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Resumo

As microalgas sdo organismos unicelulares que tém a capacidade de sintetizar diversos
compostos de interesse como, por exemplo, vitaminas, pigmentos, proteinas, acido graxos
e polissacarideos. Os carotenoides, que podem ser extraidos dessas microalgas, sdo
pigmentos de interesse comercial devido, principalmente, a sua capacidade antioxidante.
O objetivo principal desse trabalho foi avaliar o tempo de extragdo dos carotenoides da
microalga Heterochlorella luteoviridis utilizando o campo elétrico moderado (MEF) na
etapa de pré-tratamento e o etanol foi usado como solvente de extracdo. Esse trabalho
também comparou o MEF com experimentos controle, nos quais a extracao foi realizada
com banhos de aquecimento e resfriamento. Além disso, os rendimentos de extracdo dos
dois métodos foram avaliados com base em extracdo exaustiva realizada com acetona e
acetato de etila. Na etapa de pré-tratamento, utilizou-se 25 % de etanol e 75 % de agua
destilada durante 10 minutos, e uma tensdo de 180 V. Nessa etapa, foram coletadas
amostras nos tempos 1, 5 e 10 minutos. Na etapa difusiva, cessou-se o campo elétrico e
adicionou-se etanol e dgua para que a proporc¢ao ficasse 75 % de etanol e 25 % de 4gua
destilada. Essa etapa teve duracdo de 50 minutos e os pontos coletados foramem 0, 1, 2,
5, 10, 20, 30, 40 e 50 minutos. A extracdo com campo elétrico moderado proporcionou um
melhor rendimento de extracdo quando comparada ao controle. Ainda, o uso do MEF
implicou em uma difusdo mais rapida dos carotenoides. Isso provavelmente aconteceu
devido ao fato de o campo elétrico, possivelmente, aumentar a permeabilidade da
membrana celular das microalgas, assim aumentando a difusdo. As analises de
concentracdo de carotenoides e as analises de cor dos extratos mostraram que o campo
elétrico ndo foi capaz de promover uma extracdo eficaz quando a concentracdo de etanol
foi de 25 %, indicando que uma etapa difusiva, com maior concentragao de etanol, seria
necessaria para que ocorresse a extracdo de carotenoides.
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1 Introdugao

As microalgas sdo organismos unicelulares, normalmente encontradas em ambientes
aquaticos, que utilizam a luz solar para produzir biomassa e oxigénio a partir diéxido de
carbono, dgua e nutrientes, pelo processo de fotossintese. O cultivo de microalgas se torna
interessante pelo fato de esses microrganismos sintetizarem produtos de alto valor
agregado, tais como vitaminas, pigmentos, proteinas, acido graxos, polissacarideos, entre
outros.

Carotenoides sdo compostos organicos sintetizados por plantas e outros organismos
fotossintéticos, tais como algas, alguns tipos de fungos e bactérias. As moléculas de
carotenoides absorvem a luz em comprimentos de onda na faixa de 430-480 nm do
espectro visivel. Portanto, sdo responsaveis pela coloracdo amarela, vermelha e laranja de
frutas, verduras e alguns animais aquaticos. A coloracdo dos carotenoides é dependente
do nimero de insaturacdes presentes na cadeia carbonica do carotenoide. A presenca de
um numero elevado de ligacGes duplas conjugadas é importante na caracteriza¢do dos
diferentes carotenoides, em virtude de que cada um deles apresenta um espectro de
absorcdo da Luz Ultravioleta e Visivel (UV-Vis) com um comprimento de onda maximo
especifico.

Uma das caracteristicas mais importante dos carotenoides é a capacidade
anti-inflamatodria e antioxidante dessas moléculas. Dessa forma, o consumo de alimentos
com alto teor da substancia estd associado a reducdo da incidéncia de cancer nos seres
humanos, prevencdo de doencas degenerativas, reducdo do risco de doencas
cardiovasculares, entre outros. Além disso, alguns carotenoides sdo precursores da
formacao da vitamina A, como o B-caroteno.

Contudo, a extracdo de carotenoides ainda é considerada um desafio por ser um
processo oneroso, baseado na utilizacdo de solventes téxicos, como acetona, hexano e
acetato de etila. Assim, no presente trabalho utilizou-se a tecnologia de campo elétrico
moderado como uma etapa de pré-tratamento para avaliar o tempo de extracdo de
carotenoides da microalga Heterochlorella luteoviridis.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo geral

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar a influéncia do campo elétrico moderado
como etapa de pré-tratamento no tempo de extracdo de carotenoides da microalga
Heterochlorella luteoviridis utilizando etanol como solvente de extracdo.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desse trabalho foram:

e avaliar a concentracdo de carotenoides totais nos extratos coletados em
diferentes tempos de pré-tratamento e etapa difusiva;

e avaliar a diferenca de cor nos extratos e comparar com os resultados de
concentracdo de carotenoides totais;
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3 Revisao Bibliografica

3.1 Microalgas
3.1.1 Definicdo, importdncia e divisGo

As microalgas sdo organismos unicelulares, normalmente encontradas em ambientes
aquaticos, que utilizam a luz solar para produzir biomassa e oxigénio a partir diéxido de
carbono, dgua e nutrientes, pelo processo de fotossintese. Os cultivos podem ser realizados
em terras secas, inclusive em terras aridas, onde ha boa incidéncia solar e a atividade
agricola é restrita, ndo competindo com a agricultura. Por esse motivo, as microalgas sdo
consideradas fontes promissoras de uma gama de produtos, tais como biomateriais,
bioquimicos e biocombustiveis (Leu e Boussiba, 2014).

As microalgas podem ser divididas de acordo com a organizagdo celular: procariontes
e eucariontes, com um unico nucleo ou com multintdcleos. O nucleo celular de uma
microalga eucarionte possui uma membrana, no qual esta contida a maior parte dos genes,
distribuidos nos cromossomos e no nucléolo. O microrganismo contém um citoplasma que
é dividido em compartimentos e organelas envoltas por membranas. Dentre essas
organelas, pode-se citar: complexo de Golgi, mitocondrias, reticulo endoplasmatico,
vacuolos, centriolos e plastidios. Cada uma dessas organelas estad designada a uma funcdo
especifica, vital para o funcionamento da célula (Richmond, 2004).

As microalgas sao cultivadas a fim de produzir uma grande quantidade de produtos de
alto valor agregado, tais como vitaminas, pigmentos, proteinas, acido graxos,
polissacarideos, entre outros. Além disso, as microalgas sdo consideradas de grande
potencial para a producdo de biocombustiveis e se prevé que elas terdo um papel
importante no setor de energia renovavel (Markou et al., 2014).

Uma das grandes aplicacbes das microalgas é na producdo de biodiesel. Isso ocorre
devido ao alto teor de lipidios (normalmente de 20 a 50 %), eficiéncia fotossintética e
grande taxa de crescimento quando comparado a outras fontes (Chisti, 2007), conforme
indicado na Tabela 3.1. Pode-se notar que as microalgas apresentam um rendimento maior
se comparado as outras fontes e também necessitam de uma area menor para alcancar 50
% de todos os combustiveis utilizados nos Estados Unidos. Porém, por ser uma tecnologia
relativamente nova, o custo de cultivo ainda é alto e, por esse motivo, o percentual da area
de colheita dos Estados Unidos é baixo.
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Tabela 3.1: Comparagdo de algumas fontes de biodiesel. Adaptado de Chisti (2007)

Area necessaria para Porcentagem da
Fonte do biodiesel Rendimento do dleo alcangar 50% dos area de colheita dos
(L/ha) combustiveis EUA (%)
utilizados nos EUA
(Mha)

Milho 172 1540 846

Soja 446 594 326

Canola 1190 223 122
Jatropha 1892 140 77

Coco 2689 99 54

Azeite de dendé 5950 45 24
Microalga (70% de 6leo) 136900 2 1,1
Microalga (30% de 6leo) 58700 4,5 2,5

As microalgas representam uma fonte sustentdvel de produtos naturais, sendo que
mais de 15.000 novos compostos originados da biomassa das microalgas foram
descobertos. Como grande parte das microalgas acumulam uma alta quantidade de
carotenoides, esse organismo acaba se tornando uma grande fonte natural do pigmento
(Sunetal.,2016). Na tabela 3.2, ha alguns exemplos do teor de carotenoides em microalgas
variando as condi¢cGes de operacao utilizando extracao supercritica (Guedes et al., 2011).

Tabela 3.2: Carotenoides totais em microalgas

Carotenoides
Microalga Condigdes de operagdo total (mg/g
(pressdo/temperatura/tempo) biomassa seca)

Nannochloropsis gaditana 200 bar/ 40 °C/ 180 min 0,152
Chlorella vulgaris 200 bar/ 40 °C/ 198 min 0,011

Synechococcus sp. 200 bar/ 40 °C/ 180 min 0,386
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Uma das caracteristicas mais proeminentes das microalgas é a sua cor, que é
determinada pelo seu pigmento. Esses pigmentos sdo substancias quimicas coloridas que
fazem parte do sistema fotossintético do microrganismo. Eles podem ser divididos em trés
grupos: carotenoides (0,1 - 0,2 % de peso seco em média, mas pode chegar a 14 % de B-
caroteno em algumas espécies), clorofilas (0,5 - 1,0 % de peso seco) e ficobiliproteinas (até
8 % de peso seco) (Kim, 2015).

Quando se faz a analise espectrofotométrica da luz Ultravioleta e Visivel (UV-Vis) dos
carotenoides (sera explicado no capitulo de materiais e métodos), as clorofilas podem
interferir no valor de absorbancia. Por exemplo, uma comparacdo entre os espectros da
clorofila e de diferentes carotenoides estd ilustrado na Figura 3.1. Se a remoc¢do das
clorofilas nao for feita, é nitido que elas irdo interferir no espectro dos carotenoides, pois
elas também apresentam espectros de absorcdo na faixa de 400 a 500 nm.

1.0
1.5} 2
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]
08F L h |I
1y
o i
g 06 g 1.01 i
2 &8 (1
] = | Iy
4 & 2 i
< 04r - R ﬁ ! Clorofila b
'ef\-’iolaxanﬁha y 0.51 \ A
s ]
0.2} 4 e | !
-~ . Neoxantina * \ : /!
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Figura 3.1: Comparagdo entre os espectros de carotenoides e clorofilas. Fonte: Adaptado
de (Lichtenthaler e Buschmann, 2001)

Na Figura 3.2, pode-se observar a distribuicdo, atividade bioldgica e aplicacOes
comerciais dos pigmentos derivados de microalgas.

Nota-se que os pigmentos naturais de microalgas sdo benéficos para a saude humana,
e isso ocorre justamente pelo fato de os carotenoides terem caracteristicas antioxidantes.
As caracteristicas e propriedades das moléculas de carotenoides serdo abordadas com
maiores detalhes no Capitulo 3.2.
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e Potenciadores do sistema imunolégico %H * Em comidas (ex. biscoitos e produtos diarios)

e Agente anti-inflamatorio e Na alimentagédo (ex. salmdo e aves)

e Capacidade anti-bacterial e Em farmacéuticos (ex. fatores de imunomarcacgédo
e Fator de antienvelhecimento ¢ Em cosméticos (ex. cremes para a pele e perfumes)

e Atividade para prevenir a cbesidade

Figura 3.2: Distribuicdo, atividade biolégica e aplicacbes comerciais dos pigmentos
derivados de microalgas. Adaptado de (Kim, 2015).

3.1.2 Microalga Chlorella

Nesse trabalho, foi utilizada a microalga Heterochlorella luteoviridis. Como ha poucos
dados na literatura sobre ela, para fins de Revisdo Bibliografica serdo consideradas a
microalgas do género Chlorella, similar a microalga estudada.

Chlorellas sao algas verdes unicelulares, de formato esférico, globular ou elipsoidal e
ndo movel, de didmetro que varia na faixa de 2,0 a 10,0 micrémetros. Elas podem ser
encontradas em dgua doce de lagoas e valas, no solo Umido, ou em outros lugares com
umidade, tais como tronco de arvores, potes de dgua e paredes Umidas e em daguas
marinha. As células ndo tém flagelo, estigma e vacuolos contrateis, mas contém um nucleo
localizado na parte central. Sua composicdo é de aproximadamente 20 % de gordura, 45 %
de proteina, 20 % de carboidratos, e 10 % de vitaminas e varios minerais (Phukan et al.,
2011).

Em 1950, devido ao aumento da populacdo mundial e a previsdo de uma insuficiéncia
proteica, estudos sobre uma fonte alternativa de proteinas comegaram a acontecer.
Naquela época, a biomassa de algas era uma boa candidata. Dessa forma, no comeco da
década de 60, culturas em largas escalas para uso comercial da microalga Chlorella
surgiram no Jap3o. Em 1980, ja existiam 46 fabricas na Asia produzindo mais de 1000 kg de
microalgas (maior parte composta de Chlorella) por més. Logo surgiram outras plantas
comerciais em outras partes do mundo (Spolaore et al., 2006).

Essa microalga pode ser utilizada na nutricdo humana, sendo normalmente vendidas
como aditivos alimentares na forma de p6é ou de tabletes. Ela também tem uso na



DEQUI / UFRGS — Eduardo Antonio Merlo 7

medicina, como protecdo contra falha renal. Além disso, tem usos na alimentacdo animal
e na aquicultura. No caso da alimentac¢do animal, a Chlorella pode melhorar a imunidade,
fertilidade e controle de peso, além de promover uma pele mais saudavel. J& na
aquicultura, a microalga pode servir de fonte de alimento para moluscos, camardes e
peixes; ela também pode ser usada na coloracdo de salmdes e na melhoria do sistema
imunolégico dos peixes (Brennan e Owende, 2010).

Na tabela 3.3, pode-se observar a concentracdo de alguns carotenoides presentes na
Chlorella pyrenoidosa. A luteina, por ser um componente estrutural e funcional de grande
importancia na sobrevivéncia celular, sera encontrada em quantidade maior quando
comparada a outros carotenoides (Inbaraj et al., 2006).

Tabela 3.3: Teor e quantidade de carotenoides presentes na microalga Chlorella

pyrenoidosa
Carotenoide Teor (%) Quantidade
(mg/g)
Luteina 93,1 153,01 +£0,1
B-caroteno 2,6 4,31+0,03
a-caroteno 2,6 4,23 +0,02
Zeaxantina 1,3 2,17 +£0,01
B-criptoxantina 0,2 0,33 £ 0,006

Fonte: Adaptado de Inbaraj et al. (2006)

3.1.3 Tipos de cultivo

O cultivo das microalgas pode ser realizado em sistemas de cultivo aberto, como é o
caso de lagos, lagunas e lagoas artificiais, e sistemas de cultivos fechados de alto controle,
tal como fotobiorreatores (Mata et al., 2010; Wijffels et al., 2013). Os sistemas fechados
oferecem melhores op¢des para a maioria das microalgas, pois ha a protecao da cultura de
contaminagdes por microrganismos indesejados, controle das condi¢des do processo, alta
produtividade e melhor qualidade da biomassa. Para a escala industrial, sistemas fechados
acabam tendo um custo muito elevado (Kim, 2015). Para a realiza¢do do presente trabalho,
as microalgas foram cultivadas em sistema fechado (8 fotobiorreatores).

3.2 Carotenoides

3.2.1 Definicdo geral, caracteristicas e importéncia

Carotenoides sdo pigmentos organicos sintetizados por plantas e outros organismos
fotossintéticos, tais como algas, alguns tipos de fungos e bactérias. Esses pigmentos sdo
responsaveis pelas cores amarelo, vermelho e laranja de frutas e verduras e de alguns
animais aquaticos (Sun et al., 2016). Os carotenoides desempenham um papel de grande
importancia na fotossintese e na protecao dos tecidos das plantas contra a luz solar. Essa
protecdo ocorre devido a habilidade dos carotenoides de inativar e extinguir espécies
reativas de oxigénio, especialmente o oxigénio singlete (Fennema, 2007). Eles funcionam
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como um filtro molecular para a luz que vem do sol, em especial a luz ultravioleta A,Be C
e parte da luz visivel na regido do azul. Eles também desempenham um papel importante
na saude humana, o qual sera explicado posteriormente.

A coloragao dos carotenoides é dependente do nimero de insaturagdes presentes na
cadeia carbobnica do carotenoide. A presenca de um numero elevado de ligacdes duplas
conjugadas é importante na caracteriza¢do dos diferentes carotenoides, em virtude de que
cada um deles apresenta um espectro de absorc¢do da Luz Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)
com um comprimento de onda maximo especifico.

O espectro de absorcdo ou de emissdo dos carotenoides é consequéncia da presenca
da longa cadeia com duplas liga¢cdes conjugadas. A absor¢do da luz acontece através dos
orbitais moleculares das ligacdes pi (n) do polieno. Quanto maior o nimero de
instauragdes, mais facil é o processo de transicao eletronica de um orbital & ligante para
um orbital m antiligante. Para os carotenoides, as transi¢cdes eletronicas tornam-se mais
faceis devido a deslocalizacdo dos elétrons através das conjugacGes do grupo responsavel
pela cor — croméforo. Se a emissdo de luz cair na regido do visivel, o material tera uma cor
caracteristica. Quanto maior o numero de duplas ligacdes conjugadas, menor é a energia
necessdria para promover a excitacdo e consequentemente o valor do comprimento de
onda maximo de absor¢do é maior. Nos exemplos da figura 3.3, o eteno apresenta o menor
comprimento de onda de absor¢cdo mdxima em 165 nm, enquanto que o pentaeno
apresenta o maior comprimento de onda de absor¢do maximo em 334 nm. O diagrama de
energia dos orbitais moleculares a direita descreve esquematicamente o efeito das
insercao de ligagdes duplas conjugadas no polieno. As transi¢des eletrdnicas responsaveis
pelas bandas de absor¢do acontecem entre os orbitais w e 7©*. Quanto menor a diferenca
de energia, mais facil é a transicdo eletronica envolvendo os elétrons pi. Por esse motivo,
os carotenoides [-caroteno e licopeno apresentam comprimento de onda maximo de
absorcdo em 455 nm e 474 nm, respectivamente.

Amax (NM) E(kcal)
H,C=CH, Eteno 165 -
NF 1,3-butadieno 217 } a

AR

NNF 1,3,5-hexatrieno 256 A
NN NF 1,3,5,7-octatetraeno 290 V
OGN i i
NGNS 119,5.7.9 decapentaeno 334 eteno  dieno trieno

Figura 3.3: Dados de absorgao UV-Vis de compostos insaturados e o diagrama de energia.

Como os carotenoides absorvem a luz em comprimentos de onda na faixa de 430-480
nm, eles tem a capacidade emitir parte da luz absorvida na faixa da luz visivel deslocada
para a regidao do vermelho. Por isso, esses compostos geralmente tém a coloragdo amarela,
laranja e vermelha. Assim, eles absorvem na regido da luz visivel do azul e emitem luz na
regido da luz visivel do vermelho. Portanto, alimentos com essa coloracdo sdo ricos na
substancia. Por exemplo, os tomates sdo compostos por licopeno; cenouras sdo compostas
por a- e B-carotenos; milho por luteina, entre diversos outros alimentos. Mas isso ndo quer
dizer que alimentos com outra coloracdo, especialmente verde, ndo sejam ricos em
carotenoides. Os vegetais de folhas verdes também contém carotenoides, mas a coloracdo
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é mascarada pela clorofila verde. De modo geral, os vegetais que apresentarem maior
guantidade de pigmentos de clorofila, irdo apresentar as maiores concentracdes de
carotenoides (Fennema, 2007).

3.2.2 Divisdo quanto a polaridade

Os carotenoides sdao divididos em dois grupos estruturais: os carotenos, estrutura
formada por apenas carbono e hidrogénio e as xantofilas, compostos que além de carbono
e hidrogénio também possuem oxigénio em sua estrutura. Os carotenos sao moléculas
altamente apolares, enquanto que as xantofilas sdo carotenoides mais polares, ja que sdo
moléculas compostas por grupos funcionais oxigenados, tais como hidroxila epdxi, aldeido
e cetona. Ambas as classes sdo caracterizadas por serem compostos lipofilicos e, portanto,
soluveis em éleos e solventes organicos. Além disso, os carotenoides sdo considerados
moderadamente termoestdveis e podem sofrer perda de cor quando oxidados (Fennema,
2007). Na figura 3.4, pode-se observar exemplos de carotenoides polares e apolares.

. »0H
o7
/’/lvxle\:v',«w.]‘/{\/ ‘».. = /J
- /.-/ |
Neoxantina
Ho/l s (CyoHze04)

%
ﬁ/‘*z..rl%ﬂ)w/\/ﬁ.f\/&ﬁ.&p
% 3 o

B-Caroteno
(CaoHis)

B-Criptoxantina
(CygHz50)

L OH

Luteina
(CagH5s02)

HO A
Zeaxantina

(CupHse02)

Figura 3.4: Diferentes tipos de carotenoides. Adaptado de Fennema (2007)

A neoxantina, que é polar, tem colora¢cdo amarela e pode ser encontrada em folhas
verdes. O B-caroteno, de coloracdo amarela, é apolar e pode ser encontrado em cenouras
e batatas doces. A 8-criptoxatina, polar e de coloracdo amarela, é encontrada em milho. A
luteina, carotenoide majoritario de microalgas, é polar e também ocorre em folhas verdes,
milho e margaridas. Por fim, a zeaxantina pode ser extraida de milho e safrdo, é polar e
também tem coloragdo amarela (Fennema, 2007).

3.2.3 Divisdo quanto a funcionalidade

Os carotenoides também podem se distinguir entre primdrio e secundario. Os
primdrios, tais como B8-caroteno e luteina, sdo componentes funcionais e estruturais do
aparato fotossintético e estdo diretamente envolvidos na fotossintese. Dessa forma, eles
tém o papel de captura da luz solar, assim como protecao do sistema fotossintetizante
contra a oxidacdo. Ja os carotenoides secundarios, tais como astaxantina e a cantaxantina,
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ndo estdo intrinsicamente relacionados a esse aparato. Eles sdo sintetizados por
cloroplastos e acumulados no citoplasma. Dependendo das condi¢des do cultivo e do
ambiente, como por exemplo incidéncia de luz, pH, temperatura, disponibilidade de
nutrientes, concentragdo de sal, entre outros, esse tipo de carotenoide pode ser induzido
a ter uma maior producdo. Portanto, sua funcdo é apenas a filtracdo da luz solar para
protecdo celular. Devido ao carater imprevisivel das enzimas no metabolismo de
microalgas, é dificil prever condi¢Ges para que a producédo de carotenoides primarios e/ou
secundarios seja facilitada (Kim, 2015).

3.2.4 Fatores que afetam a concentra¢éo de carotenoides nas microalgas

O tipo e a quantidade de carotenoides presente em determinada planta depende de
varias varidveis, que vao desde fatores pré e pdés colheita, até gendtipo, grau de
amadurecimento, método de cultivo, condi¢cdes climaticas e processamento. Ainda,
diferentes partes de uma planta podem conter diferentes tipos de carotenoides. Por
exemplo, a casca de uma fruta normalmente tem mais carotenoides do que a polpa (Saini
etal., 2015).

Normalmente, o grau de amadurecimento tem efeito positivo na concentracdo de
carotenoides, isto é, quanto mais a fruta estiver amadurecida, maior serd a quantidade.
Tomando o tomate como exemplo, a concentragdo de licopeno aumenta conforme a fruta
amadurece. Mesmo apos ser colhido, a concentracao pode aumentar, pois os carotenoides
podem continuar a serem sintetizados (Fennema, 2007).

Com relacdo ao processamento, tanto processos térmicos (secagem por aquecimento),
como ndo térmicos (alta pressdo, aplicacdo de campo elétrico pulsado, secagem por
ultrassom) podem degradar significativamente o nivel de carotenoides em frutas, vegetais
e microalgas (Saini et al., 2015). Para a maioria dos vegetais, o processo de secagem pode
provocar uma perda de 10 a 20 % de carotenoides (Saini et al., 2014). Além disso, processos
térmicos podem causar mudanga nos isObmeros dos carotenoides. Por exemplo, ocorre a
isomerizacdo de trans para cis do 8-caroteno e da luteina conforme é aplicada temperatura
(Colle et al., 2015). Isso ndo é algo benéfico, pois os isbmeros cis apresentam atividade
provitamina menos potente do que os isdbmeros trans (And e West, 1998). O grau de
degradacdo que processos térmicos impdem é maior do que em processos ndo térmicos.
Mesmo assim, a maioria das industrias alimenticias preferem usar processos térmicos a
processos mais avancados pois esses sdo caros e de dificil operacdo. No futuro, processos
ndo térmicos tais como alta pressdo e campo elétrico podem desempenhar um papel muito
importante na preservacdo dos componentes bioativos dos alimentos, incluindo os
carotenoides (Saini et al., 2015).

3.2.5 Carotenoides e saude

O estudo dos carotenoides é de grande importancia, pois eles apresentaram cardter
anti-inflamatério e antioxidante. Isso ocorre, pois essas moléculas apresentam grande
quantidade de ligagbes duplas conjugadas, tornando esses compostos facilmente
oxidaveis, como se pode observar na figura 3.5. O consumo de frutas e vegetais com alto
teor em carotenoides estd associado com a reducdo na incidéncia de cancer nos seres
humanos, assim como prevencdo de doencas degenerativas, como por exemplo o
Alzheimer (Peto et al., 1981; Niizu, 2003).



DEQUI / UFRGS — Eduardo Antonio Merlo 11

Uma das fung¢des mais importantes dos carotenoides na dieta de humanos e animais é
a possibilidade de servir de precursores para a formag¢do da vitamina A. Para tal, o
carotenoide deve ter no minimo um anel de B-ionona ndo substituido e possuir cadeia
lateral poliénica de pelo menos onze carbonos. Entre eles, podemos citar o 8-caroteno.
(Ambrosio et al., 2006)

Anel B-Caroteno Anel
. de B-ionona
de B-ionona

~

NN Y

Figura 3.5: Estrutura do B-caroteno. Adaptado de Ambrosio et al. (2006)

Pesquisas recentes apontam que o consumo de carotenoides estd associado com
reducdo do risco de doencas cardiovasculares. Além disso, o consumo de licopeno pode
reduzir a progressdo do cancer de préstata; a luteina e a zeaxantina possivelmente
desempenham um papel importante na manutencao da satude do olho. Contudo, prever o
beneficio de determinado carotenoide na prevencdo de doencas ou na manutencdo da
salude pode ser desafiador, ja que a fonte dos carotenoides é muito similar
(predominantemente frutas e verduras). Isso significa que quando uma fruta ou verdura é
ingerida, varios tipos de carotenoides também sdo ingeridos. Assim, fica dificil prever o
beneficio que determinado carotenoide pode provir. Por esse motivo, varios estudos tém
sido realizados com o objetivo determinar a influéncia dos carotenoides na saude humana
(Woodside et al., 2015).

Dessa forma, o consumo de carotenoides ajuda a manter o corpo saudavel, prevenindo
diversas doencas e retardando o envelhecimento. Assim, o consumo de alimentos com
alta concentracdo de carotenoides é benéfico para a salude, devido a presenca da
substadncia de interesse (Krinsky e Johnson, 2005).

3.3 Extracao de carotenoides

Extracdo é uma operacdo unitdria com o objetivo de separar determinados compostos
de uma matriz, sélida ou liquida, através de processos quimicos, fisicos ou mecanicos (M.
Prado et al., 2014). Algumas das técnicas mais usuais sdo a extracdo por solventes organicos
e a destilagdo. Como os carotenoides apresentam degradagao térmica e alta massa molar,
ndo é possivel extrai-los por destilacdo. Dessa forma, a extracdo utilizando solventes
organicos é a mais usual.

A extracdo por solventes organicos se baseia no principio da difusdo do solvente para a
matriz, assim solubilizando os compostos de interesse, no caso os carotenoides. Esse
processo é normalmente acompanhado da aplicacdo de calor e agitacdo. No caso das
microalgas, o solvente precisa entrar na célula, e para isso é necessario passar pela
membrana celular. A escolha do solvente adequado é vital para promover uma extracao
eficiente, pois além de determinar o grau de afinidade com o composto a ser extraido, ira
promover determinada ruptura na parede da célula (Henriques et al., 2007). Entre os
solventes utilizados nessa extracdo, podemos citar os seguintes: hexano, acetona, etanol,
metanol, éter de petrdleo, éter dietilico, entre outros (M. Prado et al., 2014). Nesse
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trabalho, foi utilizado o etanol como uma alternativa mais ecolégica e menos agressivo do
ponto de vista da toxidade.

O etanol tem a capacidade de desordenar a estrutura fisica da membrana celular; ele
consegue interferir no empacotamento das moléculas na bicamada fosfolipidica da
membrana celular, aumentando assim a permeabilidade. O etanol consegue penetrar na
membrana em uma faixa de tempo de aproximadamente 200 ns. Esse efeito pode ser
observado em diferentes tipos de células, tais como neurdnios, hemacias e hepatdcitos,
assim como membranas de organelas intracelulares. A facilidade que o etanol tem em
passar pela bicamada lipidica pode ser explicada pela natureza hidrofébica do terminal
carbbnico do etanol, facilitando a passagem pela regido hidrofébica da bicamada lipidica.
(Goldstein, 1986; Patra et al., 2006)

Quando o poder de ruptura celular do solvente ndo é suficiente, que pode ser
intencional para evitar danos aos compostos que serao extraidos, pode-se aplicar longos
periodos de extracdo ou entdo uma tecnologia em paralelo, para ajudar a aumentar o
rendimento de extracdo (Henriques et al., 2007). No caso do presente trabalho, foi utilizada
a tecnologia de campo elétrico moderado para auxiliar na extracdo dos carotenoides. Essa
tecnologia serd apresentada em maiores detalhes na secdo 3.4.

3.4. Campo Elétrico Moderado

A aplicacdo de campo elétrico moderado (MEF, do inglés Moderate Electric Field) pode
ser definida como um processo de permeabilizacdo controlado e possivelmente reversivel,
através de aplicacdo de campos elétricos com comprimento de onda arbitrario, de
intensidade que pode variar de 1 até 1000 V/cm (Kulshrestha e Sastry, 2003). A partir do
momento que esse campo é aplicado em células bioldgicas, tais como as de microalgas, ha
um acumulo de cargas elétricas na membrana da célula. O rompimento da membrana
ocorre quando o potencial excede um valor critico de 1 V (Martin-Belloso e Soliva-Fortuny,
2011). Esse rompimento é denominado de eletroporagdo. Como consequéncia, ha um
aumento da permeabilidade da membrana. A eletroporacdao também pode ocorrer pelo
uso do campo elétrico pulsado, que ndo serd analisado neste trabalho.

Vdrios modelos foram criados para tentar explicar esse fendmeno. Entre eles, o mais
aceito é o modelo transiente dos poros aquosos. De acordo com esse modelo, ocorre a
formacao de poros hidrofilicos na bicamada lipidica da membrana da célula quando essa é
exposta a campos elétricos. Dentro da membrana celular, poros hidrofdbicos sdo formados
por flutuagdes térmicas espontaneas da membrana lipidica. Assim, a diferen¢a de potencial
elétrico fornece energia suficiente para que a membrana fosfolipidica se rearranje, de
forma que esses poros hidrofilicos se formem (Vorobiev e Lebovka, 2008).

Como pode-se observar na figura 3.6, dependendo da intensidade do campo elétrico
aplicado, a eletroporacdo pode ocorrer de maneira reversivel, irreversivel ou simplesmente
ndo ocorrer. Se a for¢ca do campo aplicado exceder o valor critico de for¢a de campo Ec, um
potencial na membrana sera induzido (varia de 0,2 a 1,0 V para a maioria das membranas
celulares). Com isso, ha a formagdo de poros, de forma reversivel ou irreversivel,
dependendo da for¢ca do campo elétrico aplicado. Se essa forca for préoxima de Ec, a
permeabilizacdo serd reversivel, de tal forma que a membrana celular possa recuperar sua
estrutura e funcionalidade. Caso o campo seja mais intenso, ha a ocorréncia de
eletroporacao irreversivel, resultando na desintegracdo da membrana e perda de sua
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viabilidade. Se o campo tiver intensidade menor que E., ndo havera a formacao de poros
(Donsi et al., 2010).

E<Ec
+ + - + -
= ] e |
* = - =
ELETRODO
E>Ec
CELULA ’
' \ - +ff- *h— _
CrroPLASMA S <= - - =
= +_ T
MEMBRANA MEIO | REVERSIVEL
POROS
\ E>>Ee
+= -
+ = +4- =
= V= + - 3
+7 = + 0=
+a- * -
IRREVERSIVEL

Figura 3.6: Representacdo da eletroporagdo. Fonte: Adaptado de Donsi et a/ (2010)
O processo de eletroporagdo consiste das seguintes etapas (Donsi et al., 2010):
e carga e polarizacdo das membranas (processo que dura em torno de 1pus);

e desestabilizacdo temporal e criacdo de poros (ocorre em faixas de tempo de
aproximadamente 10 ns);

e expansdo e agregacdo dos diferentes poros (pode demorar de centenas de
microssegundos a milissegundos);

e fechamento dos poros que ocorre apds a aplicagdo do campo elétrico (duracdo
de segundos até horas).

De Oliveira et al. (2015) estudaram a extracdo de pectina da casca do maracuja a partir
de campo elétrico moderado. Os autores concluiram que a aplicacdo do campo é uma
alternativa eficiente, rdpida e ecologicamente correta para a extracao, principalmente para
pectinas com alto grau de esterificacdo e concentracdo de acido galacturénico maior que
65g/100g de pectina. Além disso, segundo os autores, a utilizacdo de MEF como uma etapa
de pré-tratamento pode ser uma alterativa para aumentar o rendimento do processo de
extracdo, ja que o campo imp&e um aumento na permeabilidade.

Kusnadi e Sastry (2012) estudaram o efeito do campo elétrico na difusdo de sal em
tecido de vegetais. Os autores chegaram a conclusdo que o coeficiente de difusdo do sal
aumentou significativamente com o aumento da temperatura e da forca do campo elétrico.
Também foi concluido que é possivel usar o MEF para melhorar a difusdo do sal sem
tratamento térmico. Porém, a combinacdo do tratamento térmico e de MEF é mais efetiva
com relagdo a cada um dos processos aplicados separadamente. Os autores também
apontam que houve uma diminui¢do da energia de ativagdo da difusividade quando foram



14 DEQUI / UFRGS — Eduardo Antonio Merlo

utilizados campos elétricos mais intensos, indicando que o papel da temperatura é menor
no aumento da difusividade quando comparado ao campo elétrico de maior intensidade.

Kulshrestha e Sastry (2010) avaliaram a mudanca da permeabilidade dos tecidos da
beterraba com a aplicagdo de campo elétrico moderado. Os autores concluiram que a
aplicacdo do MEF a baixas tensGes aumentou a difusividade sem ocasionar danos
permanentes na célula. Assim, segundo os autores, tratamentos com baixa energia podem
ser utilizados para aumentar a difusividade em tecidos vegetais.
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4 Materiais e Métodos

Este capitulo ird abordar o procedimento para a realizacdo dos experimentos de
extracdo de carotenoides de microalgas assistido por campo elétrico moderado (MEF), bem
como a realizacdo dos experimentos controle. Também serdo abordadas as metodologias
utilizadas para realizacdo da extracdo exaustiva e o método de quantificacdo da
concentragdo de carotenoides totais. Os experimentos utilizando MEF e os experimentos
controle foram realizados em duplicata.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Tecnologia e Processamento de
Alimentos (LATEPA) e na Central Analitica, ambos localizados no Departamento de
Engenharia Quimica da UFRGS.

A biomassa foi disponibilizada pelo laboratdrio de BioEng do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos (ICTA).

4.1 Preparo da biomassa

4.1.1 Ajuste da condutividade elétrica e lavagem

A primeira etapa para a realizacdo do experimento consistiu na pesagem da biomassa.
Foram pesados 4 gramas de microalgas liofilizadas em um béquer de 100 mL e o valor exato
foi anotado. Uma vez que o cultivo das microalgas foi realizado em meio de alta
concentracdo salina (34 g/L), foi necessario a retirada do sal. Esse procedimento foi
necessdrio para que fosse possivel manter, durante a aplicacdo do MEF, a temperatura da
amostra até 30+ 2 °C.

Quando se aplica um campo elétrico a uma solucdo, a taxa de aquecimento é
proporcional a quantidade de ions presentes nessa solucao, pois os ions tendem a se mover
conforme é aplicado o campo elétrico. Essa locomocdo gera atrito, gerando calor e
aquecimento (processo denominado aquecimento 6hmico). Quanto maior a quantidade de
fons, maior serd o atrito e maior serd a taxa de aquecimento. Como o experimento foi
realizado a 30 °C, a temperatura precisou ser mantida em torno desse valor. Dessa forma,
foi necessdrio ajustar o valor da condutividade elétrica para que os ions que estdo
presentes na solucdo ndo gerem um aquecimento alto a ponto de ultrapassar o valor de 30
+2 °C. Segundo Sun (2014), condutividades elétricas a partir de 500 uS/cm sdo adequadas
para aplicacdo de campo elétrico moderado e aguecimento 6hmico. Assim, o valor da
condutividade foi ajustado para esse valor.

As lavagens foram realizadas adicionando-se 80 mL de agua destilada ao béquer
contendo as microalgas liofilizadas, seguido de homogeneiza¢do. Esse conteudo foi
dividido em 6 tubos falcon de 50 mL, cada tubo contendo aproximadamente 13 mL do
conteudo inicial da solucdo de microalgas (80 mL), completados com 45 mL de 34gua
destilada, e centrifugados (Sigma, Z-16KL, 10000 g, 10 min, 10 °C). Apds a centrifugacao, o
sobrenadante foi retirado, a biomassa foi homogeneizada novamente em 45 mL de agua
destilada e centrifugada pela segunda vez. A condutividade elétrica do sobrenadante da
segunda lavagem foi monitorada com um condutivimetro (Digimed, DM-3P, Brasil); o valor
esperado era de aproximadamente 200 uS/cm. Se o valor estivesse acima de 500 pS/cm,
seria necessario realizar outra lavagem. Caso o valor de condutividade estivesse abaixo
desse valor, o sobrenadante era retirado.
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Apds retirada do sobrenadante, a biomassa foi ressuspendida em 60 mL de agua e 20
mL de etanol (25 % de etanol) e a condutividade elétrica foi ajustada com solucdo de NaCl
(2 g/L) até o valor de 500 puS/cm para realizagdo do pré-tratamento de extragdo.

4.2 Pré-tratamento de extrag¢do — aplicagdao de campo elétrico moderado

O aparato experimental utilizado para realizagdo dos experimentos de extracdo pode
ser visualizado na Figura 4.1.

Figura 4.1: Aparato experimental utilizado para realizar a extracdo: 1) banho frio; 2)
banho quente; 3) célula de extragdo e agitador magnético; 4) transformador de tensdo; 5)
painel de aquisicdo de dados; 6) computador.

O aparato experimental compreendeu duas células de extracdo: uma delas foi utilizada
no pré-tratamento, com volume de 100 mL (mostrada na Figura 4.1), e a outra de volume
maior, 300 mL, utilizada durante a etapa difusiva. Ambas as células sdo em vidro Pyrex e
encamisadas. Além disso, o sistema contou com um banho frio (LAUDA, Alpha RA 12,
Alemanha), um banho quente (Polystat, Cole-Parmer, USA), um agitador magnético (/KA C-
MAG, HS 10, Alemanha), um transformador (0 a 220 V) (Sociedade Técnica Paulista LTDA,
Varivolt, Brasil), um medidor de temperatura Pt-100 (Novus, Brasil) e dois eletrodos de
titanio.

A tensdo escolhida foi de 180 V, pois o objetivo de aplicacdo do campo elétrico foi
aumentar o rendimento da extragao e, conforme mencionado no Capitulo de Revisdo
Bibliografica, quanto maior a tensdo aplicada, maior o dano a estrutura celular. Além disso,
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diferentes valores de tensdo foram avaliados em estudo anterior e o valor de 180 V se
mostrou o mais adequado para a extracdo de carotenoides. Como explicado
anteriormente, com a passagem de corrente elétrica hd um aquecimento da amostra
(aquecimento 6hmico). Como o experimento foi realizado a 30 °C, realizou-se a passagem
de dgua pela camisa da célula para que a temperatura fosse mantida na faixa desejada.
Para tanto, o banho frio foi ajustado para 5 °C.

ApOds a etapa de lavagem e ajuste da condutividade elétrica, a célula de extracdo, que
possui uma camisa de troca térmica, foi conectada ao banho frio através de mangueiras e
o fluxo do banho de resfriamento foi ligado (juntamente com a agitacdo magnética), para
gue a amostra ficasse na temperatura de 6 + 1 °C. Depois de a solugdo ter atingido essa
temperatura, o experimento foi iniciado. A partir do momento em que a tensao foi ajustada
para 180 V, marcou-se o tempo com um crondmetro. Na etapa de pré-tratamento,
retiraram-se amostras de 15 mL (tubos falcon de 15 mL) nos tempos 1, 5 e 10 minutos.

4.3 Etapa difusiva

Uma vez terminada a etapa de pré-tratamento, a solucdo contendo a biomassa foi
transferida para uma célula de extracdo de volume maior. Nessa etapa, foram adicionados
etanol e agua, de tal forma que a concentracdo final de etanol fosse de 75 %. A partir do
momento em que o etanol foi adicionado, o tempo foi cronometrado novamente até 50
min. O banho quente, ja pré-ajustado para 30 °C, foi conectado na célula, para que a
solugcdo se mantivesse nessa temperatura. Os tempos de coleta de amostra foram os
seguintes: 0, 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 minutos. De maneira similar a etapa de pré-
tratamento, foram coletados 15 mL de amostra em cada ponto.

4.4 Experimentos controle

A fim de avaliar a influéncia do campo elétrico moderado como etapa de pré-
tratamento na extragao de carotenoides de microalgas, é necessario um controle para que
se possa eliminar a influéncia da temperatura na extracdo. Para tanto, os experimentos
controle foram realizados de tal maneira que os perfis de aguecimento fossem iguais aos
perfis de aguecimento dos experimentos com campo elétrico moderado.

O experimento controle de extracdo de carotenoides foi realizado de maneira similar
ao experimento com campo elétrico. Ao invés de serem utilizados eletrodos, utilizou-se um
banho quente para simular o aquecimento gerado pelo campo elétrico. Para igualar os
perfis, foram realizados varios testes, nos quais foram alterados varios fatores, entre eles:
temperatura do banho quente, temperatura do banho frio e tempo em que a temperatura
do banho quente foi alterada.

Para tanto, a célula de extracao, contendo a biomassa, foi conectada ao banho frio até
a temperatura da amostra atingir 6 £ 1 °C. Uma vez atingido o equilibrio térmico, trocou-
se o banho frio pelo banho quente. No instante da troca, foi cronometrado o tempo para a
etapa de pré-tratamento. No instante de 1 minuto e 30 segundos (ou quando a
temperatura da biomassa atingiu 15 °C), aumentou-se a temperatura do banho quente
para 32 °C. Os tempos de coleta foram os mesmos do experimento com campo elétrico
moderado. O procedimento realizado para a etapa difusiva foi realizado da mesma maneira
do que o realizado nos experimentos com campo elétrico moderado. A comparacdo entre
os perfis de temperatura do experimento de extracdo com campo elétrico moderado e do
controle esta apresentada na Figura 4.2.
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Figura 4.2: Comparagdo entre os perfis de temperatura quando utilizando o campo
elétrico moderado e banho quente (controle) para aquecimento.

Como se pode notar, o perfil do experimento controle ficou similar ao perfil de
temperatura do experimento com campo elétrico moderado. Assim, a extracdo de
carotenoides serd majoritariamente afetada pela acdo do campo elétrico moderado.

4.5 Preparo das amostras para andlise

4.5.1 Centrifugagdo, filtragdo e armazenamento

Depois de as amostras terem sido coletadas, elas foram centrifugadas (Sigma, Z-16KL,
10000 g, 20 minutos, 10 °C) para separar o sobrenadante (contendo os carotenoides
extraidos) da biomassa. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado a vacuo com filtro de 0,45
pum. A etapa de filtracdo foi necessaria para garantir que nenhum sélido tenha ficado no
sobrenadante liquido, podendo ocasionar erro nas andlises. Entre as filtragdes, foram
realizadas lavagens com alcool 70 % para garantir que a amostra seguinte ndo carregasse
carotenoides da amostra anterior. Depois de filtrada, as amostras foram guardadas em
frascos identificados e armazenados na geladeira. Como os carotenoides sdo sensiveis a luz
e a temperatura, o armazenamento na geladeira foi necessario, pois as analises ndo foram
realizadas no mesmo dia do experimento. Na Figura 4.3, é possivel visualizar o aspecto final
dos extratos contendo os carotenoides.
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Figura 4.3: Visualizagdo do aspecto final das amostras.

4.6 Analise do teor de carotenoides

A andlise de carotenoides foi realizada de acordo com a metodologia apresentada por
Rodriguez-Amaya (2001), com modificacGes. A seguir serdo apresentadas as etapas da
andlise detalhadamente.

Para avaliar os diferentes tempos de extracdao foram selecionados tempos distintos,
tanto na etapa de pré-tratamento, quanto na etapa difusiva. Os tempos escolhidos no
experimento de controle foram os mesmo do campo elétrico.

Na etapa de pré-tratamento, foram escolhidos os tempos 1 e 10 minutos. Na etapa
difusiva, escolheram-se os tempos 0, 5, 30 e 50 minutos. Para cada tempo escolhido, a
anadlise foi feita em triplicata.

4.6.1 Saponificagdo

Quando se faz a extracdo de microalgas com etanol, vdrios componentes, além de
carotenoides, sdo extraidos. Entre eles podemos citar lipidios e principalmente clorofilas.
Como o objetivo do presente trabalho é apenas a quantificacdo de carotenoides, esses
componentes que sdo extraidos podem gerar erros na hora de fazer a leitura no
espectrofotémetro (serd explicado no Capitulo 4.6.4). Para evitar que isso aconteca, é
realizada a saponificacdo das amostras, garantindo assim que apenas carotenoides estejam
presentes na amostra. A saponificacdo promove a hidrdlise alcalina dos lipidios, assim
como a hidrélise das clorofilas.

Foram pesados aproximadamente 3 gramas do extrato etandlico em frascos dmbar
(para evitar contato com a luz) e anotado o valor exato de cada pesagem. A seguir, foi
adicionada, em cada frasco, 3 mL da solucdo de saponificacdo (KOH-Metanol, 10 %). A
reacdo de saponificacdo foi realizada overnight (17 horas). A andlise foi realizada em
triplicata.

4.6.2 Lavagem da amostra apds a saponificagdo

Antes de realizar a quantificacdo do teor de carotenoides, foi necessario retirar os
interferentes, que agora estdo solubilizados na solucdo de saponificacdo, evitando, desta
forma, erros, conforme discutido anteriormente. Esse procedimento é realizado em funis
de separac¢do, mostrado na Figura 4.4. Foram adicionados aproximadamente 15 mL de 4gua
destilada no funil e, em seguida, foram adicionados 30 mL de éter (éter etilico e éter de
petréleo, 1:1). Essas etapas foram realizadas para que, quando o extrato contendo os
carotenoides fosse levado ao funil de separacao, ocorresse a dissolucdo das moléculas de
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carotenoides na fase éter e de compostos mais polares na fase aquosa. Utilizaram-se dois
éteres, pois, dependendo do carotenoide, ele sé serd capaz de ser dissolvido por solvente
de polaridade similar. O éter etilico, mais polar, dissolvera majoritariamente os
carotenoides polares, enquanto que o éter de petréleo, sendo apolar, ird dissolver os
carotenoides apolares.

Figura 4.4: llustracdo da lavagem nos funis de separacao.

Em seguida, a amostra foi adicionada ao funil de separacdo com pipeta de vidro.
Adiciona-se adgua destilada até o funil ficar praticamente cheio. A solucao de saponificacdo
ficara na fase aquosa. Por ser mais densa, a agua é retirada pela torneira, assim eliminando
a solucdo que contém os interferentes. Normalmente, sdo feitas duas lavagens. Caso o pH
da solucdo de descarte ainda esteja alcalino, se procede com mais uma lavagem. Retira-se
a fase aquosa o maximo possivel sem perder a fase éter. O solvente foi coletado em um
erlenmeyer contendo duas espatulas do agente secante sulfato de potdssio para remover
possiveis gotas de dgua. O funil é lavado com um pouco de éter para garantir que nenhum
carotenoide tenha sido perdido. A solucdo é entdo transferida para o baldo do rota-
evaporador, tomando cuidado para nao transferir o sal nem perder amostra.

4.6.3 Preparo das solugées para a leitura no espectrofotémetro de absorgcdo

O éter presente nos baldes foi evaporado no rota-evaporador (banho do rotaa30°Ce
banho de resfriamento a 7 °C). Os carotenoides, que agora estdo na parede do baldo, sdo
dissolvidos com pequenas quantidades de etanol com auxilio de um banho de ultrassom.
A seguir, o etanol contendo os carotenoides é transferido para um baldo volumétrico. Esse
procedimento é realizado tantas vezes quantas forem necessarias para que todos os
carotenoides tenham sido dissolvidos, isto é, até o etanol presente no baldo ficar
transparente. Depois de o baldo volumétrico ter sido completado com etanol, a amostra é
vertida nas cubetas para proceder com a leitura no espectrofotémetro.

4.6.4 Leitura no espectrofotémetro

As amostra foram lidas em espectrofotometro de absorgdo UV-VIs (PG Instruments Ltd.,
T80 UV-Vis, United Kingdom) em solucdo de etanol. A determinacdo do teor de
carotenoides foi realizada por medidas de absorbancia dos extratos, de acordo com a
Equacdo 4.1, na qual Abs é a absorbancia medida, v é o volume de etanol utilizado na
ressuspensao (mL), V é o volume de liquido (etanol + agua) no instante da coleta da
amostra, Ac é coeficiente de absorc¢do da luteina em etanol (2550), m: é a massa total de
biomassa utilizada no experimento de extragdo (g), F é o fator de perda de massa a cada
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retirada de amostra e m; é a massa do extrato etandlico retirado para analise. A
concentragdo de carotenoides foi expressa em pg de luteina equivalente/g amostra.
Abs v.10000 V

Concentracao de carotenoides = — e (4.1)
. T 2

De acordo com essa equacao, para cada tempo de coleta existem diferentes fatores e
diferentes volumes do extrato. Isso é demonstrado na tabela 4.1.

Tabela 4.1: Fator de perda de massa e volume do extrato na hora da coleta para os
extratos coletados.

Tempo (min) Fator Volume do extrato
na hora da coleta
(mL)
Pré-tratamento
1 0 80
10 1,60 50

Etapa difusiva

0 2,29 255
5 2,77 210
30 3,53 165
50 4,31 135

Conforme apresentado na Tabela 3.3 da sec¢do 3.1.2, o carotenoide majoritario da
microalga Chlorella é a luteina. Assim, o teor de carotenoide é calculado no pico da luteina,
gue se encontra em aproximadamente 450 nm. Além da leitura do pico, é feita uma
varredura de 750 a 400 nm, ndo apenas para ver o comportamento da absorbancia em
diferentes faixas de comprimento de onda, mas também para verificar se ndo houve
interferéncia de clorofilas.

4.7 Extracao exaustiva

A fim de determinar o conteldo total de carotenoides da microalga Heterochlorella
luteoviridis, foi realizada uma extracdo exaustiva, em triplicata. Essa extracdo foi realizada
de acordo com a metodologia apresentada por Mandelli et al. (2012) com algumas
modificacdes. A biomassa foi macerada com acetato de etila seguido por acetona e
centrifugacdo. Esse procedimento se repetiu até que a biomassa ndo apresentasse
coloracdo. Os passos seguintes se deram da mesma maneira que foi enunciado
anteriormente (Secao 4.6).

4.8 Analise de cor

Para complementar o estudo do tempo de extracdo, foram feitas analises de cor nos
extratos (HunterLab, ColorQuest XE, USA). O parametro utilizado para avaliar a cor foi o
AE*, que pode ser interpretado como a diferenca total de cor. O AE* é calculado como a
distancia Euclidiana de dois pontos no espaco tridimensional definido por L*, a* e b*
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(Equacgdo 4.2). O L* se refere a luminosidade (L* = 0 significa cor preta; L* = 100 significa
cor branca). O a* tem coordenadas negativas para cores verdes e positivas para cores
vermelhas. Ja o b* tem valores positivos para cores amarelas e negativos para cores azuis
(Sant'anna et al., 2013).

AE =+JAa?+4b 2% +AL% (4.2)

As amostras que foram analisadas ndo passaram pela etapa de saponificacado, elas
foram analisadas como extratos puros.

4.9 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados coletados foi feita usando software Statistica® (7.0,
Statsoft Inc., Tulsa, USA). Utilizou-se o teste de Tukey e ANOVA para determinar diferencas
significativas com 95% de confianca.
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5 Resultados

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados de concentracdo de carotenoides
totais dos extratos, bem como o rendimento da extracdo em comparacdo com a extracao
exaustiva. Ainda, serdo mostrados os resultados da analise de cor de alguns extratos para
fins comparativos com os resultados da analise de carotenoides.

5.1 Concentracao de carotenoides nos extratos e rendimento de extragao

A partir da analise dos extratos no espectrofotometro foi possivel obter os valores de
absorbancia. Utilizando a Equacdo 4.1, apresentada no capitulo de materiais e métodos,
calculou-se a concentracgdo de carotenoides para cada tempo de coleta. Como as analises
foram realizadas em triplicata, calculou-se a média de concentracdo em cada ponto. Os
experimentos de extragao foram realizados em duplicata, calculando-se a média. A partir
dessa média, calculou-se o rendimento de extracdo para cada tempo de coleta a partir do
resultado da extracdo exaustiva. Na Tabela 5.1, sdo mostrados a média das duplicatas dos
experimentos, o desvio padrdo e o rendimento de extracdo para cada ponto analisado. Os
pontos PT 1 e PT 10 representam os tempos 1 e 10 minutos da etapa de pré-tratamento,
respectivamente. Ja os pontos ED 0, ED 5, ED 30 e ED 50 representam os tempos 0, 5, 30 e
50 minutos da etapa difusiva, respectivamente.

Tabela 5.1: Concentragao de carotenoides totais, desvio padrdo e rendimento de
extracdo para diferentes pontos de coleta dos experimentos de extra¢do controle,
utilizando MEF e extracdo exaustiva™®

Concentragao de carotenoides
totais (pg de luteina equivalente/g Rendimento de
amostra) extracao
Ponto de
Coleta Controle MEF Controle MEF
PT1 3,895+ 0,12 4,19% + 0,12 0,23% 0,25%
PT 10 8,175+ 1,10 8,045+ 1,22 0,48% 0,47%
EDO 556,73+ 13,32 617,0°+ 15,27 32,62% 36,15%
ED5 524,42 + 868 832,16%®°+ 19,12 30,67% 48,76%
ED 30 717,22% +36,68  882,59%" +8,3 42,03%  51,72%
ED 50 807,09% +31,72 976,25+ 47,59 47,29%  57,21%
Extracdo 1706,55 + 0,11
exaustiva

*média tdesvio padrdo; amostras com a mesma letra mintscula na mesma coluna ndo apresentam
diferenca significativa (p > 0,05); amostras com a mesma letra maiuscula em colunas diferentes ndo
apresentam diferenca significativa (p > 0,05).

A andlise desta tabela revela que ndo houve diferenca significativa entre os pontos ED
50 e ED 30 do experimento de extracao via MEF. Esse mesmo comportamento acontece no
experimento controle. Fazendo a comparacdo entre mesmos pontos de coletas dos dois
experimentos, nota-se que para os pontos ED 5, ED 30 e ED 50, nenhum deles é
estatisticamente igual evidenciando que o campo elétrico de fato proporciona uma melhor
extracdo. Por exemplo, no ponto ED 5 do controle, o teor foi de 524,42 ug de luteina
equivalente/g amostra, enquanto no campo elétrico foi de 832,16 pg de luteina
equivalente/g amostra. Os pontos ED 30 e ED 5 do campo elétrico sdo estatisticamente
iguais, indicando que a maior parte dos carotenoides foi extraida no comego da etapa
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difusiva, comportamento que ndo é observado no controle, pois os pontos ED 30 e ED 5
diferem estatisticamente.

Uma possivel explicagdo para esse fendbmeno é o aumento da permeabilidade da
membrana celular gerada pela aplicagcdo do campo elétrico. Como no controle ndo ha esse
aumento, a difusdo é mais demorada. O ponto ED 50 do controle é estatisticamente igual
ao ponto ED 5 do campo elétrico. Isso mostra que o campo elétrico, de fato, promove uma
difusdo mais acelerada. Todos os pontos da etapa de pré-tratamento sdo estatisticamente
iguais, comprovando que a concentracdo de 25 % de etanol nao foi suficiente para extrair
os carotenoides, uma vez que o ponto PT 1 e PT 10 ndo apresentaram diferenca
significativa.

Esses dados sao evidenciados na Figura 5.1, que apresenta a concentracdo de
carotenoides nos extratos em diferentes tempos de coleta.
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Figura 5.1: Concentragao de carotenoides nos extrato em diferentes tempos de coleta.

Com base na Tabela 5.1 e na Figura 5.1, fica claro que a extracao utilizando 25 % de
etanol na etapa de pré-tratamento nao foi suficiente para extrair os carotenoides, pois o
rendimento da extra¢do foi muito baixo. Dessa forma, torna-se necessaria a utilizacdo da
etapa difusiva. Isso é demonstrado na andlise dos pontos PT 10 e ED 0. Por exemplo, para
o campo elétrico, o rendimento de extracdo foi de apenas 0,47 % na etapa de pré-
tratamento. Ja para o tempo 0 minutos da etapa difusiva, ou seja, logo apds a adicdo de
mais etanol, o rendimento foi bem maior, no valor de 36,15 %, indicando que a mudanca
de 25 % para 75 % na concentracdo de etanol na solucdo possibilitou uma melhor
solubilizacdo dos carotenoides. Fazendo uma comparacgdo entre os desvios padrées de
cada ponto de coleta para a etapa difusiva, isto é, uma comparacao entre campo e controle
para o mesmo ponto, fica claro que o campo elétrico de fato promove uma melhor extracdo
em comparacado ao método convencional.

Os resultados de concentracdo dos diferentes extratos analisados durante a etapa
difusiva podem ser visualizados na Figura 5.2, que mostra a concentracao de carotenoides
em funcdo do tempo.
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Figura 5.2: Variacdo da concentracdo de carotenoides da etapa difusiva com o tempo

No primeiro ponto de coleta da etapa difusiva (ED 0), nota-se que a extra¢do auxiliada
por campo elétrico é mais efetiva que pelo método convencional. Como o campo elétrico
promove o aumento da permeabilidade da membrana celular, o efeito da adicdo de mais
solvente de extracdo na etapa difusiva é mais pronunciado para o experimento de campo
elétrico. O ponto ED 5 do controle esta fora da tendéncia; provavelmente foi gerado por
algum erro na hora da analise ou no préprio experimento. Mesmo assim, o método MEF
foi mais efetivo que o controle quanto a extragdo, pelos motivos citados anteriormente.
Esse mesmo comportamento pode ser observado para os demais pontos, evidenciando
gue o campo elétrico moderado de fato ajuda na extracdo dos carotenoides de microalgas.
Essa conclusdo também é apoiada pelos resultados de rendimento da Tabela 5.1. Em todos
os pontos da etapa difusiva, o campo elétrico gerou um rendimento de extracdao maior.

Como ndo foram encontrados estudos de outros grupos de pesquisa a respeito da
extracdo de carotenoides de microalgas utilizando campo elétrico moderado, os resultados
obtidos nesse trabalho serdo comparados com a extracdo utilizando campo elétrico
pulsado. Essa tecnologia é similar ao campo elétrico moderado, porém utiliza tensdes
maiores (> 1kV/cm) do que as utilizadas no campo elétrico moderado (até 1kV/cm).

Parniakov et al. (2015) estudaram o feito do campo elétrico pulsado na extracdo de
compostos de valor nutricional da microalga Nannochloropsis spp. usando solventes
organicos e agua. Eles concluiram que a utilizacdo de campo elétrico pulsado permite uma
extracdo efetiva e com uso de solvente em uma quantidade menor, evitando desperdicio
e incremento de rejeitos. Além disso, notou-se um aumento na extragdo de pigmentos.

Luengo et al. (2014) estudaram o efeito do campo elétrico pulsado na permeabilizacdo
e extracdo de pigmentos de Chlorella Vulgaris. Os resultados obtidos indicaram que o
campo elétrico pulsado tem o potencial de impor uma melhor extracdo dos pigmentos,
sendo que eficacia pode depender de diversos parametros, como por exemplo forca do
campo, tempo de tratamento e tempo decorrido desde a aplicagdo do campo até o



26 DEQUI / UFRGS — Eduardo Antonio Merlo

processo de extracao. Eles ainda comentam que devem ser feitos mais estudos com relacao
as condicGes do processo para ter uma extragdo mais otimizada.

5.2 Analise de cor

Os valores de L*, a* e b* sdo mostrados na tabela 5.2. Esses valores correspondem as
médias dos experimentos feitos em duplicata.

Tabela 5.2: Valores de L*, a* e b* dos experimentos de controle de campo elétrico*.

L* a* b*
Controle MEF Controle MEF Controle MEF
PT5 87,8+0,2% 851+02* | -75+09* -68+0,3* |46,8+1,0° 586%0,5*
ED1 78,1+0,0%° 77,5+0,2% | -20,6+0,0%° -21,1+0,2% |92,9+0,0%° 93,3+1,8%

ED 10 79,2+1,2% 769+0,1% | -21,2+0,1% -21,2+0,3% | 90,2+0,4% 93,5+0,78
ED 20 77,9+0,7% 76,5+0,3% | -22,0+1,08® -21,6+0,28 | 92,2+2,6%8° 93,1+0,3%
ED 40 77,4+0,0% 77,1+0,9% | -21,9+2,0% -21,1+0,0% |91,5+1,1% 93,3+0,8%

ED 50 77,4+0,08> 752+0,0% | -22,8+0,0%° -22,6+0,0%° | 90,4+0,0%° 94,9 + 0,08
*média tdesvio padrao; amostras com a mesma letra minuscula na mesma coluna ndo apresentam
diferenga significativa (p > 0,05); amostras com a mesma letra maiuscula em colunas diferentes nao
apresentam diferenca significativa (p > 0,05).

Como se pode perceber, o valor de b* para o pré-tratamento (PT 5) é menor, ou menos
positivo, que os valores das amostras da etapa difusiva, lembrando que quanto mais
positivo é o valor de b*, mais amarelo sera a solu¢do. Como foi concluido na se¢do 5.1.3, a
etapa de pré-tratamento ndo foi suficiente para extrair os carotenoides e como eles
apresentam coloragdo amarela, é de se esperar que as amostras da etapa difusiva tenham
um valor de b* maior. Como as clorofilas ndo foram separadas para fazer essa analise, os
valores de a* seguem o mesmo padrdo do b* quando comparamos pré-tratamento com a
etapa difusiva (quanto mais negativo é o valor de a*, mais verde é a amostra). Quando é
feita a comparacdo entre pontos da etapa difusiva, nota-se que para nenhum dos
parametros (L*, a*, b*) as amostras diferem-se entre si.

Fazendo o uso da Equacdo 4.2 apresentada na secdo 4.8, calculou-se a diferenca total
de cor entre os pontos ED 1 e ED 50 do experimento de controle e com campo elétrico
moderado. Para o controle, o valor de AE* foi de 3,44 e para os experimentos com campo
elétrico moderado o valor de AE* foi de 3,23. Segundo Gonnet (1998), valores de AE* iguais
ou superiores a 1 representam diferenca de cor detectavel pelo olho humano. Dessa forma,
esses pontos analisados apresentam diferenca de cor que foram perceptiveis a olho nu.

A andlise de cor ndo se mostrou adequada quanto a estimacdo da concentracdo de
carotenoides nos extratos, que possivelmente seria verificada pelo valor de b*, como pdde
ser visto anteriormente no teste de Tukey e na diferenga de cor total. Isso provavelmente
aconteceu devido a interferéncia das clorofilas na analise. Como a concentracdo das
clorofilas em cada tempo coletado ndo foi determinada e como as clorofilas apresentam
absorbancia no pico préximo ao amarelo (Figura 3.1 da revisdo bibliografica), a estimacao
da concentracdo dos carotenoides utilizando a andlise de cor fica dificultada.
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6 Conclusoes e Trabalhos Futuros

Esse capitulo tem o propdsito de apresentar de maneira resumida as principais
conclusGes apresentadas no Capitulo 5, assim como as sugestdes para trabalhos futuros.

A analise da concentracdo de carotenoides totais nos extratos evidenciou que o campo
elétrico moderado proporciona uma extracdao com maior rendimento, quando comparado
ao método convencional (57,21% comparado a 47,29% de rendimento). Isso foi apoiado
pela analise estatistica, que mostrou que o ponto ED 50 do campo elétrico é
estatisticamente diferente do ponto ED 50 do controle. Outra conclusdo gerada foi que o
campo elétrico promove uma difusdo mais rapida, pois o ponto ED 5 do MEF é
estatisticamente igual ao ponto ED 30 do controle. Isso pode ser explicado pela teoria de
eletroporacdo, na qual a aplicacdo de um campo elétrico aumenta a permeabilidade da
membrana celular. Além disso, concentracbes de 25 % de etanol ndo foram suficientes para
extrair os carotenoides, mesmo com o uso de campo elétrico. S6 foi possivel fazer uma
extragdo eficiente com o uso de 75 % de etanol aquoso.

A andlise de cor mostrou que, devido a interferéncia das clorofilas no extrato, nao é
possivel calcular a concentracdo de carotenoides sem utilizar o procedimento descrito
nesse trabalho. Contudo, essa andlise apoiou a conclusdo gerada pela analise da
concentracdo de carotenoides quando se diz respeito ao baixo rendimento de extracdo da
etapa de pré-tratamento; a cor das amostras do PT tem valores de b* menos positivos e de
a* menos negativos que as da etapa difusiva, evidenciando que menos carotenoides e
clorofilas foram extraidas respectivamente.

Para futuros trabalhos, seria interessante realizar os experimentos em temperaturas
diferentes (por exemplo 40,50 e 60 C) para a realizacdo de uma cinética de extrac¢do, assim
determinando os pardmetros da Lei de Arrhenius. Outra possibilidade seria a utilizacdo de
diferentes concentrac¢des de etanol em dgua na etapa de pré-tratamento, e, assim, verificar
gual concentragao de etanol é necessdria para se conseguir uma boa extra¢do nessa etapa.
Também poderia ser aplicado o campo elétrico apenas com dgua no pré-tratamento e
verificar a influéncia desse fator na extracdo da etapa difusiva.
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