTER, 2011). No entanto, D. tertiolecta demonstrou ser
mais rica em xantofilas, principalmente luteina (JAYARAMAN et al, 2011; KIM et al,
2014). A Haematococcus pluvialis é conhecido por biossintetizar astaxantina até 3% de
peso seco sob alta luz e sob condi¢des de estresse de nutrientes (HAN et al, 2013). A
Dunaliella salina pode produzir até 14 % de -caroteno em relacéo ao seu peso seco em
condigdes de elevada salinidade, luz, temperatura e poucos nutrientes (FRANCAVILLA
et al, 2010). Ja em relacdo aos compostos antimicrobianos nas algas sdo principalmente
poli fendis e polissacarideos que atuam inibindo o crescimento microbiano ou
diretamente destruindo as estruturas vivas dos microrganismos (BAJPAI, 2016). A
biomassa das microalgas como Coccomyxa onubensis se pode notar queé rica em
proteinas (44,60% de peso seco) e fibra dietética (15,73%) e possui um teor moderado
de carboidratos (24,8%) e um baixo teor de lipidios (5,4%) em que 0s &cidos graxos
poli-insaturados representam 65% do acido gordo total. E os &cidos nucleicos estdo
presentes em 4,8% (NAVARRO et al, 2016).

3.2. ANTIOXIDANTES
Uma grande variedade de compostos antioxidantes, enddgenos ou provenientes

da dieta, compBe um sistema eficiente e complexo na defesa do organismo a acdo dos
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radicais livres. Este sistema antioxidante constitui-se de uma grande variedade de
compostos bioativos tais como vitaminas (A, C, E, K), glutamina, sais minerais,
metaloproteinas, enzimas (SOD-superoxido Dismutase) e polifenois. Este sistema é
composto por macromoléculas e moléculas de baixo peso molecular, elementos
enzimaticos e ndo enzimaticos que atuam simultaneamente em prol da homeostase do
balanco oxidativo (SHA LI et al, 2013).0 termo polifendlico tem um significado amplo,
composto por 8000 compostos diferentes com diferentes estruturas moleculares
(SAFAFAR et al, 2015), devido a sua capacidade de transferir um atomo de 4&tomos ou
um atomo de hidrogénio para produzir um metabolito mais estavel, eles servem como

importantes elementos nas células de microalgas (MANIVANNAN et al, 2012).

Dentre os antioxidantes existem 3 grupos principais de pigmentos, as clorofilas
lipofilicas, os carotenoides e as ficobilinas hidrofilicas. Os carotenoides podem ser
encontrados na sua forma livre ou esterificados com uma variedade de &cidos graxos
organicos como palmitico, linoleico, estearico, etc. Estes sdo as formas mais estaveis,
uma vez ndo sao sujeitas a oxidacdo. Contudo, eles também sdo menos biodisponiveis,
pois ndo sao absorvidos de forma eficiente através do epitélio intestinal, a menos que
tenham sido previamente convertidos na sua forma livre nos intestinos
(BITTENCOURT, et al, 2013).0s carotenoides podem ser divididos em dois grupos
sendo os carotenos e oxicototenoides ou xantofilas. Os carotenos sdo exclusivamente
constituidos de hidrocarbonetos, enquanto as xantofilas sdo derivadas de carotenos
contendo varios atomos de oxigénios (AMAYA et al, 2014).Também conhecido como
oxicototenoides, esse grupo € essencialmente derivado da estrutura dos paises de
hidrocarboneto de caroteno, onde 1 a 4 contendo oxigénio grupos funcionais tais como
hidroxilos (-OH), cetonas (= O), ou carbéxilos (-COOH). Esses grupos funcionais sdo
adicionados a uma ou a ambas as extremidades da molécula. No geral a férmula
guimica da xantofilina é C4Hss014 (AMAYA et al, 2014).

A presenca dos grupos oxigenados torna estes carotenoides mais sollveis em
agua do que caroteno. Alguns dos carotenoides neste grupo sdo: luteina, astaxantina,
cantaxantina, capsantina, citranaxantina e éster etilico do acido B-apo-8'-carotenoico.
Sua estrutura molecular é composta exclusivamente de carbono e hidrogénio formando
uma cadeia poli-insaturada com a férmula quimica CsHss. Ha uma variedade de
carotenos que ocorrem na natureza, embora aqueles relevantes para a alimentagéo
animal sejam principalmente p-caroteno e licopeno. O B-caroteno exibe a atividade de
referéncia pro-vitamina A entre carotenoides (AMAYA et al, 2014). A biomassa de C.
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onubensis ¢ particularmente rica em luteina e f-caroteno, que possuem altas atividades
antioxidantes e sdo consideradas muito Uteis como fonte de nutracéuticos (VAQUERO
et al, 2014).

3.3. CONDIQOES DE CULTIVO PARA A PRODUQAO DE ANTIOXIDANTES
POR MICROALGAS
Os microrganismos requerem condi¢fes de cultivo adequadas para crescer,
com melhores condi¢Bes de cultivo maior é a taxa de crescimento e produtividade
(FERNANDEZ et al, 2013). As microalgas de uma mesma espécie possuem diferentes
quantidades de proteinas, carboidratos e lipideos, quando cultivadas em meios com
diferentes quantidades de nutrientes (PROCHAZKOVA et al, 2014). Ramirez et al
(2014) investigaram o crescimento de microalgas em vinhaga e concluiu que o aumento
da intensidade da luz contribuiu positivamente para a producdo de biomassa, mas com o
aumento da concentracdo de vinhaca a producdo de biomassa diminuiu. De acordo com
Wahidin et al (2013) dizem que ndo somente as questdes de intensidade de luz para o
crescimento de microalgas, mas qualidade/fonte de Iluz também podem ser
importantes.As lampadas fluorescentes podem obscurecer as bandas de absorcdo de
pigmentos de clorofila, contudo esse efeito ndo ocorre com iluminacdo LED
(YOSHIOKA et al, 2012; ATTA, 2013).

As vezes é necessario um fator de estresse para aumentar a producdo de
compostos como lipidios ou carotenoides, no entanto, esse estresse pode afetar o
crescimento da cepa. Para contornar esse problema, cultivo em dois estagios tem sido
realizado como estratégia para obtencdo de maiores teores de lipidios e carotenoides,
onde em um primeiro momento € priorizado a producdo de biomassa utilizando meio de
cultivo com nitrogénio. Em um segundo momento é reduzido ou retirado o nitrogénio
do meio de cultura para estimular a producéo de lipidios e /ou carotenoides (MARKOU
et al, 2013; MINHAS et al, 2016). A deficiéncia do nitrogénio no meio de cultura faz
com que ocorra maior acimulo de substancias de reserva como lipidios, carotenoides ou
carboidratos dependendo da espécie ou cepa. Um crescimento balanceado e acelerado
de biomassa ndo favorece o armazenamento de lipidios e carotenoides, que tendem a se
acumular mais em condigdo de caréncia de alguns nutrientes (MINHAS et al, 2016).
Diante da exposi¢do das microalgas sob estresse é necessario prevenir ou reduzir a
mortalidade celular causada por alta luz e a privagcdo de nutrientes, e a concentracdo

inicial da célula na cultura deve ser otimizado (WANG et al, 2013).
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Estudos tém demonstrado diversas estratégias para aumentar o teor de lipidios
em microalgas, particularmente sob condicdes de estresse ou de privagdo de nutrientes.
A reducdo ou privacdo total da fonte de nitrogénio no meio de cultura tem sido uma
estratégia bastante utilizada, entretanto, dependendo da espécie pode ocorrer 0 aumento
de carboidratos em vez de lipidios (LI et al, 2015). De acordo com Abreu et al (2012),
falam que a Chlorella acumula mais carboidratos em condi¢des metabdlicas
mixotroficas. A presenca da glicose no meio de cultivo promove alteracbes na
composicdo enzimatica e na fisiologia celular de microalgas isto porque a glicose pode
atuar como estimulante ou supressora de alguns genes (ANGELO et al, 2014).Espera-se
que estes produtos quimicos sejam sintetizados sob condigdes de estresse, baixa taxa de
crescimento e liberados em concentragOes suficientemente grandes para serem eficazes.
(SHALABY et al, 2010).Prandini et al (2016), aplicaram Scenedemus sp em efluente de
suinocultura, obtiveram resultados de produtividade de biomassa de 141,8 £ 3,5 mg.L"

! dia™ em cultivo autotréfico e de 89,4 + 2,9 mg.L™.dia™, em cultivo mixotréfico.

As microalgas tém uma diversidade taxondmica e a possibilidade de crescer e
colhé-los sob diferentes padrdes ambientais. Esses organismos fotossintéticos aquaticos
sdo particularmente atraentes como biorreatores. Além que podem ser enriquecidos em
alguns compostos bioativos especificos apds a exposicdo a estresses abioticos
(COESEL et al, 2008). Os compostos bioativos das microalgas, como lipidios, amido,
proteinas ou carotenoides, dependendo da espécie, sdao acumulados sob condicGes de
estresse. Além disso, incluindo a privacdo de nutrientes, pH, intensidade da luz,
temperatura e salinidade (DUONG et al, 2015). Muitos genes responsaveis para
producdo de carotenoides, particularmente biossintese de astaxantina foram clonados e
caracterizados em Haematococcus pluvialis e Chlorellas zofingiensis. As microalgas
proporcionaram as oportunidades para estudar as vias e a regulacdo da biossintese de
carotenoides. Esta revisdo resume a biologia celular, caracteristicas fisiologicas e
bioguimicas de Haematococcus pluvialis e Chlorellas zofingiensis, com énfase em
recentes progressos nos caminhos. Além do importante papel fisiologico de sintese de
astaxantina sob estresse (HAN et al, 2013). A maior produtividade de astaxantina de
17,5 mg.L™.d" foi obtida no estagio vermelho onde uma densidade de biomassa inicial
ideal de 0,8 g.L™.dwt foi aplicado a uma coluna de vidro ao ar livre do Foto biorreator
(WANG et al, 2013).

Kristoffersen et al (2012), em seu estudo sobre Haematococcus pluvialis

criaram condicOes estressantes usando a excitacdo de dois fotons fornecida pelo laser
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gerado pulsos na faixa de segundos e uma configuracdo de microscépio Leica. Alguns
trabalhos buscamfornecer a primeira evidéncia do uso de H, para a produgdo com
microalgas verdes sob a luz solar e demonstrou que a producdo de H, com C.
reinhardtii sob a luz natural é possivel desde que as culturas sejam anteriormente
aclimatadas (SCOMA et al, 2012).Estudo comprova que a substancia O, é convertida
em biomassa de microalgas, que pode ser usado para produzir produtos comercialmente
valiosos. A mitigacdo de CO, por microalgas é considerada mais ecoldgica e sustentavel
do que a remocdo quimica /fisica de CO, (ZHANG, 2015).

Em condicdes de estresse o teor de lipidios aumenta bastante sob a inanicao de
nutrientes (nitrogénio, fosforo, enxofre e silicio), mudanca de temperatura, salinidade,
pH, estresse em metais pesados (cadmio, ferro, cobre e zinco) e irradiacdo leve para
algumas  espécies, como Chlamydomonas reinhardtii, Dunaliella salina,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris e Euglenia gracilis (SHARMA et al,
2012).Quanto ao efeito de metais pesados em pigmentos, uma reducdo na composicdo
de carotenoides foi relatada quando a concentracdo de ferro diminuiu (JUNEJA et al,
2013). De acordo com Krimpen et al (2013), em condicdes extremas as algas marinhas
ndo exigem que a terra seja doce ou cultivavel para que cres¢a, maximizando recursos
que podem ser usados para producdo de alimentos adicionais ou outros cultivos
comerciais. No caso da C. onubensis como o habitat natural suporta alta irradiagéo e
condicBes oxidativas, parametros fisico-quimicos e nutricionais podem ser
adequadamente fixados para produzir biomassa com alto teor de carotenoide
principalmente luteina e acidos graxos poli-insaturados (RUIZ-DOMINGUEZ et al,
2015).

3.4. EXTRACAO, RECUPERACAO E PURIFICACAO DE COMPOSTOS
ANTIOXIDANTES
O pré-tratamento é necessario para modificar a estrutura da biomassa
celulosica, e tornar mais acessiveis as enzimas, o carboidrato que sera transformado em
acucares fermentaveis (BENSAH; MENSAH, 2013). Quando a matriz submetida a
bioprospeccdo é completamente desconhecida, todos os extratos poderiam ser de
potencial interesse quimico ou biologico. Com base nesta afirmagdo, técnicas
convencionais de extracdo liquida sélida compreendendo a extragdo aquosa seguida por
mais extragdes com solventes de polaridade crescente (como n-hexano, metanol, acetato
de etilo e diclorometano) poderia representar a solucdo (BRUSOTTI et al, 2014).

Existem os chamados métodos "isentos de solventes’’, no entanto, geralmente sdo
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usados em combinagdo com um solvente para aumentar a eficiéncia de extragdo. Em
particular, observou-se a sonicagdo para permitir uma maior penetracdo de solvente em
biomassa direcionada, produzindo cavitacGes acusticas no solvente pela passagem de
ondas ultrassénicas (KONG et al, 2014).

Uma grande parte dos estudos focados em prospeccdo de algas tratadas €
relacionada a investigacdo de composicdo de lipidios. Varios desses estudos focaram
principalmente na utilizacdo de lipidios como fonte de producdo de biocombustiveis
(RATHA e PRASANNA, 2012). Neste caso, os autores geralmente ndo estavam
interessados no conhecimento detalhado sobre a composicao lipidica, mas apenas a
extracdo quantitativa seguida de determinacdo gravimétrica (ARAUJO et al, 2011).
Além da extracdo dos lipidios, as proteinas de algas sdo convencionalmente extraidas
por meio de métodos aquosos, acidos e alcalinos, seguidos por vérias rodadas de
centrifugacdo e recuperacdo usando técnicas como ultrafiltracdo, precipitacdo, ou
cromatografia (KADAM et al, 2016).

De acordo com Aradjo et al (2013),compararam diferentes métodos de
extracdo de solvente com a assisténcia de ondas de ultrassom. A maior extragdo de
lipidios de C. vulgaris foi alcangada quando o método de Bligh e Dyer (cloroférmio /
metanol) foi aplicado em conjunto com 29,7 W/L intensidade ultrassénica. Em relacdo o
efeito do pH na extracdo de proteina de Nannochloropsis sp. a microalga foi mais
notavel, um aumento no pH de 8,5 para 11 resultou em o dobro da quantidade de
proteinas extraidas quando assistido por ultrassom (PARNIAKOV et al, 2015b).0s
métodos convencionais de extracdo de proteinas sdo demorados e requer grande
quantidade de solventes e a eficiéncia da extracdo é limitada. Um dos fatores mais
importantes que influenciam o isolamento e a extracdo de proteinas de algas marinhas é
a matriz de algas complexas que supde uma barreira fisica (HARNEDY e
FITZGERALD, 2013).

Algumas técnicas sdo usadas na extracdo de proteinas, dentre elas as
tecnologias de membrana podem atuar como um método alternativo para enriquecer
proteinas de algas quando usado em conjunto com uma técnica de interrupcao celular,
como a hidrolise de polissacaridase, UAE ou PEF. A ruptura da parede celular resistente
€ um passo critico necessario para aumentar a disponibilidade de extracdo de proteinas
de algas (BARBA et al, 2015). De acordo com estudos de Keris-Senet al (2014),
relataram que o ultrassom com uma intensidade de poténcia de 0,4 KWh/L produziu as

melhores concentracdes de proteinas a partir de microalgas de tratamento de &guas
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residuais da ordem Chlorococcales da classe Chlorophyceae como por exemplo, a
Scenedesmus sp. Segundo Custodio et al (2014), o extrato de acetona foi 0 que teve
maior atividade antioxidante nos resultados obtidos neste estudo, devido 0s compostos
com atividade antioxidante presentes em Scenedesmus sp. parecem ser essencialmente

de polaridade média.

Além da extracdo, existe uma preocupacdo em recuperar estes antioxidantes,
por isso varios metodos foram utilizados para recuperar compostos bioativos de
microalgas.Um exemplo é o Pressionar Expeller ou pressionar o 6leo é um dos métodos
mais simples e mais antigos utilizados para extrair 0 6leo das sementes e a recuperacao
do mesmo. Este método também foi aplicado para biomassa de algas. Esta técnica
consiste em aplicar alta pressdo mecanica para quebrar as células e espremer o dleo da
biomassa. No entanto, esta técnica possui varias desvantagens, incluindo geracdo de
calor e problemas de engasgamento que irdo diminuir a recuperacdo de lipidios
(RAMESH, 2013).

Outro método mecanico interessante € o chamado bead-beating que também foi
aplicado. Esta abordagem consiste em danos diretos as células causadas pela rotacdo de
alta velocidade da pasta de biomassa com granulos finos. Vérias pontas sdo usadas para
diferentes tipos de células. O didmetro da ponta ideal para células de microalgas € de
0,5 mm. A desidratacdo de biomassa de algas é desnecessaria, contrariamente ao
método de pressdo expelivel, o que reduz os custos de processamento. Contudo, 0 uso
de bead-beating pode ser dificil de dimensionar e requer o uso de um revestimento de
refrigeracdo para evitar a degradacdo do produto final devido a geracdo de calor pelo
agitador rotativo dentro do recipiente de cultura (RANJITH KUMARAND et al, 2015).

3.5. QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Véarios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em
extratos e substancias isoladas. Um dos mais usados consiste em avaliar a atividade
sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila-DPPH* de coloracgéo purpura
que absorve a 515 nm (ROGINSKY e LISSI, 2005). Por acdo de um antioxidante ou
uma espécie radicalar (R*), o DPPH € reduzido formando 2,2-difenilpicril-hidrazina
(DPPH-H), de coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da banda de
absorcéo, sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da absorbancia (MOLYNEUX,
2004; RAMADAN, 2010).
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A porcentagem de atividade antioxidante (% AA) corresponde a quantidade de
DDPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante
necessaria para decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50% é denominada
concentracdo eficiente (CEsp), também chamada de concentracdo inibitdria (Clsp).
Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor serd a sua CEsg e maior a
sua atividade antioxidante (BRAND-WILLIAMS et al,1995; SANCHEZ-MORENO
et al, 1998).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS MICROALGAS
As fontes naturais para o isolamento foram coletadas de uma amostra de
efluentes sanitarios do reator anaerébio da Estagdo de Tratamento Sanitario da
Universidade Federal de Sergipe (UFS). O experimento do isolamento descrito sera
segundo a metodologia descrita por Lee et al (2014). Para o isolamento, a amostra foi
enriquecida em meio de WC (GUILLARD e LORENZEN, 1972) contendo KH,PQO, e
NaNOs.

A amostra enriquecida foi purificada por diluicdo em série de 1 mL do efluente
(fator de diluicdo de 1/10) para cada solu¢do diluida que foi preparada, pegoul mL e foi
inoculada numa placa Petri (SOUZA et al, 2017). As colbnias de microalgas foram
selecionadas e inoculadas nas placas. Posteriormente as microalgas isoladas foram
cultivadas no meio WC a partir dai foi mantida em alimentac&o a microalga com o meio
em questdo (SOUZA et al, 2017).

Foram identificados dois tipos de microalgas uma Chlorella sp. no caso
Chlorella vulgaris e uma diatomacea Navicula sp., dessa so foi identificada o género. O
método de identificacdo foi baseado na observacdo da morfologia atraves da
microscopica oOptica das células utilizando o Método de Chaves (Souza, 2017). O
método de chaves consegue identificar géneros e espécies dos diversos tipos de
microalgas existentes. Para o crescimento e a manutencdo das microalgas Chlorella
vulgaris e da Navicula sp. foi utilizado o meio WC. As microalgas identificadas
Chlorella vulgaris e a Navicula sp.de acordo com Método de Chaves vistas através do

microscopico na Figura 1(A) e 1(B) respectivamente.
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Figura 1-Microscopia 6tica da microalga isolada Chlorella vulgaris (A) e Navicula sp. (B)
Fonte: Souza et al (2017)

4.2. SELECAO DE MICROALGAS COM POTENCIAL PARA A PRODUCAO
DE ANTIOXIDANTES

Depois de realizados os testes com as microalgas, a Chlorella vulgaris e a

diatoméacea Navicula sp. foi selecionado a microalga com melhor potencial através da

extracdo de carotenoides propostos de acordo com a metodologia adaptada de

Lichtenthaler e wellburn (1983) pelo método de caracterizacdo da biomassa em termos

de determinagéo de pigmentos.

Foram testados quatro meios através do estresse oxidativo das microalgas
selecionadas no isolamento para a producdo de carotenoides. Os meios foram
denominados como: Meio 1(meio WC enriquecido com NaCl) adaptada da metodologia
de Kobayashi et al (1997), Meio 2 (meio WC enriquecido com a adi¢do de ferro) de
acordo com Kobayashi et al (1993), Meio 3 (meio WC com aumento da intensidade
luminosa) adaptada de Wang et al ( 2003); Torzillo et al (2005) e Meio 4 ( meio WC
enriquecido com NaCl e ferro) adaptada da metodologia de Kobayashi et al(1997).
Estes meios foram testados com a finalidade de obtencdo da maior quantidade de
Carotenoides Totais a serem extraidos proporcionados pelo melhor meio estudado. A
Tabela 1 apresenta a composi¢do dos meios utilizados para a manutengdo (meio WC), e

crescimento das cepas para as microalgas Chlorella vulgaris e Navicula sp.
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Tabela 1-Composicdo dos meios de manutencéo e selegdo das microalgas Chlorella vulgaris e

Navicula sp.
Composicao Meio WC Meio 1l Meio 2 Meio 3 Meio 4
NaHCO; 2ml.L*? Sim Sim Sim Sim Sim
MgSO, 2ml.L™? Sim Sim Sim Sim Sim
CaCl, 2ml.L*? Sim Sim Sim Sim Sim
K,HPO, 2ml.L? Sim Sim Sim Sim Sim
Na,SiO;NaNO; ~ 2ml.L™ Sim Sim Sim Sim Sim
Solucéo 2ml.L* Sim Sim Sim Sim Sim
de metais oml Lt Sim Sim Sim Sim Sim
Massa de Tris 0,230g.L™* Sim Sim Sim Sim Sim
NaCl 0,263g.L™ Nio  Sim N30 NES Sim
-1
FeSO, 0,125g.L N30 N4o Sim N4o Sim

4.3. ENSAIOS COM A MICROALGA Chlorella vulgaris
O ensaio consistiu na preparacdo de 12 ensaios com diferentes propor¢des de
concentracdes de ferro e carbono que variaram de 0,48 a 1,43g.L™ e 6,30 a 18,90g.L™
respectivamente. A Tabela 2 mostra os valores das concentragdes para cada componente
do meio usado para os 12 ensaios com a Chlorella vulgaris. A combinagéo e o valor
para cada variavel significativa, no caso a luminosidade, o ferro e o carbono seguiram o

Delineamento nas Tabelas 3 e 4 respectivamente.

Além dos valores diferentes de quantidades de luzes estabelecidas de acordo
com o Delineamento Experimental Fracionario junto das varidveis mais significativas.
Cada meio continha 200 mL de meio WC modificado e 50 mL de inoculo da microalga
que foi cultivada no meio WC com uma concentracéo de 0,008 g.mL™. A modificacio
do meio WC foi a adicdo de diferentes proporcdes de ferro e bicarbonato de sédio nos
ensaios de acordo com o Delineamento Fatorial Fracionario na Tabela 2.

As fontes de carbono e ferro utilizadas foram NAHCO; e CgHsFeOy,
respectivamente e a quantidade de luz variou de 100 a 300 umol fétons m?s™. Sendo
que o restante da composicdo do meio WC ndo houve modificacdo para todos 12
ensaios do experimento. Todos os ensaios foram incubados a temperatura ambiente até
atingirem a estabilidade no crescimento da biomassa. O aumento da biomassa e/ou

densidade celular nos cultivos foi monitorado pela concentragéo celular, utilizando-se
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uma correlacdo pré-determinada (curva-padrdo) entre a massa da biomassa seca e a
absorbancia a 570 nm (BECKER, 1994; LOURENCO, 2006). Esta correlacdo foi
utilizada para encontrar o valor da produtividade em termos de biomassa para os 12
ensaios realizados. A curva padrdo que foi realizada da microalga Chlorella vulgaris
através da Equacdo 1. A Tabela 2 mostra a composi¢do e 0s componentes dos meios
utilizados para producao de antioxidantes.

Y=27,463x (1)

Tabela 2-Composicdo do meio utilizado para a producdo de antioxidantes da microalga
Chlorella vulgaris.

Componentes  Composic¢ao

NaHCO; 6,30 -
18,90g.L™"
MgSO, 2ml.L*?
CaCl, 2ml.L*?
K,HPO, 2ml.L?
Na,SI0, 2mi.L*
NaNO
A oml.L?
Solugédo de
. 2ml.L*?
metals
Tris 0,230g.L™

CeHsFeO, 0,48-1,43g.L™

4.4, METODO DE EXTRACAO DE CAROTENOIDES NA Chlorella
vulgaris
A etapa de extracdo dos carotenoides seguiu a metodologia de acordo com
Lichtenthaler e wellburn (1983), o qual compreende a determinacdo de pigmentos no
meio. Antes das etapas do ensaio, a biomassa foi previamente preparada. Apds o
processo de producéo de antioxidantes foram retirados os 12 ensaios e centrifugado para
a obtencdo da sua biomassa. Em seguida foram colocadas para secar em uma estufa a
40°C e depois das biomassas secas foram maceradas até a obtencdo de um aspecto

uniforme.

A Figura 2 mostra um esquema das etapas do método de determinacdo de
pigmentos do ensaio realizado para a extragdo de antioxidantes com a microalga

Chlorella vulgaris. A Biomassa da microalga foi pesada 3mg para cada ensaio e foi
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adicionado no tubo de falcon de 15 mL. Em seguida o tubo foi revestido com papel
aluminio e adicionado 5 mL de metanol. Logo em seguida foram colocadas as amostras
no vortex por 30 seg e intercalava com 10 min de pausa. Este procedimento durou 1 h
de extracdo no total depois foi centrifugado para obter o liquido sobrenadante e assim
realizou as leituras das absorbancias no espectrofotémetro UV da marca Biospectro nos
comprimentos de onda necessarios para o célculo dos valores de Carotenoides Totais. A
Figura 2 mostra um esquema das etapas do método de determinacdo de pigmentos.

TR |

Vortex 30 Aguardar10

segundos minutos

\
A

Biomassa
seca 3mg
Revestido

com papel Leitura da

aluminio absorbancia

Figura 2 - Esquema das etapas do método de determinacdo de pigmentos

A anélise das amostras foi feita com a leitura em absorbancia do sobrenadante
em espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda 470 nm, 653 nm, 666 nm e 750 nm.
Com esses comprimentos de onda foram feitos os célculos dos carotenoides totais de
cada amostra com base a metodologia de Lichtenthaler e wellburn (1983) as seguintes
Equacdes (2), (3) e (4).

Chl a = 15,65 (Agss — A7s0) — 7,34 (Agss — Aso) (2)
Chl b = 27,05 (Agss — Azso) — 11,21 (Asss — Arso) 3)
Carotenoides Totais (xant.+carot.) = 1.000(As70— A750)—2,86(Chla) — 129 2(Chlb) 4

245

A Massa de Carotenoides calculada representa a biomassa que foi produzida
pela microalga Chlorella vulgaris e com isso foi feita uma correlacdo pré-determinada
(curva-padrdo) entre a massa da biomassa seca e a absorbancia a 570 nm. Esta
correlacdo foi utilizada para encontrar o valor da produtividade em termos de biomassa
para os 12 ensaios realizados. A curva padrdo que foi realizada da microalga Chlorella
vulgaris através da Equacdo 1. No caso, a Massa Total de Carotenoides (MC) é o valor
da biomassa pela multiplicacdo do seu volume do meio utilizado dividido pela sua
Frac&o de Carotenoides.
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A MC obtida no ensaio foi calculada a partir da Equacdo 5. O valor da biomassa
representado pela letra (b) é multiplicado pelo volume total (V¢), no caso o volume do

meio utilizado mais o inoculo da microalga de cada ensaio.
MC=Db x V; (5)

A expressdo da Fracdo de Carotenoides (FC) foi encontrada em relagdo ao
calculo de Carotenoides Totais encontrados para cada amostra através da Equacdo 4
dividido pela sua biomassa obtida dos ensaios. A partir disso, se pode calcular a
Equacdo 6. Foi realizado este célculo relacionado a FC para verificar se a producéo de
biomassa tinha relacéo direta com a producdo de carotenoides.

A FC foi calculada em termos da Equacgdo 6. Sendo que [C] é a concentragdo
de Carotenoides Totais (mg /mL) encontrada em cada ensaio e [B] representa a

concentracdo de biomassa (g.mL™) no mesmo ensaio.
FC=[C]/[B] (6)

De acordo com as Equacdes 5 e 6 foram obtidos os valores de MC (ug) e da FC

(1g.g™Y), os quais sdo apresentados na Tabela 4.

4.5. METODO DE EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE ANTIOXIDANTES
COM 0S SOLVENTES DMSO E AGUA
O método de extragdo com DMSO (dimetil sulfoxido) foi realizado segundo a
metodologia adaptada de Dantas et al (2015). A quantificacdo dos ensaios foi realizada
em conjunto com a metodologia de extracdo dos carotenoides através do método do
DMSO. Para a parte de quantificacdo dos ensaios foi sequido a metodologia de acordo
com Brand-Willians et al (1995), utilizando a atividade antirradical que é definida como
a quantidade de antioxidante necessario para diminuir a concentracdo inicial de DPPH
nas amostras em 50%. Foi realizada também a extracdo com outro solvente nas

amostras, no caso a égua.

A massa utilizada para extracdo com os solventes DMSO e &gua foi adaptada
utilizando 3mg em vez de 1 g como fez Dantas et al (2015). Desta forma, a quantidade
de solvente utilizada tambem foi alterada para propor¢fes da massa pesada. A analise
das amostras foi feita no espectrofotobmetro UV da marca Biospectro no comprimento
de onda de 515nm. As amostras foram previamente preparadas antes da extracdo das

mesmas. As amostras dos 12 ensaios foram centrifugadas e depois colocadas para secar
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a na estufa a 40°C. E depois foram maceradas para deixar as amostras mais
biodisponiveis para a extracdo dos antioxidantes.

O ensaio consistiu na pesagem de 3mg de biomassa seca da Chlorella vulgaris
em seguida foi colocada no eppendorf de 5 mL e foi adicionado 1mL de DMSO/ 4gua
nas amostras. Logo apo6s foi realizada a extracdo das mesmas de forma simples através
do ultrassom por 30 min de sonicacgéo e depois foi deixado na cdmera de agitagédo por 2
h. Em seguida foi realizada a centrifugacdo para a obtencéo do liquido sobrenadante e
adicionado em cada amostra um 1 mL da solugdo de DPPH mais metanol de 30 mg.mL"

! para a quantificagdo dos mesmos.

Este método com DPPH é muito utilizado para indicar a atividade antioxidante
em diversos tipos de amostras. Em seguida foi feito a leitura no espectrofotometro UV
das amostras no tempo zero (amostra controle- solucdo de DPPH com metanol) e ap6s
20 min com as amostras extraidas e que foram adicionadas a solu¢cdo de DPPH com

metanol.

Antioxidantes primarios, quando presentes em quantidades vestigiais, podem
atrasar ou inibir a etapa de iniciacdo, reagindo com um radical lipidico ou inibindo a
etapa de propagacdo por reagindo com radicais peroxila ou alcoxila (JADHAV et al,
1996).Varios procedimentos quimicos e fisico-quimicos sdo usados para monitorar
processos de oxidacdo. Uma abordagem é examinar diretamente a producdo de radicais
livres e sua inibicdo por antioxidantes. Na abordagem mais comum, varias medi¢oes
indiretas sdo usadas para avaliar a eficacia de um antioxidante na prevencdo de danos
oxidativos. Estes sdo baseados na medicdo do indice de inibicdo dos varios
intermediarios ou produtos finais da reacdo de oxidacdo (CANO et al, 1998).

O indice de inibicdo (IP) tem relagdo direta com a atividade antioxidante
presente na amostra. Quanto maior é este indice isto quer dizer que sua amostra
conseguiu inibir o processo de oxidacdo e ha a presenca de antioxidantes na mesma. A
oxidacdo €é inibida pela adicdo de um antioxidante e, portanto, uma reducdo na
absorbéancia € observada (DU e BRAMLAGE, 1992). A atividade antioxidante pode ser
calculada como percentagem de inibicdo de um ou mais dos produtos de oxidagéo

secundarios em relacdo a uma amostra de controle (FRANKEL et al, 1995).

O esquema da Figura 3 mostra as etapas do ensaio realizado para a extracdo e
quantificacdo de antioxidantes com a microalga Chlorella vulgaris com método

DMSO/4gua. Os valores obtidos foram utilizados para calcular o indice de inibicdo da
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H,O (IPy20) e o indice de inibicdo do DMSO (IPpmso) das amostras, segundo a
Equacdo7 (MOURE et al, 2001).

IP= ((Absorbanciat=0-Absorbanciat=20)/Absorbancia=0)x100 (7

Extracdo da Camera de
Biomassa “ biomassa agitacao por
seca 3mg 2 horas

Solvente Centrifugacao

DMSO/ agua

Leitura no Adicionado 1ml da

espectrofotometro solucio DPPH+

(t=0 e t=20 minutos) metanol

Figura 3 - Esquema das etapas do método de extracdo com os solventes DMSO e a agua e
quantificagdo das amostras

4.6. ESTUDO DAS VARIAVEIS NO PROCESSO DE PRODU(;AO DE
ANTIOXIDANTES
Com base nos resultados obtidos na selecdo de microalgas com melhor
potencial para a producdo de antioxidantes, o meio selecionado foi avaliado quanto as
variaveis que possivelmente influenciaram na produgdo dos antioxidantes. Desta forma,
foi proposto um estudo das mesmas através de Delineamento Experimental. Foi
realizado um Delineamento Fatorial 2° para a determinagéo das variaveis com influéncia
estatistica significativa e a determinacdo das faixas Otimas de producdo dos
antioxidantes pela cepa de microalga selecionada. A tabela 3 exemplifica matriz do
Delineamento Fatorial utilizado na preparacdo dos meios de producédo de antioxidantes

da microalga selecionada.
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Tabela 3-Matriz do Delineamento Fatorial 2° com 4 pontos centrais para os meios de producéo

de antioxidantes da Chlorella vulgaris.

Ensaios Luz (Xy) Ferro (Xy) Carbono (X,)
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0

10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0

A Tabela 3 mostra os valores codificados da matriz do Delineamento fatorial
estabelecido com bases nas concentracdes utilizadas para as variaveis propostas. No
caso o valor negativo representa a concentracdo de menor valor, o valor positivo indica
a maior concentracdo da variavel e o zero exemplifica o ponto central das amostras. A
Tabela 4 mostra os valores reais de cada varidvel para correspondente com o valor
codificado.

Tabela 4- Valores reais das variaveis do Delineamento fatorial 2° para os meios de producéo de
antioxidantes da Chlorella vulgaris.

Valor codificado -1 0 +1
Luz  (umol.Fétons.’s-") 100 200 300
(X1)

Ferro (g/L) (X») 0,474 0,954 1,431
Carbono (g/L) (Xa) 6,3 12,6 18,9
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.SELECAO DA MICROALGA COM MELHOR POTENCIAL
ANTIOXIDANTE

NaCl, ferro, ferro com NaCl e o com aumento de luminosidade para a selecdo da

microalga com melhor potencial para a producdo de antioxidantes. Avaliando os

resultados apresentados na Tabela 5, € possivel constatar que a Chlorella vulgaris foi a

que apresentou um maior potencial para a produgdo de compostos antioxidantes em

relagdo a Navicula sp.

Com isso, a cepa selecionada foi utilizada para os estudos subsequentes. O
melhor comportamento apresentado pela Chlorella vulgaris nos Meios 2 (Ferro) e Meio
3 (Meio WC com aumento de luminosidade), foi considerado para a determinacgédo das
varidveis do Delineamento Experimental. A Tabela 5 mostra também que a influéncia
do meio contendo NaCl, Meio 1, foi pouco significativa na producdo dos Carotenoides
Totais, por isso o componente foi substituido pela varidvel carbono no estudo da
producdo de compostos antioxidantes.

Tabela 5-Valores de producdo de Carotenoides Totais (mg /mL) obtidos para as microalgas
Chlorella vulgaris e Navicula sp.

Carotenoides Totais (mg /mL)
Meio 1 Meio2 Meio 3 Meio 4
Chlorella vulgaris  0,17+0,05 0,74+0,19 0,87+0,25 0,08+0,02
Navicula sp. 0,02+0,01 0,19+0,19 0,59+0,16 0,04+0,02

Microalga

5.2. ESTUDO DAS VARIAVEIS QUE INFLUENCIAM NO PROCESSO DE
PRODUCAO DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTES por Chlorella vulgaris
Diante dos trés diferentes meios utilizados para o processo de producdo de
antioxidantes, os Meios 2 e 3 apresentaram valores que foram considerados como
melhores produtores de carotenoides em relacdo a suas varidveis estatisticamente
significativas. Na Tabela 6 sdo apresentados os valores de MC, os quais compreendem
valores de 3,5 a 120,92 pg. Os valores de FC existentes variaram de 0,58 a 37,17 ug.g™
na biomassa de C. vulgaris obtida. Ja os valores de IPy20 € 0 IPpvso variam de 15,69 a
60,22% e 13,75 a 24,06%, respectivamente.
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Com isso, os valores encontrados nas amostras para o IPy20 foram maiores do
que o IPpmso. Em comparagdo com os valores encontrados de IP (indice de inibig&o)
para a extracdo dos compostos antioxidantes a dgua foi o solvente mais eficiente.
Segundo Moure et al (2000), o valor de IP esta diretamente relacionado com o poder
antirradical (ARP) das amostras analisadas. Quanto maior este poder antirradical mais
eficiente é o poder do antioxidante encontrado nas amostras. Segundo Dantas et al
(2015), como solvente gua apresentou um percentual de inibicdo do DPPH de 68,5%
na microalga Chlorella vulgaris, este foi superior aos padrbes utilizados para a
Catequina (49,6%) e o acido Galico (28,7%), mostrando que a dgua é um potencial

inibidor da oxidagéo celular de radicais livres.

Em comparagdo com o valor encontrado por este trabalho, se pode dizer que
estd dentro do esperado ja que o valor foi de 60,22%. O valor encontrado ficou bem
préximo do encontrado em Dantas et al (2015), como pode observar em relacdo ao
mesmo. O resultado encontrado usando extrato aquoso se mostrou satisfatério, pois
além de reduzir os custos de processamento, resulta em um produto sem os residuos
potencialmente toxicos encontrados em outros solventes (DANTAS et al, 2015).

Tabela 6- Valores de carotenoides produzidos e a quantificagdo dos antioxidantes obtidos pela
Chlorella vulgaris.

Ensaios MC FC IPovea(%) IPhoo
(M9)  (Mg/g) (%)
1 * * 19,49 60,22
2 120,92 21,99 16,08 18,54
3 55,75 37,17 24,96 15,69
4 78,00 17,33 14,06 18,54
5 4,07 1,63 21,71 29,91
6 6,12 3,06 20,56 29,36
7 16,75 3,53 21,39 29,59
8 * * 15,69 29,56
9 3,50 0,58 17,04 35,06
10 17,25 2,09 17,55 27,42
11 29,35 6,18 23,02 28,29
12 16,25 2,50 13,75 32,80

*valores nao detectados

Com relagdo a Tabela 6, o menor valor de MC de 3.5 pg encontrado foi no

ensaio 9, um dos pontos centrais do Delineamento Fatorial mostrado. Ja para o maior
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valor MC de 120,92 pg encontrado no caso no ensaio 2 ocorreu para 0s valores
minimos das variaveis ferro e carbono e o valor maximo para variavel luminosidade. O
segundo maior valor de MC encontrado foi no ensaio 4 quando as variaveis
luminosidade e ferro tiveram os valores maximos e a variavel carbono teve o valor
minimo do Delineamento Experimental da Tabela 3. O terceiro maior valor de MC
encontrado foi no ensaio 3 nas condi¢cbes em que as variaveis luminosidade e carbono

foram os valores minimos e o ferro teve o valor maximo encontrado.

Em relacdo & FC, o menor valor encontrado na Tabela 6 foi ao ensaio 9 de 0,58
Hg.g™* que corresponde as mesmas condicdes do ensaio da MC. J4 o maior valor de FC
encontrado foi no ensaio 3 de 37,17 pg.g* quando luminosidade e carbono foram
valores minimos e a variavel ferro foi o valor madximo do Delineamento. O segundo
maior valor de FC encontrado correspondente ao ensaio 2 para os valores minimos das
variaveis ferro e carbono e o valor maximo para variavel luminosidade. Foi realizado
um Delineamento para as variaveis respostas mais significativas que foram o IPyy0 €

para a MC.

Os valores ndo detectados da Tabela 6 que foi no ensaio 1 se pode perceber que
ndo houve valor significativo possivelmente porque a variavel luminosidade foi o menor
valor do Delineamento. Ja nos ensaios 2 e 4 em que o0s valores que deram altos o valor
de MC foram quando o valor da varidvel luminosidade foi o maior valor do

Delineamento.

No ensaio 8, também ndo houve deteccdo do valor possivelmente porque uma
das variaveis que contribui, no caso a variavel carbono de forma estaticamente
significativa para a produgéo de MC o valor do Delineamento teve o maior valor do
Delineamento. Isto é explicado na Tabela 3 quando a varidvel carbono obteve os
melhores valores de MC encontrada foi quando o seu valor do foi o menor do

Delineamento exemplificado nos ensaios 2, 3, 4 da Tabela 6.

5.2.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DA VARIAVEL RESPOSTA

IPh20
Em relagéo ao Software Statistica® uma das melhores respostas foi considerando
os valores de IPy,0. Por essa razdo, o IPy,0 foi escolhido para a analise dos efeitos no
Delineamento Experimental na Figura 4. Segundo os dados de Dantas et al (2015), os
extratos de &gua demonstram as propriedades antioxidantes mais altas. Isso pode ocorrer

porque as moléculas que possuem propriedades antioxidantes nesses extratos
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apresentam um carater hidrofilico. O sistema de teste de eliminacgdo de radicais livres
DPPH é um mecanismo reconhecido pelo qual os antioxidantes atuam para inibir o0s
produtos de oxidacdo. Assim, o ensaio de DPPH tem sido amplamente aplicado como
um dos indicadores da atividade antioxidante (DANTAS et al, 2015).

A Figura 4 mostra o grafico de Pareto com as interacbes em relacdo as
variaveis utilizadas no Delineamento fatorial e sua significancia. Pode-se perceber que
todas as variaveis e as interacdes entre elas tiveram um nivel de significAncia de 95%
exceto o varidvel independente carbono. A variavel luminosidade (X;) quando em
excesso possui um valor negativo em relacdo a variavel resposta do IPy,0 para o grafico
de Pareto. Como ocorrem nos ensaios 2 e 4 em que o valor do IPy,0 encontrado
correspondeu 0 mesmo valor para ambos 0s ensaios que foi de 18,54%. Este valor foi
um dos menores do Delineamento Fatorial Fracionério isto ocorreu quando a luz teve o

maior valor.

Isto é explicado de acordo com Danesi et al (2004), a alta intensidade de
luminosidade favorece os parametros de crescimento de biomassa, entretanto baixa
luminosidade pode favorecer a obtencdo de biomassa rica em clorofila. A microalga
Haematococcus pluvialis foi estimulada para a producdo de carotenoides em uma
intensidade de luz relativamente alta até 4 dias de cultura sob iluminacdo continua,
contudo o teor de carotenoides diminuiu no periodo de cultivo sob a mais alta

intensidade luminosa (Kobayashi et al, 1992).
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1by2 4,49836
(2)Fe -4,45843
2by3 4,43446
1#2*3 -4,39452
(1)LUZ -3,9352
1by3 3,819368
(3)C ,5422004

p=,05

Figura 4 - Gréfico de Pareto do IPy,o demonstrando a representatividade estatistica das

interacdes das variaveis utilizadas no Delineamento Fatorial 2°

De acordo com o grafico de Pareto na Figura 4 a varidvel ferro apresentou um
comportamento parecido com a variavel luminosidade em relacéo ao efeito da interacédo
da variavel com o IPy,0. Este comportamento fica mais evidente nos ensaio 4 quando as
variaveis luminosidade e ferro tiveram os valores méximos no Delineamento e a
variavel carbono teve valor minimo o valor do IPy,o foi 0 segundo menor valor no caso
18,54%. Em relacdo a interacdo de luminosidade e ferro foi positiva quando tem o

excesso de ambas variaveis isso fica evidente no ensaio 8 que o valor foi de 29,56%.

O comportamento parecido da variavel luminosidade e ferro é importante, pois
exemplifica uma tendéncia em relagdo a possivel combinacdo de variaveis significativas
a serem usadas para a producdo de antioxidantes. O variavel carbono quando sozinha foi
a Unica que ndo apresentou significancia estatistica. J& a interacdo da variavel
luminosidade e carbono apresentou um valor de significancia positiva como pode ser
notado no ensaio 6 e 8 exemplificados com os valores de IPy0 29,36% e 29,56%
respectivamente. Em relacdo a interacdo de X; e X3 também apresentaram significancia
para os maiores valores do Delineamento realizado, no caso 0s ensaios 7 e 8 mostra isto
em relacdo ao IPy0. Os valores encontrados em relagdo a interacdo ferro e carbono

foram 29,59% e 29,56% respectivamente.
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O grafico de Pareto na Figura 4 ainda mostra a interacdo das trés variaveis
juntas mostrando que elas possuem valor significativo quando elas apresentavam o
menor valor real do Delineamento Experimental. Este comportamento pode ser
observado no ensaio 1 com relacgéo ao valor de IPy,0 que foi o maior valor encontrado

Nos ensaios no caso 60,22%.

O modelo dos coeficientes de regressao foi feito com os valores das variaveis
significativas em relagdo ao IPyy0 que se encontra na Tabela7. A partir desses
coeficientes se podem calcular o F calculado e assim foi feito a comparagdo do F
tabelado em relagéo a p-valor encontrado dos mesmos e foi avaliado o quanto os valores

sdo significativos.

Tabela 7- Coeficientes de regressdo para a variavel resposta do 1Py,o.

Fator Coeficiente  Std. Erro t(4) p-valor -95,0% 95,0%
Variével/interacdo de regressao Limite Limite
de conf.  de conf.

Média 29,58167 1,02213  28,94132  0,00008 26,74379 32,41954
Luz (Xy) -4,92625 1,25184 -3,93520  0,017028 -8,40192 -1,45058
Ferro (X3) -5,58125 1,25184 -4,45843  0,011174 -9,05692 -2,10558
Xicom X, 5,63125 1,25184 4,49837  0,010836 2,15558  9,10692
Xicom X 4,78125 1,25184 3,81937  0,018788 1,30558  8,25692
X,com X;

5,55125 1,25184 443446  0,011383 2,07558  9,02692
X1 X3 X3 -5,50125 1,25184 -4,39452  0,011741 -8,97692 -2,02558

Para o estudo das variaveis que mais influenciaram no processo de producéo de
antioxidantes foi realizado uma analise através da ANOVA considerando os parametros

significativos para as respostas do IPy20, conforme apresentado na Tabela 8.

Tabela 8- ANOVA da resposta do IPy,0 a partir da matriz com os valores codificados das

variaveis independentes.

Fonte de variagéo Soma Graus de Quadrado F calculado p-valor

dos quadrados  Liberdade Médio

Regresséo 1372,24 6 228,70
Residuos 50,15 5 10,03 136,81 0,0008
Total 1422,39 11 -

% Variacdo explicada (R%) = 96,74 Ftabelado 0,05,6;5= 4,95
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Com base no modelo feito na Equacdo 9 em relacdo aos coeficientes de
regressao obtidos, indicam as varidveis que afetaram a resposta IPy,o foram as variaveis
luminosidade, ferro e as interacdes das trés variaveis entre si . Isto pode ser confirmado
com os graficos de Pareto na Figura 4, e a superficie de resposta na Figura 5 e a curva
de contorno em relagdo ao IP,0 na Figura 6. Como também se pode observar na Tabela
8 o valor do F calculado > F tabelado isto indica que o F calculado € altamente
significativo (p<0,0008) ao nivel de confianca de 95%.

Os valores da varidvel luminosidade, ferro e carbono usados no célculo referem-
se aos valores codificados do Delineamento Fatorial da Tabela 3 para cada uma das
combinagbes dos 12 ensaios do MC. O calculo dos valores preditos do IPy,0 também
foram realizados com base nos coeficientes de regressdo da ANOVA das variaveis mais
significativas ao nivel de confianca de 95% com mesmo Software a partir da Equacéo 8.

29,5817- 4,9262 X;—5,5812 X, + 5,6312 X X, + 4,7812 X, X3 + 5,5512 X, X3—5,5012 X; X; X3 (8)

Ja em relacdo os valores para 0 MC e para o IPy,0 do céalculo do erro relativo

foram obtidos de acordo com a Equacéo 9.
X= ((valor predito — valor encontrado) / valor encontrado) x 100 9)

A tabela 9 se encontram os valores preditos do IPy0 e 0 calculo do erro
relativo. O modelo feito com os coeficientes de regressdo das variaveis codificadas
incluindo os parametros estatisticamente mais significativos em relagdo o IPy20 com p<
0,05 estdo na Equacdo 8. Os valores encontrados dos ensaios em comparacao com 0S
valores preditos sdo significativos, pois demonstram o quanto foram préximos os
valores encontrados dos teodricos. Em relacdo aos valores do IPyy0 encontrados a
maioria deram maiores do que os valores preditos calculados pelos coeficientes de
regressdo. Isto exemplifica que os valores encontrados nos ensaios mostra uma boa
concordancia entre os valores preditos. O erro relativo nos ensaios ndo superou o valor
de 8,48% para 0 IPy20.
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Tabela 9-Valores preditos do IPy,0 calculados em fungéo dos coeficientes de regressao

e 0 erro relativo dos ensaios.

Ensaios  Valor Erro
predito relativo

IPioo IPrzo
%) (%)
1 61,55 2,22
2 19,87 7,17
3 17,02 8,48
4 19,87 7,17
5 29,89 0,00
6 29,34 0,00
7 29,57 0,00
8 29,54 0,00
9 29,58 0,00
10 29,58 7,87
11 29,58 4,56
12 29,58 0,00

A Figura 5 mostra a superficie de resposta estabelecida com a variavel
luminosidade e ferro em relagdo a variavel resposta (IPy20). Ela também exemplifica
que a interacdo de luminosidade e ferro teve uma significancia dos valores em relacédo
ao grau de confianca de 95%. Esta interacdo se pode observar que foi significativo tanto
para o grafico da superficie de resposta como o do grafico de Pareto mostra isso de
forma bastante evidente. A Figura 6 apresenta a curva de contorno com grau de
significancia de 95% de confianca em relacdo também a interacdo da variavel
luminosidade e ferro em relacdo ao IPy,0. Esta superficie exemplifica também as areas
mais significativamente favoraveis para a producdo de antioxidantes, no caso as areas

onde as variaveis X; e X, apresentam menores valores do Delineamento Fatorial.
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Il > 50
B <42
[ <32
B <22

Figura 5 - Superficie de resposta da interacdo ferro e luminosidade em rela¢&o ao 1P,0

22,68
18,9
15,12
11,34 F
7,56
3,78
12,8

Ferro (g/L)

1,28
2,52
3,78
5,04
6,30

7,56 ‘ Il > 50
120 100 80 60 40 20 200 60 120 180 240 300 360 g < 42

<32
LUZ (pmol.Fétons.?s-1) B -2

Figura 6 - Curvas de contorno em funcdo da interacéo de ferro e luminosidade do IPy0

A interacdo de luminosidade e ferro teve uma significancia dos valores em
relacdo ao grau de confianga de 95%. Essa interacdo demonstra uma tendéncia de maior
producdo de compostos antioxidantes com a diminuigdo na concentracdo de ferro e a

diminuicdo na intensidade da luz. Esta combinagdo de variaveis mostrou ser um fator
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estatistico significativo a ser usada como meio de producdo de antioxidantes na
microalga Chlorella vulgaris. Com base nessas varidveis foi gerado os graficos da
superficie de resposta e curvas de contorno nas Figuras 5 e 6 respectivamente que
evidenciam estas areas mais significativas dentro dessa interacdo. As melhores
condicBes de producdo desses compostos em relagdo as faixas Otimas das variaveis
significativas do Delineamento foram a luminosidade (X;) quando variou de 60 a 120
pmol. Fétons. %s-* e o ferro (X,) quando variou de 0,191 a 0,572 ¢/ L.

Com base no modelo dos coeficientes de regressdo do IPy20 na Equacdo 8 se
podem calcular os valores preditos dos ensaios e perceber que o F calculado >
Ftabelado indicando uma boa concordancia entre os valores encontrados nas amostras e
os valores tedricos. Além disso, demonstrou que os valores calculados foram bastante

significativos para as amostras analisadas.

5.2.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DA VARIAVEL RESPOSTA

MC
Além da variavel resposta IPy20 que foi bastante estatisticamente significativa
para o0 estudo da producdo de antioxidantes se podem destacar também a variavel
resposta MC. A varidvel dependente MC ela apresentou um efeito significativo na
producdo de Massa de Carotenoides principalmente quando os valores de concentracao
de Carbono (X3) foram os menores valores e quando luminosidade (X;) foram o0s

maximos em relacdo o Delineamento Experimental.

Em relacdo ao comportamento aos efeitos das variaveis no Grafico de Pareto da
Figura 7 se podem dizer que a variavel luminosidade ela apresentou um valor de
significancia positiva para os valores maiores do Delineamento como pode ser notado
nos ensaios 2 e 4 com os dois maiores valores encontrados da MC de 120,92ug e 78ug
respectivamente. O variavel ferro quando sozinho foi a Unico que ndo apresentou
significancia estatistica. O varidvel carbono apresentou efeito negativo indicando que
ele é significativo para os valores menores do Delineamento Experimental isto pode ser
observada nos 2, 3 e 4 com os valores trés maiores valores da MC de 120,92 pug,
55,75ug e 78ug respectivamente. A interacdo das variaveis luminosidade e carbono
apresentou efeito significativo negativo para os menores valores como pode ser
analisado no ensaio 3 com o valor de 55,75ug. Ja a interacdo da variavel luminosidade e
ferro apresentou um valor de significancia negativa como pode ser notado no ensaio 5
exemplificados com o valore da MC de 4,07 pg. Em relagdo a interacdo de ferro e

carbono ndo apresentou significancia para os maiores valores do Delineamento
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realizado em relacdo a MC. E a interacdo das trés varidveis juntas também néo foi
estatisticamente significativa.

(S)c !-4’538:

1by3 -3,14641

Luz 2,560475

1by2 -2,34125

1*2*3 1,591889

(2)Fe ,3861389

2by3 -,125059

p=0,1

Figura 7 - Gréfico de Pareto da MC demonstrando a representatividade estatistica das interagfes
das variaveis utilizadas no Delineamento fatorial 2°

Os coeficientes de regressdo foram feito com relacdo aos valores das variaveis

mais significativas em relagcdo a MC se encontra na Tabelal0.

Tabela 10- Coeficientes de regressio para a variavel resposta da MC.

Fator Coeficiente  Std. Erro t (4) p-valor -95,0% 95,0%
Variével/interacdo de Limite Limite
regressao de conf.  de conf.
Média 28,9979 5,12109 5,66245 0,00479 18,0805 39,9153
Luz (X,) 16,0594 6,27203 2,56047 0,06260  2,68840 29,4304
Carbono (X5) -28,4656 6,27203 -4,53850  0,01050 -41,8366 -15,0946
X;com X, -14,6844 6,27203 -2,34125  0,07927 -28,0554 -1,3134
X;com X3 -19,7344 6,27203 -3,14641  0,03463 -33,1054 -6,3634

Em relagdo a Tabela 11 o modelo foi realizado em relagcdo a Equagdo 10 com

base nos valores dos coeficientes de regressdo da Tabela 10 que mostram as variaveis
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que afetaram a resposta MC que foram luminosidade, carbono e as interacbes de
luminosidade com ferro e luminosidade com carbono. Exemplificando este
comportamento estatistico significativo com o grafico da superficie de resposta da MC
na Figura 7 e a curva de contorno da mesma na Figura 8. E também se pode dizer que o
F calculado > F tabelado, pois o F calculado é muito significativo (p< 0,0047) ao nivel

de confianca de 90%.

Tabela 11 - ANOVA da resposta da massa de carotenoides a partir da matriz com os valores
codificados das varidveis independentes.

Fonte de variacdo Soma Graus de Quadrado F calculado p-valor
dos quadrados  Liberdade Médio

Regresséo 14235,52 4 3558,9
Residuos 1258,83 7 179,83 79,16 0,0047
Total 15494,35 11 -

% Variagdo explicada (R?) = 91,87 Ftabelado 0,1,4;7= 2,96

O célculo dos valores preditos da MC foi calculado com base no modelo da
Equacdo 10 dos coeficientes de regressao da analise de variancia (ANOVA) com as
varidveis mais significativas ao nivel de confianca de 90% Software Statistica® para a
MC. Os valores das trés varidveis usados no calculo referem-se aos valores codificados
do Delineamento Fatorial da Tabela 3 para cada uma das combinacGes dos 12 ensaios
do MC. O célculo dos valores do erro relativo entre os valores preditos e 0s encontrados
se encontra na Equacdo 9. A tabela 12 apresentam os valores preditos da MC calculados

em funcdo do modelo dos coeficientes de regressdo e o erro relativo dos ensaios.
28,9979 + 16,0594 X; — 28,4666 X3 — 14,6844 X1X,— 19,7344 X1 X3 (10)

Os valores da MC encontrados de alguns foram bem proximos do esperado e
tiveram alguns que o valor encontrado ainda foi maior do que o valor predito superando
o0 valor predito como o caso dos ensaios 2,3, 5 e 11. E o erro relativo da maioria foi
menor 12,78%

Tabela 12 - Valores preditos da MC calculados em funcéo dos coeficientes de regressédo

e 0 erro relativo dos ensaios.
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Ensaios  Valor Erro
predito relativo
(MC) MC (%)

1 6,98 *

2 107,94 0,00
3 36,36 0,00
4 78,57 0,73
5 0,00 0,00
6 11,54 88,40
7 18,89 12,78
8 0,00 0,00
9 28,99 *

10 28,99 68,06
11 28,99 0,00

12 28,99 78,40

*valores nao detectados

A variavel dependente MC ela apresentou um efeito significativo na
producdo de Massa de Carotenoides. Esta superficie de resposta na Figura 7 exemplifica
também as areas mais significativamente favoraveis para a producdo de Massa de
Carotenoides. Quando os valores de concentracdo de carbono foram os menores valores
e quando luminosidade foram os maximos valores em relacdo o Delineamento
Experimental foi favoravel a producdo de MC. Essa tendéncia fica mostrada na sua
superficie de resposta na Figura 7 e as curvas de contorno da MC na Figura 8 em
relagdo as varidveis X; e X3 que foram as mais significativas para a producdo de MC.
Os graficos da superficie de resposta do MC e a curva de contorno da mesma tiveram

um nivel de significancia dos valores em relacdo ao grau de confianca de 90%.
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Figura 8 - Superficie de resposta da interacdo carbono e luminosidade em relagdo a Massa de
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Figura 9 - Curvas de contorno em func¢éo da interacdo de carbono e luminosidade da Massa de

Carotenoides
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A interacdo de luminosidade e carbono teve uma significancia dos valores em
relagcdo ao grau de confianga de 90%. Essa interacdo demonstra uma tendéncia de maior
producdo de Massa de carotenoides com a diminui¢do na concentracdo de carbono e a
aumento na intensidade da luz. Esta combinacdo de variaveis mostrou ser um fator
estatistico significativo a ser usada como meio de producdo de Massa de Carotenoides
na microalga Chlorella vulgaris. Com base nessas variaveis foram gerados os graficos
da superficie de resposta e curvas de contorno nas Figuras 8 e 9 respectivamente que
evidenciam estas areas mais significativas dentro dessa interacdo. As melhores
condicdes de producdo de Massa de Carotenoides (MC) em relacdo as faixas 6timas das
variaveis significativas do Delineamento foram a luminosidade (X;) quando variou de

120 a 360 pmol. Fétons. s-* e o carbono (X3) quando variou de 2,52 a 7,56 g/ L.

Com base no modelo dos coeficientes de regressdo da MC na Equacdo 8 se
podem calcular os valores preditos dos ensaios e perceber que o F calculado > F
tabelado indicando uma boa concordancia entre os valores encontrados nas amostras e
os valores tedricos. Além disso, demonstrou que os valores calculados foram

significativos para as amostras analisadas.

6. CONCLUSAO
v" A microalga Chlorella vulgaris foi capaz de produzir compostos antioxidantes;
v' A partir dos melhores meios de producdo, Meio 2 e Meio 3 foram obtidos
carotenoides em relacdo a suas variaveis estatisticamente significativas;
v' Os métodos de extracdo de determinacdo de pigmentos e a extracdo com
solventes DMSO/agua utilizados conseguiram extrair antioxidantes e carotenoides
das amostras;
v' A biomassa da microalga Chlorella vulgaris produziu antioxidantes que foi
possivel a quantificacdo dos mesmos;
v' A quantificacdo da atividade antioxidante se deu através do método de DPPH
que utiliza o poder antirradical para verificar o indice de inibi¢do das amostras;
v" O solvente mais eficiente utilizado neste estudo foi a 4gua, pois ela conseguiu

quantificar uma melhor atividade antioxidante nos ensaios.
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7. SUGESTOES DE TRABAHOS FUTUROS
v Poderia ser realizada a identificacdo dos possiveis carotenoides e antioxidantes
encontrados nos ensaios com a biomassa da Chlorella vulgaris;
v Propor sugestdes de aplicacdes praticas para a sociedade desses compostos

apos a identificagdo dos mesmos.
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