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RESUMO 

As microalgas têm demostrado ser uma solução para a obtenção de compostos 

antioxidantes. Os antioxidantes são compostos que retardam a ação dos radicais livres 

presentes no organismo. Dentre os compostos de interesse, os carotenoides são os mais 

promissores neste combate e possui um alto valor comercial. O presente trabalho teve 

como objetivo a seleção de microalgas com capacidade de produção de antioxidantes, 

extração e quantificação dos mesmos. As cepas isoladas foram selecionadas a partir dos 

meios para a produção de compostos antioxidantes, onde a cepa da Chlorella vulgaris 

obteve o melhor resultado em relação à obtenção desses compostos. O cultivo da cepa 

de microalga Chlorella vulgaris foi realizado em meios de produção com diferentes 

composições. Após o cultivo da cepa foi realizado um Delineamento Experimental para 

determinar as melhores condições de produção para a Chlorella vulgaris. A análise dos 

compostos extraídos foi realizada por espectrofotometria UV. Para a extração das 

amostras foi utilizada como solventes a água e o Dimetilsulfóxido e isto ocorreu em 

conjunto com a quantificação 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 produção de carotenoides. Os valores 

de Massa de Carotenoides (MC) encontrados compreenderam de 3,5 a 120,92 µg. Já os 

valores de Fração de Carotenoides (FC) existentes variaram de 0,58 a 37,17 µg. g-
1
 na 

biomassa de Chlorella vulgaris obtida. A quantificação da biomassa foi realizada em 

relação ao Índice de inibição da água (IPH2O) e o Índice de inibição do Dimetilsulfóxido 

(IPDMSO) que variam de 15,69 a 60,22% e 13,75 a 24,96%, respectivamente. O melhor 

valor de extração de antioxidantes se deu com o IPH2O que foi de 60,22%. As melhores 

condições de produção desses compostos em relação às faixas ótimas das variáveis 

significativas do Delineamento foram à luminosidade (X1) quando variou de 60 a 120 

µmol. Fótons. 
2
s-

1
 e o ferro (X2) quando variou de 0,191 a 0,572 g/ L. Já para a MC a 

faixa ótima foram para a variável luminosidade (X1) quando variou 120 a 360 µmol. 

Fótons. 
2
s-

1
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 anaeróbico da presente 

universidade foi a que obteve melhor produção de Carotenoides Totais. A partir dela 

conseguiu extrair antioxidantes e a quantificação desses compostos através do método 

de DPPH. O valor encontrado na quantificação da atividade antioxidante do IPH2O foi o 

mais eficiente do que com o solvente Dimetilsulfóxido. 

PALAVRAS- CHAVE: Chlorella vulgaris; antioxidantes; métodos de extração



ix 
 

                                                  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 μg. In contrast, the existing Carotenoid Fraction 

(HR) values ranged from 0.58 to 37.17 μg. g-1 in the biomass of Chlorella vulgaris 

obtained. Biomass quantification was performed in relation to the Water Inhibition 

Index (IPH2O) and the Dimethyl sulfoxide Inhibition Index (IPDMSO) ranging from 15.69 

to 60.22% and 13.75 to 24.96%, respectively. The best value for extraction of 

antioxidants was with IPH2O, 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 (X1) when it varied from 60 to 120 μmol. Photons m
2
s

-1
 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 μmol. Photons. 
2
s

-1
 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 IPH2O was more efficient than with the 

solvent Dimethyl sulfoxide. 

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

Os antioxidantes são compostos que evitam a formação de radicais livres 

prevenindo assim de várias doenças. Dentre esses compostos, os mais conhecidos e 

usados para os diversos setores mercadológicos como o carotenoide, betacaroteno, 

astaxantina, fucoxantina, luteína, licopeno, alfa caroteno entre outros.  

              A ação dos antioxidantes impede as reações de oxidação radicais livres 

presentes no organismo que causam uma série de problemas de saúde. Desta forma, o 

estudo relacionado a estes compostos de interesse é bastante promissor e benéfico para 

os diversos setores da sociedade incluindo para a saúde humana. Muitas pesquisas 

científicas têm mostrado a importância do uso de antioxidantes para o melhoramento de 

várias doenças.  

              De acordo com D’ORAZIO et al (2012) relatam que a obtenção de produtos 

como carotenoides na forma sintética possui custos mais altos do que produzidos por 

métodos biológicos. Segundo dados mercadológicos de Li et al (2011), o preço de  

mercado para  venda por kg de astaxantina é cerca de US $ 2.000 para a obtida através 

da síntese química, US $ 2.500 para a oriunda da fermentação de levedura, e US $ 7.000 

a astaxantina produzida por microalgas. Diante desse mercado promissor muitos 

buscam a existência de várias fontes alternativas de produção de antioxidantes nos mais 

variados habitats.  

              Muitas pesquisas têm conduzindo a novas alternativas propostas ao uso de 

carotenoides provenientes de fontes alternativas, como por exemplo, as microalgas. O 

estudo relacionado às microalgas e carotenoides tem se tornado cada vez mais constante 

e usado para pesquisas. As microalgas têm mostrado um caminho alternativo para a 

produção de antioxidantes e com isso mostra a sua importância para a sociedade e para 

as pesquisas em torno delas. Dentre as suas aplicações destaca-se a produção de 

biocombustíveis, suplemento animal, tratamento de efluente, na prevenção de doenças, 

no caso do uso de carotenoides. 

               Este estudo foi importante porque a microalga foi isolada de um reator 

anaeróbico de tratamento de efluentes de onde aparentemente não teria mais utilidade 

para a sociedade. Além do que a mesma não precisou de altos custos para a sua 

manutenção e os meios de seleção usados não geraram muitas despesas. Estes meios de 

seleção ajudaram para indicar um melhor caminho a ser seguido em relação às melhores 

variáveis significativas. E com isso, foi possível focar na produção de antioxidantes da 
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microalga Chlorella vulgaris mesmo sem ter a ideia do quanto poderia ser significativa 

para os estudos e para a sociedade. Já que a mesma até então não foi utilizada para 

nenhuma outra pesquisa anterior relacionada à produção de antioxidantes.  

              Mesmo com alguns indícios na literatura de possível produção de compostos a 

partir do gênero da Chlorella cada microalga pode se comportar de formas diferentes. E 

a mesma surpreendeu de forma positiva com a produção de antioxidantes e carotenoides 

contribuindo para o presente trabalho e outras pesquisas.  Diante de estudos não  

exclusivamente voltadas para as microalgas, mas também para meios de seleção de 

produção de compostos bioativos nas mesmas.  

2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 Selecionar e estudar as cepas de microalgas com melhor capacidade para a produção de 

antioxidantes utilizando a estratégia de restrição dos nutrientes do meio. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

   Selecionar os meios de produção de compostos antioxidantes;  

 Estudar as variáveis que influenciam no processo de produção dos 

antioxidantes pela cepa de microalga selecionada; 

 Obter e extrair os compostos antioxidantes presentes no meio; 

  Quantificar os carotenoides produzidos pela biomassa da microalga. 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1. MICROALGAS 

A biotecnologia microalgal emergiu devido à grande diversidade de produtos 

que podem ser desenvolvidos a partir da biomassa. Diante de um futuro incerto, com a 

escassez de alimentos e energia e o aumento das mudanças climáticas, a biotecnologia 

microalgal tornou-se uma das alternativas para os problemas emergentes que são 

encontrados a cada dia (STEPHENS et al, 2013; SAIFULLAH et al, 2014).As 

microalgas são bem conhecidas por sua composição química única e seus efeitos 

específicos (DUONG et al, 2015). As microalgas são organismos microscópicos 

capazes de converter a energia solar em energia química através da fotossíntese 

(SHALABY et al, 2010). O sequestro de carbono por microalgas está sendo 

considerada uma alternativa promissora na mitigação dos gases causadores do efeito 

estufa, pois estes organismos possuem uma alta eficiência fotossintética, estima-se que 

para produzir 1 Kg de biomassas, as microalgas fixam cerca de 1,83 Kg de CO2. Por 
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esta alta eficiência a biomassa de microalgas vem sendo reconhecida como uma fonte 

promissora na produção de biocombustíveis (JIANG et al, 2013., CHEAH et al, 2015).  

Diante de mudanças ambientais muitas espécies diferentes de microalgas 

surgiram de possíveis adaptações tais como as algas verdes que obtêm sua pigmentação 

a partir da clorofila a e b, bem como outros pigmentos, incluindo o β-caroteno e 

xantofilas. Já as algas vermelhas são 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 

regiões com condições climáticas severas onde outras culturas não podem ser 

cultivadas, como áreas desertas e costeiras e a biomassa obtida para aplicações 

biotecnológicas (FORJÁN et al, 2015). 

As microalgas, em sua diversidade, são organismos muito flexíveis quanto ao 

habitat, sendo encontradas tanto em ambientes úmidos terrestres, quanto em ambientes 

aquáticos de água doce, salobra e salgada (MOAZAMI et al, 2011). O alto potencial das 

microalgas é devido à sua alta imagem fotossintética eficiência, alta taxa de crescimento 

e consumo de CO2 com a produção concomitante de O2. Elas não possuem nenhuma 

necessidade de terras aráveis ou água potável (GOUVEIA, 2011). A compreensão da 

ecofisiologiamicroalgal é importante para a compreensão do destino do fito plâncton 

nos ecossistemas naturais, mas também para aperfeiçoar a produção de biomassa 

microalgal em grandes escalas com aplicações na indústria de aquicultura, bioenergia e 

cosmética, dentre outras (MILLEDGE, 2011). Nas últimas décadas o uso de microalgas 

fotossintetizantes tem sido investigado no tratamento de efluentes devido à alta 

capacidade de remoção dos compostos orgânicos com vantagens econômicas, pelo 

potencial de produção de biomassa com elevado valor agregado e interesse comercial 

(MATOS et al, 2015). 

As microalgas do gênero Chlorella, foram identificadas pela primeira vez pelo 

pesquisador holandês Martinus Willem Beijerinck em 1890 como sendo a primeira 

microalga com um núcleo definido em um lago nos arredores da cidade de Delft na 

Holanda. Em seu artigo, ele descreve que as águas 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 o 

sufixo latino ella que se refere ao seu tamanho microscópico (SAFI et al, 2014). 

Fernandes et al (2014), ao avaliarem o efeito de extratos de diversas plantas, ricos em 
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compostos fenólicos, no crescimento de Chlorella vulgaris, verificaram que em função 

da concentração testada ocorria inibição ou estímulo do crescimento desta microalga.  

Muitas algas como Botryococcus, Chlorella, Dunaliella, Haematococcus são 

cultivadas para a produção de proteínas, astaxantina, β-caroteno, glicerol, combustíveis 

líquidos, formulações farmacêuticas, bem como produtos de química fina (SHALABY, 

2011). Entre estas, as do gênero Dunaliella, especialmente Dunaliella salina e D. 

tertiolecta, são as microalgas mais estudadas para a obtenção de biomassa 

(FRANCAVILLA et al, 2010). De acordo com El-Sheekhet al(2011), observaram a 

degradação de alguns compostos fenólicos pela C. vulgaris, confirmando a capacidade 

que algumas algas apresentam de oxidar compostos fenólicos. Alguns microrganismos 

fotossintéticos como microalgas foram consideradas como estirpes robustas e 

reprodutíveis para diferentes meios de produção de antioxidantes e fenólicos. Graças 

aos seus ácidos graxos poli saturados altos, ficosteróis, poli sacarídeos, pigmentos e 

compostos fenólicos (CUELLAR-BERMUDEZ et al, 2015; GHASEMI et al, 2011). 

As microalgas contêm 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 químicos têm uma 

ampla gama de atividades biológicas e estruturas químicas, que afetam muitos 

processos bioquímicos dentro da célula. Tais produtos químicos estão presumivelmente 

relacionados à regulação e sucessão de populações de algas e bactérias (SHALABY et 

al, 2010). A pesquisa biotecnológica de remediação de efluentes propõe que consórcios 

microbianos formados por microrganismos heterótrofos degradadores da matéria 

orgânica do efluente e liberadores de CO2 e elementos minerais, atuam sinergicamente 

com as microalgas fotossintéticas para favorecer o crescimento microalgal, que por sua 

vez produzem oxigênio para os microrganismos (KOUZUMA & WATANABE, 2015). 

As microalgas contêm múltiplas vias metabólicas para diferentes condições de 

crescimento tais como fototrófico, mixotrófico e heterotrófico. A via metabólica da 

condição heterotrófica envolve três passos principais, a absorção, assimilação, a 

ativação e transformação, e armazenamento ou utilização de metabólitos (MORALES-

SÁNCHEZ et al, 2015). Os organismos fotossintetizantes têm a capacidade de separar, 

capturar e liberar elétrons durante o fluxo das reações em cadeia, por isto é possível 

utilizar o metabolismo fotossintético para capturar a luz solar e transformar em 

bioeletricidade (EL MEKAWYA et al 2014). 
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Diante disso, algumas microalgas como a Chlorella vulgaris, Haematococcus 

pluvialis, Diacronema vlkianum e Isochrysis galbana são algumas das algas mais 

interessantes com potenciais propriedades bioativos (BATISTA et al, 2013).As espécies 

do gênero Chlorella são tipicamente esféricas, pequenas com diâmetro que varia de 2 a 

10 µm e esféricas, não móveis, unicelulares com um único cloroplasto e parede celular 

hemicelulósica rígida (SAFI et al, 2014). Segundo Shalaby et al (2011), existem mais 

de 40 espécies diferentes de Nostocales, e a maioria das quais são Anabaenae Nostoc 

spp. Desta forma, será necessária uma caracterização físico-química detalhada das 

microalgas, isto é um estágio essencial que permitirá determinar quais algas são mais 

adequadas para diferentes aplicações e propósitos (BATISTA et al, 2013). 

As espécies Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis são usadas como 

fonte de pigmentos e antioxidantes, como os carotenoides astaxantina, cantaxantina e 

betacaroteno, cujo valor de mercado pode atingir US$ 8 mil por quilo. Ácidos graxos 

poli-insaturados ômega-3 e ômega-6, tais como EPA (ácido eicosapentaenoico) e DHA 

(ácido docosaexaenoico), também são produzidos a partir de microalgas e compõem 

formulações nutricionais infantis, bebidas e suplementos dietéticos. O mercado atual 

para esses produtos é avaliado em cerca de US$ 6,25 bilhões. Em um horizonte de 

médio e longo prazo, modelo semelhante poderia ser estabelecido para a produção em 

larga escala de microalgas, como Chlorella, visando à obtenção simultânea de produtos 

como betacaroteno, ração animal e biocombustível (EMBRAPA, 2016). Como do ponto 

de vista econômico é inviável empregar sílica gel para despigmentar biodieseis de 

microalgas, soluções alternativas devem ser implementadas, como a adsorção dos 

pigmentos em carvão ativo que já tem demonstrado bons resultados (CAVALCANTI, 

2014). 

3.1.1. Aplicações das microalgas 

Dentre as microalgas mais amplamente conhecidas encontram-se as fontes 

significativas de biocombustíveis sustentáveis, as quais no futuro podem servir de 

energias renováveis (QUEIROZ et al, 2013). O ponto de partida para a seleção de algas 

e de produção de biodiesel de algas é considerado fundamentalmente importante. 

Devido ao rápido crescimento, facilidade de cultivo, alto conteúdo lipídico e excelente 

produtividade lipídica. A Chlorella foi considerada o gênero mais promissor dentre os 

precursores de biodiesel (LIU e CHEN, 2014; SUN et al, 2015). As microalgas 

marinhas também estão despertando interesse em outros campos, como a produção de 

biodiesel que poderia reduzir vários custos com as microalgas simbióticas, como 
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Symbiodinium spp. que são usados (BEETUL et al, 2014). Tendo em vista a redução do 

custo de produção de algas marinhas, os subprodutos da produção de biomassa de 

microalgas, como proteínas, alginatos e os compostos fenólicos devem ser considerados 

parte integrante da comercialização para aumentar o valor econômico do processo de 

produção de biocombustíveis de algas marinhas (WANG, 2015). 

A escolha do máximo de estirpe de algas marinhas apropriada é uma opção que 

pode ser acoplada à engenharia genética e comercialização de subprodutos para 

aumentar o valor econômico da produção de algas marinhas nos processos de indução 

(CHISTI, 2013). Entretanto, apenas algumas espécies algas marinhas conseguiram 

chegar ao nível demercado industrial e comercial. Enquanto muitas outras ainda 

permanecem largamente inexploradas comuma aparente falta de utilidade como 

ingrediente ativo primário (WANG, 2015). Além disso, o estudo de compostos 

bioativos naturais obtidos de organismos marinhos é um campo relativamente novo de 

pesquisa com enorme potencial científico (MEHADI et al, 2015; CAKMAK et al, 

2014). 

Diante das várias aplicabilidades das microalgas, elas também podem ser 

usadasnas águas residuais de tratamento e mitigação de CO2. Este tratamento nessas 

águas visa reduzir o impacto ambiental e os custos em uma indústria poluente 

(GOUVEIA, 2012). Segundo Sydney et al (2010), relataram que a microalga 

Botryococcus braunii de água doce apresentou a maior taxa de fixação de CO2 do que a 

Dunaliella tertiolecta. Além de elas produzirem compostos de diferente natureza 

química (MENETREZ, 2012). As microalgas são microrganismos metabolicamente 

versáteis, uma vez que podem utilizar até três metabolismos paralelos para a obtenção 

de energia. Esses metabolismos compreendem a fotossíntese, a respiração e a fixação de 

nitrogênio, o que determina vantagens para uso no tratamento secundário e terciário de 

águas residuárias (QUEIROZ et al, 2013). As microalgas além do tratamento de águas 

residuárias, elas conseguem elevadas eficiências de remoção de fósforo, que atingem 

valores na ordem de 100% (QUEIROZ et al, 2013; VIEIRA et al, 2012b). E também se 

deve considerar a possibilidade da remoção simultânea de material orgânico e 

nitrogênio das águas residuárias, em uma única etapa (JACOB-LOPES et al, 2013).As 

microalgas têm sido utilizadas há milhares de anos pelas populações indígenas 

(BLACKBURN e VOLKMAN, 2012).  

Alguns esforços estão agora sendo focados na identificação dos compostos 

diretamente responsáveis pela capacidade antimicrobiana de macro e microalgas, 
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levando em conta que este é um campo de estudo relativamente inexplorado 

(SANMUKH et al, 2014).O ácido gálico apresenta atividade antibacteriana, antiviral, 

bem como atividade analgésica e anti-apoptótica (BELUR, 2011).Tanto o neofitadieno 

como o fitol é composto que já foram identificados em Scenedesmus sp. utilizando a 

mesma técnica cromatográfica. O composto fitol apresenta atividade antimicrobiana 

(KIM et al, 2014; MORAIS et al, 2015). Sendo considerado um potente inibidor 

enzimático 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 Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação 

(2012), entre os vários campos de pesquisa em que aparecem macro e microalgas, a 

gastronomia e a tecnologia alimentar são duas das áreas mais importantes. Novas 

tendências em culinária são enfatizando o uso de algas como ingredientes saudáveis, 

saborosos e coloridos para acompanhar o máximo de pratos inovadores. A adição de 

biomassa de microalgas a produtos alimentares é uma ferramenta interessante para 

fornecer suplementos nutricionais com compostos biologicamente ativos tais exemplos, 

antioxidantes, ácidos graxos poli-insaturados. Além dos altos teores de proteínas e 

carboidratos. Consequentemente, a seleção de espécies de microalgas com perfis 

nutricionais equilibrados é fundamental para o sucesso do desenvolvimento de novos 

alimentos. O uso de algas para a produção de proteínas tem vários benefícios sobre o 

uso tradicional de culturas de proteínas elevadas em termos de produtividade e valor 

nutricional. As algas e as microalgas têm maior rendimento de proteína por unidade de 

área (2,5-7,5 toneladas / hectare/ ano e 4-15 toneladas / hectare / ano, respectivamente) 

em comparação 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 aplicações da biomassa de microalgas foi na aquicultura 

(MILLEDGE, 2011). Na aquicultura de alimentos, suplementos de algas também estão 

sendo usados, com boas perspectivas (YAAKOB et al, 2014). A introdução de 

microalgas na alimentação animal tem sido uma realidade desde os anos 70, e é uma 

boa maneira para melhorar a saúde animal e a subsequente dos produtos derivados da 

carne. (YAAKOB et al, 2014). A composição 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 proteínas variam de 

http://www.fao.org/brasil/pt/
http://www.fao.org/brasil/pt/
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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 primárias dos gêneros utilizados como alimentos 

são 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 são de dois gêneros: Chlorella e Schizochytrium. O 

cultivo delas é do tipo heterotrófico, ou seja, não realizam fotossíntese, mas recebem 

alimento para crescer, em fotobiorreatores, com condições controladas. No Brasil, o 

produto foi introduzido há quase dois anos pela All Tech, primeiramente no mercado 

pet. Rica em Ômega 3, a ração atrai pessoas que buscam para animais de estimação os 

mesmos benefícios que o composto proporciona à saúde humana. O produto também já 

está sendo inserido na criação comercial de animais, começando pela piscicultura. 

Estudos mostram que introduzir rações à base de microalgas na dieta dos animais 

promove o fortalecimento dos ossos e do sistema imunológico (EMBRAPA, 2016). 

              Há preocupações crescentes com a segurança 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 formulações de alimentos para vários fins. 

Produtos de carne, lácteos e panificação são alguns dos exemplos mais conhecidos de 

produtos inovadores que incluem esses ingredientes biologicamente sustentáveis. Na 

Europa, durante muito tempo o interesse pelas algas tem focado na extração de 

phycocolloides com propriedades de gelificação, espessamento e estabilização para uso 

em muitas aplicações na indústria de alimentos (ENZING et al, 2014). De acordo com 

Zahroojian et al (2011),observaram que a utilização de microalgas existe em uma 

variedade de alimentos inclusive que a suplementação dietética de 2,5% com base na 

alimentação. A inclusão 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 (KOTRBÁČEK et al, 2013). 

Embora as microalgas comestíveis tenham sido obtidas de espécies mesofílicas 

marinhas ou de água doce, algumas tentativas foram feitas para introduzir a produção de 

microalgas extremofílicas, incluindo espécies de Dunaliella e Galdieria (VARSHNEY 

et al, 2015; GRAZIANI et al, 2013). 
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3.1.2. Compostos antioxidantes produzidos por microalgas 

A biodiversidade e adequação de microalgas para o cultivo de biomassa em 

fotobiorreatores de sistemas fechados tem promovido o desenvolvimento de sua 

biorrefinaria para produção de compostos de alto valor como carotenoides, ácidos 

graxosácidos poli-insaturados, antioxidantes e produtos farmacêuticos (ZHU 2015; 

CUELLAR-BERMUDEZ et al, 2015).Os antioxidantes agem para proteger o corpo 

humano contra danos causados por espécies reativas de oxigênio (ROS), que podem 

levar a distúrbios de saúde como câncer, diabetes mellitus, doenças neurodegenerativas 

e doenças inflamatórias com lesões graves nos tecidos (RANI et al, 2013).Segundo 

Gouveia (2012), as microalgas conseguem produzir compostos como ácidos graxos 

poli-insaturados, carotenoides, proteínas, antioxidantes e bioativos em geral, para 

aplicação nas indústrias alimentícias, cosméticas e médicas. Estes possíveis produtos 

são bem citados e, consequentemente, poderia transformar o processo economicamente 

factível. As microalgas são fontes interessantes de carotenoides e lipídios devido às suas 

características de cultivo, como boa adaptação a mudanças nas condições ambientais e o 

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

A substância principal encontrada em Chlorella que é benéfica para a saúde 

humana é o β-1,3-glucano, que é um imunossimilante ativo, eliminador de radicais 

livres e redutores de lipídios no sangue (YAAKOB et al, 2014). Pelo menos três 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 importância, com alto valor comercial e funções fisiológicas 

importantes, devido a suas propriedades antioxidantes, corante e provitaminica 

(MINHAS et al, 2016).Os compostos químicos que são formados, degradados ou 

transformados recebem o nome de metabólitos. Nesses compostos encontram-se 

substâncias cuja produção e acumulação estão restritas a um número limitado de 

organismos, sendo a bioquímica e o metabolismo específico, características únicas, 

funcionando como elementos de diferenciação e especialização. A todo este conjunto 

metabólico descrito costuma-se definir como metabolismo secundário (SIMÕES et al, 

2010). As microalgas Anabaenae Nostoc sp. produzem mais de 120 produtos naturais  

como metabolitos secundários com atividades como anti-HIV, anticancerígenos, 

antifúngicos, antimaláricos e antimicrobianos (SHALABY et al, 2011). 

 Microalgas verdes, como Chlorellas, são consideradas uma boa fonte de 

luteína, alfa-caroteno, zeaxantina e violaxantina (AHMED et al, 2014). As algas são 
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ricas em polissacarídeos, vitaminas, minerais e substâncias bioativos como poli fenóis, 

proteínas, lipídios e carotenoides que possuem antioxidante, antibacteriano, antiviral e 

outras funções benéficas (NGO et al, 2011). A biomassa de Chlorella vulgaris, uma das 

espécies mais utilizadas de microalgas, empregada como suplemento alimentar contém 

28,0% de proteína, 49,5% de carboidrato, 17,5% de lipídios e 4,5% de ácidos nucleicos 

(COLLET et al, 2011).Várias espécies de Chlorellas foram propostas para produzir 

outros componentes que os lipídios, incluindo, mas não restrito as proteínas, a luteína e 

astaxantina (LIU e CHEN, 2014; LIU et al, 2014a). No entanto, a proteína e a luteína, 

são carotenoides de metabólitos primários, estes se correlacionam inversamente com a 

acumulação de lipídios de armazenamento (GUCCIONE et al, 2014; SUN et al, 2015) 

impedindo assim a produção integrada em grande medida. Em contraste, a astaxantina é 

um carotenoide secundário e tende a se acumular em Chlorella zofingiensis sob 

condições de estresse como irradiância de luz elevada e privação de nitrogênio (LIU et 

al, 2010a, 2014b). Essas condições de estresse também são os gatilhos típicos do 

armazenamento de lipídios, especialmente triacilglicerol, um precursor ideal para fazer 

biodiesel (LIU et al, 2012a; SUN et al, 2015). 

Já o gênero Dunaliella é conhecido por ter grandes quantidades de carotenos 

pró-vitamina A (TANG e SUTER, 2011). No entanto, D. tertiolecta demonstrou ser 

mais rica em xantofilas, principalmente luteína (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 condições de estresse de nutrientes (HAN et al, 2013). A 

Dunaliella salina pode produzir até 14 % de β-caroteno em relação ao seu peso seco em 

condições de elevada salinidade, luz, temperatura e poucos nutrientes (FRANCAVILLA 

et al, 2010). Já em relação aos compostos antimicrobianos nas algas são principalmente 

poli fenóis e polissacarídeos 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 

proteínas (44,60% de peso seco) e fibra dietética (15,73%) e possui um teor moderado 

de carboidratos (24,8%) e um baixo teor de lipídios (5,4%) em que os ácidos graxos 

poli-insaturados representam 65% do ácido gordo total. E os ácidos nucleicos estão 

presentes em 4,8% (NAVARRO et al, 2016). 

3.2. ANTIOXIDANTES 

Uma grande variedade de compostos antioxidantes, endógenos ou provenientes 

da dieta, compõe um sistema eficiente e complexo na defesa do organismo à ação 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, 

metaloproteínas, enzimas (SOD-superóxido Dismutase) e polifenóis. Este sistema é 

composto por macromoléculas e moléculas de baixo peso molecular, elementos 

enzimáticos e não enzimáticos que atuam simultaneamente em prol da homeostase do 

balanço oxidativo (SHA LI et al, 2013).O termo polifenólico tem um significado amplo, 

composto por 8000 compostos diferentes com diferentes estruturas moleculares 

(SAFAFAR et al, 2015), devido à sua capacidade de transferir um átomo de átomos ou 

um átomo de hidrogênio para produzir um metabolito mais estável, eles servem como 

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

              Dentre os antioxidantes existem 3 grupos principais de pigmentos, as clorofilas 

lipofílicas, os carotenoides e as ficobilinas hidrofílicas. Os carotenoides podem ser 

encontrados na sua forma livre ou esterificados com uma variedade de ácidos graxos 

orgânicos como palmítico, linoleico, esteárico, etc. Estes são as formas mais estáveis, 

uma vez não são sujeitas a oxidação. Contudo, eles também são menos biodisponíveis, 

pois não são 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).Os carotenoides podem ser divididos em dois grupos 

sendo os carotenos e oxicototenoides ou xantofilas. Os carotenos são exclusivamente 

constituídos de hidrocarbonetos, enquanto as xantofilas são derivadas de carotenos 

contendo vários átomos de oxigênios (AMAYA et al, 2014).Também conhecido como 

oxicototenoides, esse grupo é essencialmente derivado da estrutura dos países de 

hidrocarboneto de caroteno, onde 1 a 4 contendo oxigênio grupos funcionais tais como 

hidroxilos (-OH), cetonas (= O), ou carbóxilos (-COOH). Esses grupos funcionais são 

adicionados a uma ou a ambas as extremidades da molécula. No geral a fórmula 

química da xantofilina é C40H56O14 (AMAYA et al, 2014). 

A presença dos grupos oxigenados torna estes carotenoides mais solúveis em 

água do que caroteno. Alguns dos carotenoides neste grupo são: luteína, astaxantina, 

cantaxantina, capsantina, citranaxantina e éster etílico do ácido β-apo-8'-carotenoico. 

Sua estrutura molecular é composta exclusivamente de carbono e hidrogênio formando 

uma cadeia poli-insaturada com a fórmula química C40H56. Há uma variedade de 

carotenos que ocorrem na natureza, embora aqueles relevantes para a alimentação 

animal sejam principalmente β-caroteno e licopeno. O β-caroteno exibe a atividade de 

referência pró-vitamina A entre carotenoides (AMAYA et al, 2014). A biomassa de C. 
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onubensis é particularmente rica em luteína e β-caroteno, que possuem altas atividades 

antioxidantes e são consideradas muito úteis como fonte de nutracêuticos (VAQUERO 

et al, 2014). 

3.3. CONDIÇÕES DE CULTIVO PARA A PRODUÇÃO DE ANTIOXIDANTES 

POR MICROALGAS 

Os microrganismos requerem condições de cultivo adequadas para crescer, 

com melhores condições de cultivo maior é a taxa de crescimento e produtividade 

(FERNANDEZ et al, 2013). As microalgas de uma mesma espécie possuem diferentes 

quantidades de proteínas, carboidratos e lipídeos, quando cultivadas em meios com 

diferentes quantidades de nutrientes (PROCHÁZKOVÁ et al, 2014). Ramirez et al 

(2014) investigaram o crescimento de microalgas em vinhaça e concluiu que o aumento 

da intensidade da luz contribuiu positivamente para a produção de biomassa, mas com o 

aumento da concentração de vinhaça a produção de biomassa diminuiu. De acordo com 

Wahidin et al (2013)  dizem que não somente as questões de intensidade de luz para o 

crescimento de microalgas, mas qualidade/fonte de luz também podem ser 

importantes.As lâmpadas fluorescentes podem obscurecer as bandas de absorção de 

pigmentos de clorofila, contudo esse efeito não ocorre com iluminação LED 

(YOSHIOKA et al, 2012; ATTA, 2013).  

Às vezes é necessário um fator de estresse para aumentar a produção de 

compostos como lipídios ou carotenoides, no entanto, esse estresse pode afetar o 

crescimento da cepa. Para contornar esse problema, cultivo em dois estágios tem sido 

realizado como estratégia para obtenção de maiores teores de lipídios e carotenoides, 

onde em um primeiro momento é priorizado a produção de biomassa utilizando meio de 

cultivo com nitrogênio. Em um segundo momento é reduzido ou retirado o nitrogênio 

do meio de cultura para estimular a produção de lipídios e /ou carotenoides (MARKOU 

et al, 2013; MINHAS et al, 2016). A deficiência do nitrogênio no meio de cultura faz 

com que ocorra maior acúmulo de substâncias de reserva como lipídios, carotenoides ou 

carboidratos dependendo da espécie ou cepa. Um crescimento balanceado e acelerado 

de biomassa não favorece o armazenamento de lipídios e carotenoides, que tendem a se 

acumular mais em condição de carência de alguns nutrientes (MINHAS et al, 2016). 

Diante da exposição das microalgas sob estresse é necessário prevenir ou reduzir a 

mortalidade celular causada por alta luz e a privação de nutrientes, e a concentração 

inicial da célula na cultura deve ser otimizado (WANG et al, 2013). 
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Estudos têm demonstrado diversas estratégias para aumentar o teor de lipídios 

em microalgas, particularmente sob condições de estresse ou de privação de nutrientes. 

A redução ou privação total da fonte de nitrogênio no meio de cultura tem sido uma 

estratégia bastante utilizada, entretanto, dependendo da espécie pode ocorrer o aumento 

de carboidratos em vez de lipídios (LI et al, 2015). De acordo com Abreu et al (2012), 

falam que a Chlorella acumula mais carboidratos em condições metabólicas 

mixótroficas. A presença da glicose no meio de cultivo promove alterações na 

composição enzimática 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 químicos sejam sintetizados sob condições de estresse, baixa taxa de 

crescimento e liberados em concentrações 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
-

1
.dia

-1
 em cultivo autotrófico e de 89,4 ± 2,9 mg.L

-1
.dia

-1
, em cultivo mixotrófico. 

As microalgas têm uma diversidade taxonômica e a possibilidade de crescer e 

colhê-los sob diferentes padrões ambientais. Esses organismos fotossintéticos aquáticos 

são particularmente atraentes como biorreatores. Além que podem ser enriquecidos em 

alguns compostos bioativos específicos após a exposição a estresses abióticos 

(COESEL et al, 2008). Os compostos bioativos das microalgas, como lipídios, amido, 

proteínas ou carotenoides, dependendo da espécie, são acumulados sob condições de 

estresse. Além disso, incluindo a privação de nutrientes, pH, intensidade da luz, 

temperatura e salinidade (DUONG et al, 2015). Muitos genes responsáveis para 

produção de carotenoides, particularmente biossíntese de astaxantina foram clonados e 

caracterizados em Haematococcus pluvialis e Chlorellas zofingiensis. As microalgas 

proporcionaram as oportunidades para estudar as vias e a regulação da biossíntese de 

carotenoides. Esta revisão resume a biologia celular, características fisiológicas e 

bioquímicas de Haematococcus pluvialis e Chlorellas zofingiensis, com ênfase em 

recentes progressos nos caminhos. Além do importante papel fisiológico de síntese de 

astaxantina sob estresse (HAN et al, 2013). A maior produtividade de astaxantina de 

17,5 mg.L
-1

.d
-1

 foi obtida no estágio vermelho onde uma densidade de biomassa inicial 

ideal de 0,8 g.L
-1

.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 condições estressantes usando a excitação de dois fótons fornecida pelo laser 
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gerado pulsos na faixa de segundos e uma configuração de microscópio Leica. Alguns 

trabalhos buscamfornecer a primeira evidência do uso de H2 para a produção com 

microalgas verdes sob a luz solar e demonstrou que a produção de H2 com C. 

reinhardtii sob a luz natural é possível desde que as culturas sejam anteriormente 

aclimatadas (SCOMA et al, 2012).Estudo comprova que a substância O2 é convertida 

em biomassa de microalgas, que pode ser usado para produzir produtos comercialmente 

valiosos. A mitigação de CO2 por microalgas é considerada mais ecológica e sustentável 

do que a remoção química /física de CO2 (ZHANG, 2015). 

Em condições de estresse o teor de lipídios aumenta bastante sob a inanição de 

nutrientes (nitrogênio, fósforo, enxofre e silício), mudança de temperatura, salinidade, 

pH, estresse em metais pesados (cádmio, ferro, cobre e zinco) e irradiação 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 redução na composição 

de carotenoides foi relatada quando a concentração de ferro diminuiu (JUNEJA et al, 

2013). De acordo com Krimpen et al (2013), em condições extremas as algas marinhas 

não exigem que a terra  seja doce ou cultivável para que cresça, maximizando recursos 

que podem ser usados para produção de alimentos adicionais ou outros cultivos 

comerciais. No caso da C. onubensis como o habitat natural suporta alta irradiação e 

condições oxidativas, parâmetros físico-químicos e nutricionais podem ser 

adequadamente fixados para produzir biomassa com alto teor de carotenoide 

principalmente luteína e ácidos graxos poli-insaturados (RUÍZ-DOMÍNGUEZ et al, 

2015). 

3.4. EXTRAÇÃO, RECUPERAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE COMPOSTOS 

ANTIOXIDANTES 

O pré-tratamento é necessário para modificar a estrutura da biomassa 

celulósica, e tornar mais acessíveis as enzimas, o carboidrato que será transformado em 

açúcares fermentáveis (BENSAH; MENSAH, 2013). Quando a matriz submetida à 

bioprospecção é completamente desconhecida, todos os extratos poderiam ser de 

potencial interesse químico ou biológico. Com base nesta afirmação, técnicas 

convencionais de extração líquida sólida compreendendo a extração aquosa seguida por 

mais extrações com solventes de polaridade crescente (como n-hexano, metanol, acetato 

de etilo e diclorometano) poderia representar a solução (BRUSOTTI et al, 2014). 

Existem os chamados métodos ''isentos de solventes’’, no entanto, geralmente são 
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usados em combinação com um solvente para aumentar a eficiência de extração. Em 

particular, observou-se a sonicação para permitir uma maior penetração de solvente em 

biomassa direcionada, produzindo cavitações acústicas no solvente pela passagem de 

ondas ultrassônicas (KONG et al, 2014). 

Uma grande parte dos estudos focados em prospecção de algas tratadas é 

relacionada à investigação de composição de lipídios. Vários desses estudos focaram 

principalmente na utilização de lipídios como fonte de produção de biocombustíveis 

(RATHA e PRASANNA, 2012). Neste caso, os autores geralmente não estavam 

interessados no conhecimento detalhado sobre a composição lipídica, mas apenas a 

extração quantitativa seguida de determinação gravimétrica (ARAUJO et al, 2011).  

Além da extração dos lipídios, as proteínas de algas são convencionalmente extraídas 

por meio de métodos aquosos, ácidos e alcalinos, seguidos por várias rodadas de 

centrifugação e recuperação usando técnicas como ultrafiltração, precipitação, ou 

cromatografia (KADAM et al, 2016). 

De acordo com Araújo et al (2013),compararam diferentes métodos de 

extração de solvente com a assistência de ondas de ultrassom. A maior extração de 

lipídios de C. vulgaris foi alcançada quando o método de Bligh e Dyer (clorofórmio / 

metanol) foi aplicado em conjunto com 29,7 W/L intensidade ultrassônica. Em relação o 

efeito do pH na extração de proteína de Nannochloropsis sp. a microalga foi mais 

notável, um aumento no pH de 8,5 para 11 resultou em o dobro da quantidade de 

proteínas extraídas quando assistido por ultrassom (PARNIAKOV et al, 2015b).Os 

métodos convencionais de extração de proteínas são demorados e requer grande 

quantidade de solventes e a eficiência da extração é limitada. Um dos fatores mais 

importantes que influenciam o isolamento e a extração de proteínas de algas marinhas é 

a matriz de algas complexas que supõe uma barreira física (HARNEDY e 

FITZGERALD, 2013). 

Algumas técnicas são usadas na extração de proteínas, dentre elas as 

tecnologias de membrana podem atuar como um método alternativo para enriquecer 

proteínas de algas quando usado em conjunto com uma técnica de interrupção celular, 

como a hidrólise de polissacaridase, UAE ou PEF. A ruptura da parede celular resistente 

é um passo crítico necessário para aumentar a disponibilidade de extração de proteínas 

de algas (BARBA et al, 2015). De acordo com estudos de Keris-Senet al (2014), 

relataram que o ultrassom com uma intensidade de potência de 0,4 kWh/L produziu as 

melhores concentrações de proteínas a partir de microalgas de tratamento de águas 
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residuais da ordem Chlorococcales da classe Chlorophyceae como por exemplo,  a 

Scenedesmus sp. Segundo Custódio et al (2014), o extrato de acetona foi o que teve 

maior atividade antioxidante  nos resultados obtidos neste estudo, devido os compostos 

com atividade antioxidante presentes em Scenedesmus sp. parecem ser essencialmente 

de polaridade média. 

Além da extração, existe uma preocupação em recuperar estes antioxidantes, 

por isso vários métodos foram utilizados para recuperar compostos bioativos de 

microalgas.Um exemplo é o Pressionar Expeller ou pressionar o óleo é um dos métodos 

mais simples e mais antigos utilizados para extrair o óleo das sementes e a recuperação 

do mesmo. Este método também foi aplicado para biomassa de algas. Esta técnica 

consiste em aplicar alta pressão mecânica para quebrar as células e espremer o óleo da 

biomassa. No entanto, esta técnica possui várias desvantagens, incluindo geração de 

calor e problemas de engasgamento que irão diminuir a recuperação de lipídios 

(RAMESH, 2013). 

Outro método mecânico interessante é o chamado bead-beating que também foi 

aplicado. Esta abordagem consiste em danos diretos às células causadas pela rotação de 

alta velocidade da pasta de biomassa com grânulos finos. Várias pontas são usadas para 

diferentes tipos de células. O diâmetro da ponta ideal para células de microalgas é de 

0,5 mm. A desidratação de biomassa de algas é desnecessária, contrariamente ao 

método de pressão expelível, o que reduz os custos de processamento. Contudo, o uso 

de bead-beating pode ser difícil de dimensionar e requer o uso de um revestimento de 

refrigeração para evitar a degradação do produto final devido à geração de calor pelo 

agitador rotativo dentro do recipiente de cultura (RANJITH KUMARAND et al, 2015). 

3.5. QUANTIFICAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

Vários métodos são utilizados para determinar a atividade antioxidante em 

extratos e substâncias isoladas. Um dos mais usados consiste em avaliar a atividade 

sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila-DPPH* de coloração púrpura 

que absorve a 515 nm (ROGINSKY e LISSI, 2005). Por ação de um antioxidante ou 

uma espécie radicalar (R*), o DPPH é reduzido formando 2,2-difenilpicril-hidrazina 

(DPPH-H), de coloração amarela, com consequente desaparecimento da banda de 

absorção, sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da absorbância (MOLYNEUX, 

2004; RAMADAN, 2010). 
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            A porcentagem de atividade antioxidante (% AA) corresponde à quantidade de 

DDPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante 

necessária para decrescer a concentração inicial de DPPH em 50% é denominada 

concentração eficiente (CE50), também chamada de concentração inibitória (CI50). 

Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor será a sua CE50 e maior a 

sua atividade antioxidante (BRAND-WILLIAMS et al,1995; SÁNCHEZ-MORENO 

et al, 1998). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DAS MICROALGAS 

               As fontes naturais para o isolamento foram coletadas de uma amostra de 

efluentes sanitários do reator anaeróbio da Estação de Tratamento Sanitário da 

Universidade Federal de Sergipe (UFS). O experimento do isolamento descrito será 

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 KH2PO4 e 

NaNO3.  

               A amostra enriquecida foi purificada por diluição em série de 1 mL do efluente 

(fator de diluição de 1/10) para cada solução diluída que foi preparada, pegou1 mL e foi 

inoculada numa placa Petri (SOUZA et al, 2017). As colônias de microalgas foram 

selecionadas e inoculadas nas placas. Posteriormente as microalgas isoladas foram 

cultivadas no meio WC a partir daí foi mantida em alimentação a microalga com o meio 

em questão (SOUZA et al, 2017). 

              Foram identificados dois tipos de microalgas uma Chlorella sp. no caso 

Chlorella vulgaris e uma diatomácea Navicula sp., dessa só foi identificada o gênero. O 

método de identificação foi baseado na observação da morfologia através da 

microscópica óptica das células utilizando o Método de Chaves (Souza, 2017). O 

método de chaves consegue identificar gêneros e espécies dos diversos tipos de 

microalgas existentes. Para o crescimento e a manutenção 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 

microscópico na Figura 1(A) e 1(B) respectivamente. 
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 Fonte: Souza et al (2017)  

4.2. SELEÇÃO DE MICROALGAS COM POTENCIAL PARA A PRODUÇÃO 

DE ANTIOXIDANTES 

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

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

extração de carotenoides propostos de acordo com a metodologia adaptada de 

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

de determinação de pigmentos.     

               Foram testados quatro meios através do estresse oxidativo das microalgas 

selecionadas no isolamento para a produção 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 adição 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 obtenção da maior quantidade de 

Carotenoides Totais a serem extraídos proporcionados pelo melhor meio estudado. A 

Tabela 1 apresenta a composição dos meios utilizados para a manutenção (meio WC), e 

crescimento das cepas para as microalgas Chlorella vulgaris e Navicula sp. 

 

 

 

 

 

Figura 1-Microscopia ótica da microalga isolada Chlorella vulgaris (A) e Navicula sp. (B) 

. 
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Tabela 1-Composição dos meios de manutenção e seleção das microalgas Chlorella vulgaris e 

Navicula sp. 

 

 

Composição  Meio WC Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4 

NaHCO3 

MgSO4 

CaCl2 

K2HPO4 

Na2SiO3NaNO3 

Solução  

de metais 

Massa de Tris 

NaCl 

 

FeSO4 

     2ml.L
-1 

     2ml.L
-1

 

     2ml.L
-1

 

2ml.L
-1 

 

     2ml.L
-1

 
 

     2ml.L
-1 

 

2 ml. L
-1 

 0,230g.L
-1 

 

 0,263g.L
-1 

 

 0,125g.L
-1

 

Sim
 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

 

Não 

 

     Não 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

 

Sim 

 

Não 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

 

Não 

 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

 

Não 

 

Não 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

 

Sim 

 

Sim 

 

4.3. ENSAIOS COM A MICROALGA Chlorella vulgaris 

O ensaio consistiu na preparação de 12 ensaios com diferentes proporções de 

concentrações de ferro e carbono que variaram de 0,48 a 1,43g.L
-1

 e 6,30 a 18,90g.L
-1

 

respectivamente. A Tabela 2 mostra os valores das concentrações para cada componente 

do meio usado para os 12 ensaios com a Chlorella vulgaris. A combinação e o valor 

para cada variável 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 Fracionário junto das variáveis 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 concentração de 0,008 g.mL
-1

. A modificação 

do meio WC foi à adição de diferentes proporções de ferro e bicarbonato de sódio nos 

ensaios de acordo com o Delineamento Fatorial Fracionário na Tabela 2.  

            As fontes de carbono e ferro utilizadas foram NAHCO3 e C6H5FeO7, 

respectivamente e a quantidade de luz variou de 100 a 300 µmol fótons m
-2

s
-1

.  Sendo 

que o restante da composição do meio WC não houve modificação 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 concentração celular, utilizando-se 
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uma correlação pré-determinada (curva-padrão) entre a massa da biomassa seca e a 

absorbância a 570 nm (BECKER, 1994; LOURENÇO, 2006). Esta correlação foi 

utilizada para encontrar o valor da produtividade em termos de biomassa para os 12 

ensaios realizados. A curva padrão que foi realizada da microalga Chlorella vulgaris 

através da Equação 1. A Tabela 2 mostra a composição e os componentes dos meios 

utilizados para produção de antioxidantes. 

Y=27,463x                                                                                                                    (1) 

 

      Tabela 2-Composição do meio utilizado para a produção de antioxidantes da microalga 

Chlorella vulgaris. 

Componentes Composição 

NaHCO3 

 

MgSO4 

CaCl2 

K2HPO4 

Na2SiO3 

 NaNO3 

Solução de 

metais 

Tris 

C6H5FeO7 

  6,30 -

18,90g.L
-1 

2ml.L
-1

 

2ml.L
-1

 

2ml.L
-1 

 

2ml.L
-1 

 

2ml.L
-1 

 

2ml.L
-1

 

 

   0,230g.L
-1 

 

0,48-1,43g.L
-1 

 

 

4.4. MÉTODO DE EXTRAÇÃO DE CAROTENOIDES NA Chlorella 

vulgaris 

                         A etapa de extração dos carotenoides seguiu a metodologia de acordo com 

Lichtenthaler e wellburn (1983), o qual compreende a determinação de pigmentos no 

meio. Antes das etapas do ensaio, a biomassa foi previamente preparada. Após o 

processo de produção de antioxidantes foram retirados os 12 ensaios e centrifugado para 

a obtenção da sua biomassa. Em seguida foram colocadas para secar em uma estufa a 

40°C e depois das biomassas secas foram maceradas até a obtenção de um aspecto 

uniforme.  

                     A Figura 2 mostra um esquema das etapas do método de determinação de 

pigmentos do ensaio realizado para a extração 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 

alumínio 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 extração no total depois foi centrifugado para obter o líquido sobrenadante e assim 

realizou as leituras das absorbâncias no espectrofotômetro UV da marca Biospectro nos 

comprimentos de onda necessários para o cálculo dos valores de Carotenoides Totais. A 

Figura 2 mostra um esquema das etapas do método de determinação de pigmentos. 

 

           +  

  

 

 

 

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

 

              A análise das amostras foi feita com a leitura em absorbância do sobrenadante 

em espectrofotômetro nos comprimentos de onda 470 nm, 653 nm, 666 nm e 750 nm. 

Com esses comprimentos de onda foram feitos os cálculos dos carotenoides totais de 

cada amostra com base a metodologia de Lichtenthaler e wellburn (1983) as seguintes 

Equações (2), (3) e (4). 

Chl a = 15,65 (A666 – A750) – 7,34 (A653 – A750)                                                   (2) 

 Chl b = 27,05 (A653 – A750) – 11,21 (A666 – A750)                                                (3) 

Carotenoides Totais (xant.+carot.) = 1.000(A470 – 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 correlação pré-determinada 

(curva-padrão) entre a massa da biomassa seca e a absorbância a 570 nm. Esta 

correlação foi utilizada para encontrar o valor da produtividade em termos de biomassa 

para os 12 ensaios realizados. A curva padrão que foi realizada da microalga Chlorella 

vulgaris através da Equação 1. No caso, a Massa Total de Carotenoides (MC) é o valor 

da biomassa pela multiplicação do seu volume do meio utilizado dividido pela sua 

Fração de Carotenoides. 

Centrifugação 

da biomassa 

 

 

da 

Revestido 

com papel 

alumínio 

5ml 

metanol 

Vortex 30 

segundos 
Aguardar10 

minutos 

Leitura da 

absorbância 

Biomassa 

seca 3mg 
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             A MC obtida no ensaio foi calculada a partir da Equação 5. O valor da biomassa 

representado pela letra (b) é multiplicado pelo volume total (Vt), no caso o volume do 

meio utilizado mais o inoculo da microalga de cada ensaio. 

MC= b x Vt                                                                                                                                                                              (5) 

             A expressão da Fração de Carotenoides (FC) foi encontrada em relação ao 

cálculo de Carotenoides Totais encontrados para cada amostra através da Equação 4 

dividido pela sua biomassa obtida dos ensaios. A partir disso, se pode calcular a 

Equação 6. Foi realizado este cálculo relacionado à FC para verificar se a produção de 

biomassa tinha relação direta com a produção de carotenoides. 

              A FC foi calculada em termos da Equação 6. Sendo que [C] é a concentração 

de Carotenoides Totais (mg /mL) encontrada em cada ensaio e [B] representa a 

concentração de biomassa (g.mL
-1

) no mesmo ensaio. 

FC= [C] / [B]                                                                                                             (6) 

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

(µg.g
-1

), os quais são apresentados na  Tabela 4. 

4.5. MÉTODO DE EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE ANTIOXIDANTES 

COM OS SOLVENTES DMSO E ÁGUA 

              O método de extração com DMSO (dimetil sulfóxido) foi realizado segundo a 

metodologia adaptada de Dantas et al (2015). A quantificação dos ensaios foi realizada 

em conjunto com a metodologia de extração dos carotenoides através do método do 

DMSO. Para a parte de quantificação dos ensaios foi seguido a metodologia de acordo 

com Brand-Willians et al (1995), utilizando a atividade antirradical que é definida como 

a quantidade de antioxidante necessário para diminuir a concentração inicial de DPPH 

nas amostras em 50%. Foi realizada também a extração com outro solvente nas 

amostras, no caso a água.  

             A massa utilizada para extração com os solventes DMSO e água foi adaptada 

utilizando 3mg em vez de 1 g como fez Dantas et al (2015). Desta forma, a quantidade 

de solvente utilizada também foi alterada para proporções da massa pesada. A análise 

das amostras foi feita no espectrofotômetro UV da marca Biospectro no comprimento 

de onda de 515nm. As amostras foram previamente preparadas antes da extração 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 

biodisponíveis para a extração 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/ água 

nas amostras. Logo após foi realizada a extração das mesmas de forma simples através 

do ultrassom por 30 min de sonicação e depois foi deixado na câmera de agitação por 2 

h. Em seguida foi realizada a centrifugação para a obtenção do líquido sobrenadante e 

adicionado em cada amostra um 1 mL da solução de DPPH mais metanol de 30 mg.mL
-

1
 para a quantificação 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 espectrofotômetro UV 

das amostras no tempo zero (amostra controle- solução de DPPH com metanol) e após 

20 min com as amostras extraídas e que foram adicionadas a solução de DPPH com 

metanol.  

             Antioxidantes primários, quando presentes em quantidades vestigiais, podem 

atrasar ou inibir a etapa de iniciação, reagindo com um radical lipídico ou inibindo a 

etapa de propagação por reagindo com radicais peroxila ou alcoxila (JADHAV et al, 

1996).Vários procedimentos químicos e físico-químicos são usados para monitorar 

processos de oxidação. Uma abordagem é examinar diretamente a produção de radicais 

livres e sua inibição por antioxidantes. Na abordagem mais comum, várias medições 

indiretas são usadas para avaliar a eficácia de um antioxidante na prevenção de danos 

oxidativos. Estes são baseados na medição do índice de inibição dos vários 

intermediários ou produtos finais da reação de oxidação (CANO et al, 1998). 

             O índice de inibição (IP) tem relação direta com a atividade antioxidante 

presente na amostra. Quanto maior é este índice isto quer dizer que sua amostra 

conseguiu inibir o processo de oxidação e há a presença de antioxidantes na mesma. A 

oxidação é inibida pela adição de um antioxidante e, portanto, uma redução na 

absorbância é observada (DU e BRAMLAGE, 1992). A atividade antioxidante pode ser 

calculada como percentagem de inibição de um ou mais dos produtos de oxidação 

secundários em relação a uma amostra de controle (FRANKEL et al, 1995). 

              O esquema da Figura 3 mostra as etapas do ensaio realizado para a extração e 

quantificação de antioxidantes com a microalga Chlorella vulgaris com método 

DMSO/água. Os valores obtidos foram utilizados para calcular o índice de inibição da 
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H2O (IPH2O) e o índice de inibição do DMSO (IPDMSO) das amostras, segundo a 

Equação7 (MOURE et al, 2001). 

IP= ((Absorbânciat=0-Absorbânciat=20)/Absorbância=0)x100                         (7) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Esquema das etapas do método de extração com os solventes DMSO e a água e 

quantificação das amostras 

4.6. ESTUDO DAS VARIÁVEIS NO PROCESSO DE PRODUÇÃO DE 

ANTIOXIDANTES 

             Com base nos resultados obtidos na seleção de microalgas com melhor 

potencial para a produção de antioxidantes, o meio selecionado foi avaliado quanto as 

variáveis que possivelmente influenciaram na produção dos antioxidantes. Desta forma, 

foi proposto um estudo das mesmas através de Delineamento Experimental. Foi 

realizado um Delineamento Fatorial 2
3 

para a determinação das variáveis com influência 

estatística significativa e a determinação das faixas ótimas de produção dos 

antioxidantes pela cepa de microalga selecionada. A tabela 3 exemplifica matriz do 

Delineamento Fatorial utilizado na preparação dos meios de produção de antioxidantes 

da microalga selecionada. 

 

Solvente 

DMSO/ água 

Extração da 

biomassa 

Câmera de 

agitação por 

2 horas 

Centrifugação 

Adicionado 1ml da 

solução DPPH+ 

metanol 

Leitura no 

espectrofotômetro 

(t=0 e t=20 minutos) 

Biomassa 

seca 3mg 
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Tabela 3-Matriz do Delineamento Fatorial 2
3
 com 4 pontos centrais para os meios de produção 

de antioxidantes da Chlorella vulgaris. 

Ensaios Luz (X1) Ferro (X2) Carbono (X3) 

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 concentrações utilizadas para as variáveis propostas. No 

caso o valor negativo representa a concentração de menor valor, o valor positivo indica 

a maior concentração da variável e o zero exemplifica o ponto central das amostras. A 

Tabela 4 mostra os valores reais de cada variável para correspondente com o valor 

codificado. 

Tabela 4- Valores reais das variáveis do Delineamento fatorial 2
3
 para os meios de produção de 

antioxidantes da Chlorella vulgaris. 

Valor codificado   -1 0 +1 

 Luz (µmol.Fótons.
2
s-

1
) 

(X1) 

 100 200  300 

Ferro (g/L) (X2) 0,474 0,954 1,431 

Carbono (g/L) (X3)   6,3 12,6 18,9 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1. SELEÇÃO DA MICROALGA COM MELHOR POTENCIAL 

ANTIOXIDANTE 

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

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

resultados apresentados na Tabela 5, é possível constatar que a Chlorella vulgaris foi a 

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

relação à 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 determinação das 

variáveis do Delineamento Experimental. A Tabela 5 mostra também que a influência 

do meio contendo NaCl, Meio 1, foi pouco significativa na produção dos Carotenoides 

Totais, por isso o componente foi substituído pela variável carbono no estudo da 

produção de compostos antioxidantes.  

Tabela 5-Valores de produção de Carotenoides Totais (mg /mL) obtidos para as microalgas 

Chlorella vulgaris e Navicula sp. 

Microalga 
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 

 

5.2. ESTUDO DAS VARIÁVEIS QUE INFLUENCIAM NO PROCESSO DE 

PRODUÇÃO DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTES por Chlorella vulgaris 

Diante dos três diferentes meios utilizados para o processo de produção de 

antioxidantes, os Meios 2 e 3 apresentaram valores que foram considerados como 

melhores produtores de carotenoides em relação a suas variáveis estatisticamente 

significativas. Na Tabela 6 são apresentados os valores de MC, os quais compreendem 

valores de 3,5 a 120,92 µg. Os valores de FC existentes variaram de 0,58 a 37,17 µg.g
-1

 

na biomassa de C. vulgaris obtida. Já os valores de IPH2O e o IPDMSO 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 IPH2O foram maiores do 

que o IPDMSO. Em comparação com os valores encontrados de IP (índice de inibição) 

para a extração dos compostos antioxidantes a água foi o solvente mais eficiente. 

Segundo Moure et al (2000), o valor de IP está 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 água apresentou um percentual de inibição do DPPH de 68,5% 

na microalga Chlorella vulgaris, este foi superior aos padrões utilizados para a 

Catequina (49,6%) e o ácido Gálico (28,7%), mostrando que a água é um potencial 

inibidor da oxidação celular de radicais livres.  

Em comparação com o valor encontrado por este trabalho, se pode dizer que 

está dentro do esperado já que o valor foi de 60,22%. O valor encontrado ficou bem 

próximo do encontrado em Dantas et al (2015), como pode observar em relação ao 

mesmo. O resultado encontrado usando extrato aquoso se mostrou satisfatório, pois 

além de reduzir os custos de processamento, resulta em um produto sem os resíduos 

potencialmente tóxicos encontrados em outros solventes (DANTAS et al, 2015).   

Tabela 6- Valores de carotenoides produzidos e a quantificação dos antioxidantes obtidos pela 

Chlorella vulgaris. 

Ensaios MC 

(µg) 

FC 

(µg/g) 
IPDMSO(%) 

IPH2O 

(%) 

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 não detectados 

    Com relação à Tabela 6, o menor valor de MC de 3.5 µg encontrado foi no 

ensaio 9, um dos pontos centrais do Delineamento Fatorial mostrado. Já para o maior 
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valor MC de 120,92 µg encontrado no caso no ensaio 2 ocorreu para os valores 

mínimos das variáveis ferro e carbono e o valor máximo para variável luminosidade. O 

segundo maior valor de MC encontrado foi no ensaio 4 quando as variáveis 

luminosidade e ferro tiveram os valores máximos e a variável carbono teve o valor 

mínimo do Delineamento Experimental da Tabela 3. O terceiro maior valor de MC 

encontrado foi no ensaio 3 nas condições em que as variáveis luminosidade e carbono 

foram os valores mínimos e o ferro teve o valor máximo encontrado. 

    Em relação à FC, o menor valor encontrado na Tabela 6 foi ao ensaio 9 de 0,58 

µg.g
-1

 que corresponde as mesmas condições do ensaio da MC. Já o maior valor de FC 

encontrado foi no ensaio 3 de 37,17 µg.g
-1

 quando luminosidade e carbono foram 

valores mínimos e a variável ferro foi o valor máximo do Delineamento. O segundo 

maior valor de FC encontrado correspondente ao ensaio 2 para os valores mínimos das 

variáveis ferro e carbono e o valor máximo para variável luminosidade. Foi realizado 

um Delineamento para as variáveis respostas mais significativas que foram o IPH2O e 

para a MC.  

    Os valores não detectados da Tabela 6 que foi no ensaio 1 se pode perceber que 

não houve valor significativo possivelmente porque a variável luminosidade foi o menor 

valor do Delineamento.  Já nos ensaios 2 e 4 em que os valores que deram altos o valor 

de MC foram quando o valor da variável luminosidade foi o maior valor do 

Delineamento.  

    No ensaio 8, também não houve detecção do valor possivelmente porque uma 

das variáveis que contribui, no caso a variável carbono de forma estaticamente 

significativa para a produção de MC o valor do Delineamento teve o maior valor do 

Delineamento. Isto é explicado na Tabela 3 quando a variável 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 VARIÁVEL RESPOSTA 

IPH2O   

Em relação ao Software Statistica® uma das melhores respostas foi considerando 

os valores de IPH2O. Por essa razão, o IPH2O foi escolhido para a análise dos efeitos no 

Delineamento Experimental na Figura 4. Segundo os dados de Dantas et al (2015), os 

extratos de água demonstram as propriedades antioxidantes mais altas. Isso pode ocorrer 

porque as moléculas que possuem propriedades antioxidantes nesses extratos 
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apresentam um caráter hidrofílico. O sistema de teste de eliminação de radicais livres 

DPPH é um mecanismo reconhecido pelo qual os antioxidantes atuam para inibir os 

produtos de oxidação. 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 gráfico de Pareto com as interações em relação às 

variáveis utilizadas no Delineamento fatorial e sua significância. Pode-se perceber que 

todas as variáveis e as interações entre elas tiveram um nível de significância de 95% 

exceto o variável independente carbono. A variável luminosidade (X1) quando em 

excesso possui um valor negativo em relação à variável resposta do IPH2O para o gráfico 

de Pareto. Como ocorrem nos ensaios 2 e 4 em que o valor do IPH2O encontrado 

correspondeu o mesmo valor para ambos os ensaios que foi de 18,54%. Este valor foi 

um dos menores do Delineamento Fatorial Fracionário 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 parâmetros de crescimento de biomassa, entretanto baixa 

luminosidade pode favorecer a obtenção de biomassa rica em clorofila. A microalga 

Haematococcus pluvialis foi estimulada para a produção de carotenoides em uma 

intensidade de luz relativamente alta até 4 dias de cultura sob iluminação contínua, 

contudo o teor de carotenoides diminuiu no período de cultivo sob a mais alta 

intensidade luminosa (Kobayashi et al, 1992). 
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Figura 4 - Gráfico de Pareto do IPH2O demonstrando a representatividade estatística das 

interações das variáveis utilizadas no Delineamento Fatorial 2
3
 

               De acordo com o gráfico de Pareto na Figura 4 a variável ferro apresentou um 

comportamento parecido com a variável luminosidade  em relação ao efeito da interação 

da variável com o IPH2O. Este comportamento fica mais evidente nos ensaio 4 quando as 

variáveis  luminosidade e  ferro tiveram os valores máximos no Delineamento e a 

variável carbono  teve valor mínimo o valor do IPH2O foi o segundo menor valor no caso 

18,54%. Em relação à interação de luminosidade e ferro foi positiva quando tem o 

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

               O comportamento parecido da variável luminosidade e ferro é importante, pois 

exemplifica uma tendência em relação a possível combinação de variáveis significativas 

a serem usadas para a produção de antioxidantes. O variável carbono quando sozinha foi 

à única que não apresentou significância estatística. Já a interação da variável  

luminosidade e carbono apresentou um valor de significância positiva como pode ser 

notado no ensaio 6 e 8 exemplificados com os valores de IPH2O 29,36% e 29,56% 

respectivamente. Em relação à interação de X2 e X3 também apresentaram significância 

para os maiores valores do Delineamento realizado, no caso os ensaios 7 e 8 mostra isto 

em relação ao IPH2O. Os valores encontrados em relação à interação ferro e carbono 

foram 29,59% e 29,56% respectivamente. 
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              O gráfico de Pareto na Figura 4 ainda mostra a interação das três variáveis 

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 relação ao valor de IPH2O  que foi o maior valor encontrado 

nos ensaios no caso 60,22%. 

              O modelo dos coeficientes de regressão foi feito com os valores das variáveis 

significativas em relação ao IPH2O que se encontra na Tabela7. A partir desses 

coeficientes se podem calcular o F calculado e assim foi feito a comparação do F 

tabelado em relação a p-valor encontrado dos mesmos e foi avaliado o quanto os valores 

são significativos.  

Tabela 7- Coeficientes de regressão para a variável resposta do IPH2O. 

Fator 

Variável/interação 

Coeficiente 

de regressão 

 

Std. Erro t (4) 

 

p-valor -95,0% 

Limite 

de conf. 

95,0% 

Limite 

de conf. 

Média 29,58167 1,02213 28,94132 0,00008 26,74379 32,41954 

Luz (X1) -4,92625 1,25184 -3,93520 0,017028 -8,40192 -1,45058 

Ferro (X2) -5,58125 1,25184 -4,45843 0,011174 -9,05692 -2,10558 

X1 com X2 

X1 com X3 

X2 com X3 

X1 X2 X3 

5,63125 

4,78125 

 

5,55125 

-5,50125 

1,25184 

1,25184 

 

1,25184 

1,25184 

4,49837 

3,81937 

 

4,43446 

-4,39452 

0,010836 

0,018788 

 

0,011383 

0,011741 

2,15558 

1,30558 

 

2,07558 

-8,97692 

9,10692 

8,25692 

 

9,02692 

-2,02558 

 

              Para o estudo das variáveis que mais influenciaram no processo de produção de 

antioxidantes foi realizado uma análise através da ANOVA considerando os parâmetros 

significativos para as respostas do IPH2O, conforme apresentado na Tabela 8. 

Tabela 8- ANOVA da resposta do IPH2O a partir da matriz com os valores codificados das 

variáveis independentes. 

Fonte de variação   Soma 

dos quadrados 

 Graus de  

Liberdade 

Quadrado 

Médio 

F calculado p-valor 

Regressão 1372,24 6  228,70   

Resíduos 50,15 5   10,03  136,81 0,0008 

Total 1422,39 11      -   

% Variação explicada (R
2
) = 96,74   Ftabelado 0,05,6;5= 4,95 
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               Com base no modelo feito na Equação 9 em relação aos coeficientes de 

regressão obtidos, indicam  as variáveis que afetaram a resposta IPH2O foram as variáveis 

luminosidade, ferro e as interações das três variáveis entre si . Isto pode ser confirmado 

com os gráficos de Pareto na Figura 4, e a superfície de resposta na Figura 5 e a curva 

de contorno em relação ao IPH2O na Figura 6. Como também se pode observar na Tabela 

8 o valor do F calculado > F tabelado isto indica que o F calculado é altamente 

significativo (p<0,0008) ao nível de confiança de 95%.  

             Os valores da variável luminosidade, ferro e carbono usados no cálculo referem-

se aos valores codificados do Delineamento Fatorial da Tabela 3 para cada uma das 

combinações dos 12 ensaios do MC. O cálculo dos valores preditos do IPH2O também 

foram realizados com base nos coeficientes de regressão da ANOVA das variáveis mais 

significativas ao nível de confiança de 95% com mesmo Software a partir da Equação 8.  

29,5817- 4,9262 X1 – 5,5812 X2 + 5,6312 X1X2 + 4,7812 X1X3 + 5,5512 X2 X3 – 5,5012 X1 X2 X3    (8) 

             Já em relação os valores para o MC e para o IPH2O do cálculo do erro relativo 

foram obtidos de acordo com a Equação 9. 

X= ((valor predito – valor encontrado) / valor encontrado) x 100                        (9) 

             A tabela 9 se encontram os valores preditos do IPH2O e o cálculo do erro 

relativo. O modelo feito com os coeficientes de regressão das variáveis codificadas 

incluindo os parâmetros estatisticamente mais significativos em relação o IPH2O com p< 

0,05 estão na Equação 8. Os valores encontrados dos ensaios em comparação com os 

valores preditos são significativos, pois demonstram o quanto foram próximos os 

valores encontrados dos teóricos. Em relação aos valores do IPH2O encontrados a 

maioria deram maiores do que os valores preditos calculados pelos coeficientes de 

regressão. Isto exemplifica que os valores encontrados nos ensaios mostra uma boa 

concordância entre os valores preditos. O erro relativo nos ensaios não superou o valor 

de 8,48% para o IPH2O. 
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Tabela 9-Valores preditos do IPH2O calculados em função dos coeficientes de regressão 

e o erro relativo dos ensaios. 

Ensaios Valor 

predito 

IPH2O 

(%) 

Erro 

relativo 

IPH2O        

(%) 

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 superfície de resposta estabelecida com a variável 

luminosidade e ferro em relação a variável resposta (IPH2O). Ela também exemplifica 

que a interação de luminosidade e ferro teve uma significância dos valores em relação 

ao grau de confiança de 95%. Esta interação se pode observar que foi significativo tanto 

para o gráfico da superfície de resposta como o do gráfico de Pareto mostra isso de 

forma bastante evidente. A Figura 6 apresenta a curva de contorno com grau de 

significância de 95% de confiança em relação também a interação da variável 

luminosidade e ferro em relação ao IPH2O. Esta superfície exemplifica também as áreas 

mais significativamente favoráveis para a produção de antioxidantes, no caso as áreas 

onde as variáveis X1 e X2 apresentam menores valores do Delineamento Fatorial. 
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Figura 5 - Superfície de resposta da interação ferro e luminosidade em relação ao IPH2O 

 

 

Figura 6 - Curvas de contorno em função da interação de ferro e luminosidade do IPH2O 

             A interação de luminosidade e ferro teve uma significância dos valores em 

relação ao grau de confiança de 95%. Essa interação demonstra uma tendência de maior 

produção de compostos antioxidantes com a diminuição na concentração de ferro e a 

diminuição na intensidade da luz. Esta combinação de variáveis mostrou ser um fator 
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estatístico significativo a ser usada como meio de produção de antioxidantes na 

microalga Chlorella vulgaris. Com base nessas variáveis foi gerado os gráficos da 

superfície de resposta e curvas de contorno nas Figuras 5 e 6 respectivamente que 

evidenciam estas áreas mais significativas dentro dessa interação. As melhores 

condições de produção desses compostos em relação às faixas ótimas das variáveis 

significativas do Delineamento foram à luminosidade (X1) quando variou de 60 a 120 

µmol. Fótons. 
2
s-

1
 e o ferro (X2) quando variou de 0,191 a 0,572 g/ L. 

             Com base no modelo dos coeficientes de regressão do IPH2O na Equação 8 se 

podem calcular os valores preditos dos ensaios e perceber que o F calculado > 

Ftabelado indicando uma boa concordância entre os valores encontrados nas amostras e 

os valores teóricos. Além disso, demonstrou que os valores calculados foram bastante 

significativos para as amostras analisadas. 

5.2.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DA VARIÁVEL RESPOSTA 

MC 

              Além da variável resposta IPH2O que foi bastante estatisticamente significativa 

para o estudo da produção de antioxidantes se podem destacar também a variável 

resposta MC. A variável dependente MC ela apresentou um efeito significativo na 

produção de Massa de Carotenoides principalmente quando os valores de concentração 

de Carbono (X3) foram os menores valores e quando luminosidade (X1) foram os 

máximos em relação o Delineamento Experimental.  

             Em relação ao comportamento aos efeitos das variáveis no Gráfico de Pareto da 

Figura 7 se podem dizer que a variável luminosidade ela apresentou um valor de 

significância 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 120,92µg e 78µg 

respectivamente. O variável ferro quando sozinho foi a único que não apresentou 

significância estatística. O variável 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 três maiores valores da MC de 120,92 µg, 

55,75µg e 78µg respectivamente. A interação das variáveis luminosidade e carbono 

apresentou efeito significativo negativo para os menores valores como pode ser 

analisado no ensaio 3 com o valor de 55,75µg. Já a interação da variável luminosidade e 

ferro apresentou um valor de significância negativa como pode ser notado no ensaio 5 

exemplificados com o valore da MC de 4,07 µg. Em relação à interação de ferro e 

carbono não apresentou significância para os maiores valores do Delineamento 
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realizado em relação a MC. E a interação das três variáveis juntas também não foi 

estatisticamente significativa. 

 

 

Figura 7 - Gráfico de Pareto da MC demonstrando a representatividade estatística das interações 

das variáveis utilizadas no Delineamento fatorial 2
3
 

             Os coeficientes de regressão foram feito com relação aos valores das variáveis 

mais significativas em relação a MC se encontra na Tabela10. 

Tabela 10- Coeficientes de regressão para a variável resposta da MC. 

Fator 

Variável/interação 

Coeficiente 

de 

regressão 

Std. Erro t (4) 

 

p-valor -95,0% 

Limite 

de conf. 

95,0% 

Limite 

de conf. 

Média 28,9979 5,12109 5,66245 0,00479 18,0805 39,9153 

Luz (X1) 16,0594 6,27203 2,56047 0,06260 2,68840 29,4304 

Carbono (X3) -28,4656 6,27203 -4,53850 0,01050 -41,8366 -15,0946 

X1 com X2 

X1 com X3 

-14,6844 

-19,7344 

6,27203 

6,27203 

-2,34125 

-3,14641 

 

 

0,07927 

0,03463 

-28,0554 

-33,1054 

 

-1,3134 

-6,3634 

 

  

            Em relação à Tabela 11 o modelo foi realizado em relação à Equação 10 com 

base nos valores dos coeficientes de regressão da Tabela 10 que mostram as variáveis 

-,125059

,3861389

1,591889

-2,34125

2,560475

-3,14641

-4,5385

p=0,1

2by3

(2)Fe

1*2*3

1by2

(1)LUZ

1by3

(3)C

,3861389

1,591889

-2,34125

2,560475
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que afetaram a resposta MC que foram luminosidade, carbono e as interações de 

luminosidade com ferro e luminosidade com carbono. Exemplificando este 

comportamento estatístico significativo com o gráfico da superfície 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 nível 

de confiança de 90%. 

Tabela 11 - ANOVA da resposta da massa de carotenoides a partir da matriz com os valores 

codificados das variáveis independentes. 

Fonte de variação   Soma 

dos quadrados 

 Graus de  

Liberdade 

Quadrado 

Médio 

F calculado p-valor 

Regressão  14235,52 4  3558,9   

Resíduos   1258,83 7   179,83     79,16 0,0047 

Total   15494,35 11      -   

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

             O cálculo dos valores preditos da MC foi calculado com base no modelo da 

Equação 10 dos coeficientes de regressão da análise de variância (ANOVA) com as 

variáveis mais significativas ao nível de confiança de 90% Software Statistica® para a 

MC. Os valores das três variáveis usados no cálculo referem-se aos valores codificados 

do Delineamento Fatorial da Tabela 3 para cada uma das combinações dos 12 ensaios 

do MC. O cálculo dos valores do erro relativo entre os valores preditos e os encontrados 

se encontra na Equação 9. A tabela 12 apresentam os valores preditos da MC calculados 

em função do modelo dos coeficientes de regressão e o erro relativo dos ensaios. 

28,9979 + 16,0594 X1 – 28,4666 X3 – 14,6844 X1X2 – 19,7344 X1X3                             (10) 

             Os valores da MC encontrados de alguns foram bem próximos do esperado e 

tiveram alguns que o valor encontrado ainda foi maior do que o valor predito superando 

o 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 função dos coeficientes de regressão 

e o erro relativo dos ensaios. 
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Ensaios Valor 

predito 

(MC) 

Erro 

relativo 

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 não detectados 

                  A variável dependente MC ela apresentou um efeito significativo na 

produção de Massa de Carotenoides. Esta superfície de resposta na Figura 7 exemplifica 

também as áreas mais significativamente favoráveis para a produção de Massa de 

Carotenoides. Quando os valores de concentração de carbono foram os menores valores 

e quando luminosidade foram os máximos valores em relação o Delineamento 

Experimental foi favorável à produção de MC. Essa tendência fica mostrada na sua 

superfície de resposta na Figura 7 e as curvas de contorno da MC na Figura 8 em 

relação às variáveis X1 e X3 que foram as mais significativas para a produção de MC. 

Os gráficos da superfície de resposta do MC e a curva de contorno da mesma tiveram 

um nível de significância dos valores em relação ao grau de confiança de 90%. 
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Figura 8 - Superfície de resposta da interação carbono e luminosidade em relação a Massa de 

Carotenoides 

 

 

Figura 9 - Curvas de contorno em função da interação de carbono e luminosidade da Massa de 

      Carotenoides 
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 A interação de luminosidade e carbono teve uma significância dos valores em 

relação ao grau de confiança de 90%. Essa interação demonstra uma tendência de maior 

produção de Massa de carotenoides com a diminuição na concentração de carbono e a 

aumento na intensidade da luz. Esta combinação de variáveis mostrou ser um fator 

estatístico significativo a ser usada como meio de produção de Massa de Carotenoides 

na microalga Chlorella vulgaris. Com base nessas variáveis foram gerados os gráficos 

da superfície de resposta e curvas de contorno nas Figuras 8 e 9 respectivamente que 

evidenciam estas áreas mais significativas dentro dessa interação. As melhores 

condições de produção de Massa de Carotenoides (MC) em relação às faixas ótimas das 

variáveis significativas do Delineamento foram à luminosidade (X1) quando variou de 

120 a 360 µmol. Fótons. 
2
s-

1
 e o carbono (X3) quando variou de 2,52 a 7,56 g/ L. 

             Com base no modelo dos coeficientes de regressão da MC na Equação 8 se 

podem calcular os valores preditos dos ensaios e perceber que o F calculado > F 

tabelado indicando uma boa concordância entre os valores encontrados nas amostras e 

os valores teóricos. Além disso, demonstrou que os valores calculados foram 

significativos para as amostras analisadas. 

6. CONCLUSÃO 

      A microalga Chlorella vulgaris foi capaz de produzir compostos antioxidantes; 

      A partir dos melhores meios de produção, Meio 2 e Meio 3 foram obtidos 

carotenoides em relação a suas variáveis estatisticamente significativas; 

      Os métodos de extração de determinação de pigmentos e a extração com 

solventes DMSO/água utilizados conseguiram extrair antioxidantes e carotenoides 

das amostras; 

     A biomassa da microalga Chlorella vulgaris produziu antioxidantes que foi 

possível à quantificação dos mesmos; 

     A quantificação da atividade antioxidante se deu através do método de DPPH 

que utiliza o poder antirradical para verificar o índice de inibição das amostras;  

     O solvente mais eficiente utilizado neste estudo foi à água, pois ela conseguiu 

quantificar uma melhor atividade antioxidante nos ensaios. 
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7. SUGESTÕES DE TRABAHOS FUTUROS 

 Poderia ser realizada a identificação dos possíveis carotenoides e antioxidantes 

encontrados nos ensaios com a biomassa da Chlorella vulgaris; 

 Propor sugestões de aplicações práticas para a sociedade desses compostos 

após a identificação dos mesmos. 
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