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Resumo

Microalgas sdao microrganismos unicelulares e de crescimento rdpido que realizam
fotossintese, necessitando apenas luz, dgua, carbono e alguns nutrientes para o seu
crescimento. Esses microrganismos produzem uma gama de produtos de alto valor
agregado, dentre os quais podem ser destacados os carotenoides. Esses compostos
possuem propriedades antioxidantes, o que os torna interessantes em diversas aplicagdes
industriais. O objetivo do presente estudo foi avaliar a tecnologia de ultrassom e o uso de
n-butanol na extragdo de carotenoides da microalga Heterochlorella luteoviridis. O
ultrassom foi aplicado durante uma etapa de pré-tratamento de extragdo, com
intensidades variando de 0 a 50%, por 10 minutos. Apds o pré-tratamento, realizou-se uma
etapa difusiva, com duracdo de 50 minutos. As extracdes foram realizadas com
concentragdes de n-butanol variando entre 25 e 75 % (v/v). Apds as extragdes, foram
realizadas andlises do teor de carotenoides nos extratos. O rendimento das extracdes foi
calculado com base na quantidade total de carotenoides na microalga, valor obtido através
de extracdo exaustiva da biomassa. Os resultados mostraram uma influéncia positiva da
intensidade do ultrassom no rendimento das extragdes, possivelmente por causar a
ruptura das células, facilitando o contato entre solvente e o material intracelular. Ja a
concentracdo de butanol apresentou uma influéncia negativa, que pode ser explicada pela
baixa polaridade do solvente. Assim, em concentra¢cdes mais baixas de n-butanol, a maior
guantidade de agua no sistema propiciou uma melhor dissolucdo da biomassa além de
aumentar a polaridade do sistema, possibilitando a desestruturacdo da membrana celular
das células, aumentando o rendimento de extracdo. O melhor resultado obtido nas
extracdes foi para o ponto com ultrassom a 50 % e 25 % de butanol, apresentando
rendimento de 41,1 %. A metodologia avaliada no presente trabalho se mostrou uma boa
alternativa para a extracdo de carotenoides de microalgas em comparacdao com o etanaol,
com a utilizagdo de baixas concentragdes de solvente (25 %, v/v).
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1 Introdugdo

Microalgas sdao microrganismos unicelulares e fotossintetizantes, capazes de produzir
biomassa, liberando oxigénio, e sintetizar diversos produtos de alto valor agregado, como
pigmentos, polissacarideos, proteinas e lipideos. Destaca-se, ainda, o apelo sustentavel da
producao de compostos por microalgas, uma vez que os cultivos podem ser realizados em
regides aridas e com utilizacao de agua salobra, ndo competindo por terras araveis com a
producgao de alimentos.

Os pigmentos encontrados nas microalgas sdo divididos em clorofilas, ficobilinas e
carotenoides, com importantes fung¢des celulares, como a absor¢do de luz para
fotossintese, fixagcdo de didxido de carbono e protegdo contra iluminagdao excessiva. Os
carotenoides sao compostos de grande interesse industrial, e possuem aplicagdo como
aditivos em alimentos, em medicamentos e também na industria de cosméticos, com
aplicacdo em cremes de protecdo solar. Ainda, ha diversos estudos recentes relacionando
o consumo de carotenoides com beneficios a salde humana, principalmente devido a
atividade antioxidante desses compostos, que estdao relacionados com a preveng¢ao do
cancer e de doencas degenerativas.

A extragdo de carotenoides normalmente é realizada com solventes organicos téxicos,
como hexano e metanol. Essas metodologias dificultam a aplicacdo industrial desses
compostos, uma vez que etapas de evaporacdo do solvente e purificacdo do composto de
interesse devem ser realizadas para aplicacdo em alimentos ou na industria farmacéutica,
por exemplo. Dessa forma, metodologias alternativas vém sendo estudadas com o objetivo
de minimizar os gastos energéticos e utilizar solventes sustentaveis e menos agressivos.

Nesse contexto, no presente trabalho foi avaliada uma metodologia alternativa de
extragdo de carotenoides da microalga Heterochlorella luteoviridis com a aplicagao de um
pré-tratamento com ultrassom e usando n-butanol como solvente de extracdo.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o uso de n-butanol e a tecnologia de
ultrassom na extracdo de carotenoides da microalga Heterochlorella luteoviridis.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do trabalho foram:

e realizar o pré-tratamento de extracdo com a utilizacdo do ultrassom,
determinando a melhor condicdo de operacao (intensidade do ultrassom);

o determinar a melhor concentragao do solvente n-butanol para a extragao;

e comparar o n-butanol como solvente de extracao de carotenoides da microalga
em questdo com o etanol, ja utilizado em trabalhos anteriores seguindo a
mesma metodologia.



DEQUI / UFRGS — Felipe Todescat 3

3 Revisao Bibliografica e Fundamentac¢ao Tedrica

3.1 Microalgas

As microalgas sdo organismos unicelulares, em sua maioria eucariontes e que realizam
fotossintese, produzindo biomassa utilizando luz solar, dgua, didéxido de carbono e alguns
nutrientes como fdsforo e nitrogénio. O interesse no estudo das microalgas tem
aumentado em funcdo do apelo sustentavel desses microrganismos: os cultivos de
microalgas ndo competem com a producdo agricola por terras araveis ou agua, podendo
ser realizados em terras improdutivas, até mesmo aridas e com utilizacdo de dgua salgada,
necessitando, porém, de boa incidéncia de luz solar (Borowitzka & Moheimani, 2013; Leu
& Boussiba, 2014).

Além disso, é possivel a obtengao de diversos produtos de alto valor agregado a partir
destes microrganismos, como pigmentos, polissacarideos, proteinas e lipideos (Koller,
Muhr, & Braunegg, 2014; Leu & Boussiba, 2014). Dentre esses compostos, os lipideos tém
sido estudados, principalmente, para a producdo de biodiesel; as elevadas concentracdes
de lipideos encontradas nas células de algumas espécies de microalgas (de 20 a 50 % da
massa seca), associadas as elevadas taxas de crescimento, tornam esses microrganismos
interessantes para essa finalidade. Outra vantagem na produ¢do de biocombustiveis a
partir de microalgas é o fato de que a area de plantio necessaria é significativamente
inferior quando comparada com outros vegetais para um mesmo rendimento (Brennan &
Owende, 2010; Chisti, 2007). Ainda, é importante ressaltar que algumas espécies de
microalgas sintetizam acidos graxos dos tipos w-3 e w-6, que possuem aplicagdo como
aditivos na industria de alimentos, bem como em suplementacdo alimentar direta
(Spolaore, Joannis-Cassan, Duran, & Isambert, 2006).

A respeito dos pigmentos constituintes das microalgas pode-se dizer que estes
possuem importantes fung¢des nas células, como a absorcao de luz para fotossintese,
fixacdo de CO; e protecao da célula contra iluminagao excessiva. Ainda, esses compostos
determinam a coloracgdo das espécies e sao divididos em trés grupos principais: clorofilas
(verdes), carotenoides (com cores que variam de tons amarelados a vermelho) e ficobilinas
(vermelhas ou azuis). As ficobilinas podem representar até 8 % do peso seco de algumas
espécies, enquanto que a quantidade de carotenoides varia entre 0,1 a 0,2 %, podendo o
conteudo de B-caroteno atingir até 14 % em alguns casos. Ja para as clorofilas, esse valor
fica em torno de 0,5 a 1,0 % (Kim, 2015; Koller et al., 2014). A seguir, sdo apresentados
maiores detalhes sobre os carotenoides, pigmentos estudados no presente trabalho.

3.2 Carotenoides

Os carotenoides pertencem a um grupo de pigmentos organicos sintetizados
naturalmente por organismos fotossintetizantes, como plantas, algas e alguns fungos e
bactérias, sendo responsaveis pelas coloracdes em tons de amarelo, laranja e vermelho.
Também sdo encontrados em frutas, folhas, verduras e também em animais aquaticos, que
se alimentam de plantas que contém tais pigmentos. Alguns exemplos de alimentos que
contém carotenoides sdo: milho (luteina), cenoura (a e B8-caroteno) e tomate (licopeno).
No entanto, vegetais de outras coloracdes também podem apresentar esses compostos. O
que ocorre, nesses casos, € que os carotenoides acabam sobrepostos por outros
pigmentos, como as clorofilas (Fennema, 2007).
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Até o momento, mais de 700 estruturas diferentes de carotenoides foram identificadas,
sendo algumas delas exemplificadas na Figura 3.1. Como é possivel observar, as estruturas
dessas moléculas possuem, em geral, uma cadeia de 40 carbonos, sendo possiveis
diferentes conformacdes, o que ajuda a explicar o grande nimero de compostos diferentes
(Fennema, 2007).
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Figura 3.1: Estrutura quimica de alguns carotenoides. Fonte: Ambrésio, Campos, & De
Faro (2006).

Os carotenoides sao divididos em dois grupos: os carotenos e as xantofilas. Os primeiros
correspondem aos hidrocarbonetos, altamente apolares, como o licopeno e o 8-caroteno.
As xantofilas, por sua vez, sao formadas através de hidroxilacdo ou epoxidacao dos
carotenos, tendo a presenca de dtomos de oxigénio em suas moléculas e, portanto,
apresentam caracteristicas mais polares do que o grupo anterior. Exemplos de xantofilas
sdo a luteina e a criptoxantina (Ambrésio et al., 2006). Apesar dessa divisdo, ambas as
classes sdo consideradas lipofilicas, sendo os compostos solUveis em éleos e solventes
organicos (Fennema, 2007).

Os comprimentos de onda de absorcdo dos carotenoides variam entre 350 a 500 nm, o
gue ocasiona suas respectivas coloracées. Nessa faixa, as clorofilas ndo conseguem
absorver energia solar, ao contrario dos carotenoides, que transferem a energia as
clorofilas. Assim, os carotenoides sdo considerados pigmentos auxiliares da fotossintese
nas plantas. Além disso, esses pigmentos também atuam como uma espécie de inibidores
da luz solar quando em excesso, protegendo as células através da captura de radicais livres,
uma vez que apresentam caracteristicas antioxidantes (Koller et al., 2014).

Ainda sobre os espectros de absorcdo dos carotenoides, em geral, cada um apresenta
trés picos de absorc¢do, que variam de acordo com o solvente utilizado, sendo que quanto
maior o numero de duplas ligacGes conjugadas na molécula, maiores sdo os comprimentos
de onda absorvidos pelo carotenoide. O licopeno, por exemplo, é o carotenoide que
absorve nos maiores comprimentos de onda por ser o composto mais insaturado e aciclico,
com 11 liga¢des duplas conjugadas. Os picos de absorc¢ao do licopeno quando dissolvido
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em éter de petrdleo sdo 444, 470 e 502 nm (Rodriguez-Amaya, 2001). A Figura 3.2 faz uma
comparacdo entre os espectros de diferentes carotenoides nesse solvente.

Absorbance

350 400

450
Wawvelength (nm)

Figura 3.2: Comparacdo entre os espectros de absorcdo de diferentes carotenoides,
sendo (---) licopeno, (- - -) y-caroteno, (-.-.-) B-caroteno e (...) a-caroteno. Fonte:
Rodriguez-Amaya (2001).

3.2.1 Carotenoides na saude humana

O potencial antioxidante dos carotenoides é uma das mais importantes caracteristicas
atribuidas a esses compostos. Esta capacidade de serem facilmente oxidados decorre das
ligacGes duplas conjugadas entre carbonos nas moléculas, possibilitando a captura dos
oxigénios singletes e radicais livres presentes no meio. A energia dos singletes excitados é
absorvida pela cadeia do carotenoide, que fica num estado de triplete, voltando a
estabilidade com a liberacdo do excesso de energia em forma de calor (Sun, Li, Zhou, &
Jiang, 2015).

De todos os carotenoides antioxidantes, a astaxantina se destaca, sendo considerada
um 6timo antioxidante natural. Além disso, a astaxantina ajuda a proteger a pele da foto-
oxidacdo produzida por raios ultravioleta, sendo utilizada em cremes de protecdo solar, e
também auxilia na producdo de anticorpos, na prevencao do cancer e em terapias contra
tumores (Koller et al., 2014).

O B-caroteno também pode ser citado como um importante carotenoide, participando
da sintese na retina para geracdo de rodopsina (proteina essencial para a visdo em
condicGes de baixa luminosidade, cuja falta pode causar a cegueira noturna) e sendo um
dos precursores da vitamina A, motivo pelo qual é utilizado como suplemento vitaminico.
Ainda, devem ser mencionadas a luteina e a zeaxantina, atuantes na prevencdo da
degeneracdo macular e da catarata (Koller et al., 2014). A seguir sdao apresentados mais
detalhes sobre a luteina, carotenoide majoritdrio da microalga estudada no presente
trabalho.
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3.2.2 Luteina

A microalga utilizada no presente estudo (Heterochlorella luteoviridis) apresenta a
luteina como carotenoide majoritdrio (68,7 % do conteudo total de carotenoides)
(Jaeschke, Menegol, Rech, Mercali, & Marczak, 2016). Além da luteina, a zeaxantina e o 8-
caroteno estdo presentes em quantidades significativas (19,5 e 14,8 % do total,
respectivamente).

Do grupo das xantofilas, com caracteristicas mais polares, a luteina esta presente em
diversas frutas, vegetais e flores, tendo como maior fonte comercial a flor de caléndula,
gue contém de 0,6 a 2,5 % de xantofilas em base seca, das quais cerca de 88 a 92 % sao
zeaxantina e luteina, sendo esta o carotenoide majoritario (Tsao, Yang, Young, Zhu, &
Manolis, 2004). A flor de caléndula, porém, apresenta diversas restricdes no que concerne
a extracdo do composto em questdo, uma vez que sua producdo depende de fatores como
estacdo do ano e drea para cultivo. Dessa forma, as microalgas se mostram como uma
alternativa importante para as fontes de luteina (Sun et al., 2015).

A luteina, como foi abordado na secdo anterior, tem importante funcdo antioxidante
para o organismo humano, principalmente em relacdo a visdo, uma vez que é um
constituinte da retina. Ainda, estudos mostram inibicdo pela luteina da oxidacdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL — low-density lipoprotein), sendo responsavel por
interromper o avango de doencas cardiovasculares, além de que uma dieta com ingestdo
desse carotenoide também tem efeito na prevencdo de aterosclerose em estdagios iniciais
(Sun et al., 2015).

A respeito do espectro de absorcdo da luteina, a Tabela 3.1 relaciona diferentes
solventes com seus picos de absorcdo para a luteina, sendo o comprimento de onda
intermediario o que apresenta absorbancia mais elevada. Na se¢do seguinte sera abordada
a analise de carotenoides, bem como a escolha do comprimento de onda adequado para
tal.

Tabela 3.1: Comprimentos de onda de maxima absorcdo da luteina para diferentes
solventes. Adaptado de Rodriguez-Amaya, (2001).

Solvente Comprimento de onda maximo (nm)
Cloroférmio 435 458 485
Etanol 422 445 474
Eter de Petrdleo 421 445 474

3.3 Extragdo de carotenoides

Tradicionalmente, a extracdo de carotenoides tem sido realizada através da utilizacdo
de solventes orgéanicos, tais como hexano, éter de petréleo e metanol, com elevada
toxicidade. Dessa forma, novos estudos vém sendo desenvolvidos na tentativa de buscar
solventes menos agressivos.
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Nos processos de extracao, além da escolha de um solvente adequado, com afinidade
com o composto a ser extraido, também se faz necessdria a selecdo de um tempo de
extragdo adequado, para obter rendimentos satisfatérios. Na maioria das vezes, quanto
menos agressivo for o solvente, maior deverd ser o tempo de contato. Isso pode ser
intencional, de forma a ndo danificar os componentes de interesse, como ocorreria com a
utilizagao de algum composto mais agressivo (Henriques, Silva, & Rocha, 2007).

Além disso, podem-se utilizar métodos de pré-tratamentos de extracado, que se dividem
basicamente em dois grupos: mecanicos e ndao mecanicos. Como exemplos de métodos
mecanicos, pode-se citar a aplicacdo de ultrassom e também técnicas de choque térmico,
com congelamento e descongelamento do material, o que pode ser feito de forma lenta
ou rdpida. Ja no caso dos métodos ndao-mecanicos, a desestabilizacdo da célula ocorre
quimicamente, pela interagdo com o solvente utilizado (Henriques et al., 2007).

No presente estudo, em busca de solventes alternativos e mais sustentaveis do que os
organicos comumente utilizados, foi escolhido o n-butanol, uma vez que este pode ser
produzido de forma sustentdvel por fermentacdo bacteriana e existem poucos registros na
literatura acerca de sua utilizacdo na extracao de carotenoides. Dessa forma, o n-butanol
pode competir com o sintético no mercado quimico, além de ser também um melhor
biocombustivel quando comparado com o bioetanol, por apresentar maior densidade
energética e desempenho. Seu custo de producdo, porém, ainda é elevado para ter um
preco competitivo industrialmente (Green, 2008).

Ainda, segundo Green (2008), o caminho convencional para produgao de biobutanol é
por via da fermentacdo ABE, que leva esse nome por gerar, principalmente, acetona,
butanol e etanol. Nesse processo, bactérias do género Clostridia sdo utilizadas para
converter carboidratos (agclcares ou amido) nos solventes em questdo. Em seus estudos
acerca do biobutanol, Kumar & Gayen (2012) concluiram que uma boa solug¢do para um
aumento de producdo é a introducdo de genes produtores de butanol das bactérias
Clostridia em organismos bastante tolerantes a esse solvente. H4, também, tentativas de
producdo aerdbica com organismos geneticamente modificados, como Escherichia coli e
Saccharomyces cerevisiae.

Apesar de haver pouca informacdo na literatura acerca da utilizacdo de butanol para
extracdo de carotenoides, o t-butanol ja foi utilizado por Mulchandani & Kar (2015) na
extracdo de lipideos de Chlorella saccharophila utilizando homogeneizacdo de alta pressao
seguida por particdo em trés fases (TPP, na sigla em inglés). Nesse procedimento, um
maximo de 89,91 + 3,69 % (m/m) de lipideos pode ser recuperado, sendo que também
foram obtidas proteinas como subproduto.

Além disso, Martinson & Plumley (1995) utilizaram sec-butanol e n-butanol na extracado
de pigmentos e lipideos de algumas microalgas e compararam os rendimentos de ambos
os solventes através da fluorescéncia induzida pela clorofila extraida. A diferenca entre os
dois solventes foi significativa, com o sec-butanol extraindo 98 % e o n-butanol apenas 37
% do conteudo total de clorofila da microalga Chlamydomonas reinhardtii.

Na Tabela 3.2 estdo mostradas as solubilidades em agua e hexano de alguns alcoois,
para fins de comparacado entre suas polaridades, e, como esperado, a tendéncia é que as
moléculas apresentem uma caracteristica mais apolar conforme a cadeia carbdnica
aumenta.
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Tabela 3.2: Solubilidade de alguns alcoois em agua e hexano. Adaptado de Martins,
Araujo, & Bittencourt (2013).

Solubilidade (g/100 g de solvente)

Substancia

Agua* Hexano
Metanol oo 3,8
Etanol oo oo
Propanol oo oo
n-Butanol 7,9 oo
s-Butanol 12,5 oo
t-Butanol oo oo
n-Pentanol 2,3 oo

* em g de alcool / 100 g de solvente a 20 °C. O simbolo e significa que a substancia é completamente
miscivel no solvente.

3.4 Ultrassom como método de pré-tratamento de extragdo

O uso de tecnologias como o ultrassom no pré-tratamento de processos de extracao
tem sido bastante estudado, uma vez que a aplicacdo dessa tecnologia facilita o contato
entre o solvente e o material, através do fenébmeno de cavitacdao (Figura 3.3). Esse
fenbmeno é caracterizado pela formacdo de microbolhas devido a zonas de compressao e
rarefacdo, ocasionadas pela passagem de ondas ultrassénicas em meios liquidos. Essas
microbolhas podem atingir um tamanho critico e entrar em colapso de maneira rdpida.
Com o rompimento das bolhas, sdo geradas regides de altas pressdes e temperaturas
locais, fornecendo energia suficiente ao sistema para danificar a estrutura da matriz
utilizada no processo de extracdo (Ma et al., 2014).
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Figura 3.3: Esquematizacdo da cavitacdo. Adaptado de Soria & Villamiel (2010).

A Figura 3.4 compara uma célula de microalga Chlorella sp. antes e apds a aplicacdo de
ultrassom em pré-tratamento para extracdao de lipideos, com as imagens obtidas por
microscopia eletronica de varredura. O rompimento da célula pode ser claramente notado,
tendo sido esta fragmentada em diversas partes. O estudo de Ma et al. (2014) também
mostrou a existéncia de uma espécie de fase lag no efeito do ultrassom, uma vez que nao
se observou rompimento com pré-tratamento por tempos inferiores a 5 minutos. Além
disso, através da mesma técnica de microscopia, observou-se que ainda havia células
inalteradas ao final do procedimento, realizado por 10 e 20 minutos, numa frequéncia de
40 Hz, com uma poténcia de aproximadamente 200 W (as dimensdes da sonda ndo foram
especificadas) e tendo dgua ultrapura como solvente.
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Figura 3.4: Superficies celulares de microalgas (barra de escala em ambos os casos
corresponde a 1 um). a) Célula sem pré-tratamento. b) Célula pré-tratada com ultrassom.
Adaptado de Ma et al. (2014).

Apesar dos pontos positivos, a escolha dos parametros para utilizacdo do ultrassom,
como o tempo de aplicacdo, poténcia, frequéncia e temperatura deve ser cuidadosamente
estudada, uma vez que a aplicacdo dessa tecnologia na industria de alimentos também
pode colaborar para a degradacdo dos compostos afetados. Como mencionado
anteriormente, o rompimento das bolhas pela cavitacdo gera uma regido de temperatura
e pressdo elevadas, os hot-spots, que podem chegar a aproximadamente 5000 K e 1000
atm, fornecendo energia suficiente ao meio para acelerar reacdes de degradacdo (Pingret
& Chemat, 2013).

Alguns dos efeitos negativos mais notdveis da aplicacdo do ultrassom na industria
alimenticia que podem ser citados s3o:

e modificacdo de cor, como no caso do suco de tomate, decorrente da
isomerizacdo e consequente perda de pigmentos de carotenoides (Adekunte,
Tiwari, Cullen, Scannell, & Donnell, 2010).

e degradacdo de antioxidantes, como o licopeno em extragdo assistida por
ultrassom (Pingret & Chemat, 2013).

e modificacdo de sabor, referido como rangoso apds o tratamento, e também
degradacao de gorduras em alimentos ricos em lipideos, embora ndo se tenha
ainda uma certeza a respeito do mecanismo através do qual essa degradacao
induzida pela cavitacdo ocorre (Pingret & Chemat, 2013).

Deenu, Naruenartwongsakul, & Kim (2013) estudaram a extracdo de luteina da
microalga Chlorella vulgaris com auxilio de ultrassom e etanol como solvente. No trabalho,
trés metodologias de extracao foram utilizadas: extragcdo com ultrassom e com fase de pré-
tratamento enzimatico, extracdo com ultrassom e extracdo convencional. Os
pesquisadores concluiram que a utilizacdo da sonda de ultrassom aumentou o rendimento
da extracdo, bem como reduziu o tempo do procedimento, devido ao rompimento das
células ocasionado pelas ondas ultrassénicas. Além disso, a utilizacdo dessa tecnologia ndo
modificou a cor ou estrutura quimica da luteina, nem reduziu sua atividade antioxidante,
sendo recomendada, por fim, a extracdo com ultrassom sem pré-tratamento enzimatico,
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pois, embora o rendimento tenha sido maior nesse caso, o custo da operacao foi o mais
elevado.

Macias-sanchez et al. (2009) estudaram a extracdo de carotenoides e clorofilas da
microalga Dunaliella salina com utilizacdo de ultrassom e fluido supercritico, comparando
os resultados. No caso do ultrassom, os solventes utilizados foram N, N-dimetilformamida
(DMF) e metanol, enquanto que para o outro método o solvente escolhido foi didxido de
carbono. Apds a realizacao dos experimentos, concluiu-se que o melhor rendimento de
extracdo se deu com a aplicagao de ultrassom aliada ao solvente DMF, sendo bastante
superior ao metanol, cuja utilizacdo forneceu os piores resultados dentre as trés
alternativas.

Uma vez apresentada a revisao bibliografica e a fundamentagao tedrica para o estudo
da aplicagdo de ultrassom com o uso de n-butanol para a extragao de carotenoides de
microalgas, passa-se agora a apresentacdo dos materiais e métodos empregados na
execucado do presente trabalho.
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4 Materiais e Métodos

No presente capitulo serd apresentada a metodologia utilizada para a realizagdo dos
experimentos de extracdo de carotenoides assistida por ultrassom da microalga
Heterochlorella luteoviridis. Também serdo apresentados os procedimentos utilizados na
andlise da concentracdo desses compostos no extrato, bem como a metodologia
empregada para realizar a extracdo exaustiva. Cabe salientar que todos os pontos do
experimento com ultrassom foram realizados em duplicata, com exce¢ao das extragdes
exaustivas, feitas em triplicata.

Originalmente, seriam testados pontos com intensidade de ultrassom de 100 e 75 %,
porém nao foi possivel um controle eficaz da temperatura do sistema, conforme sera
explicado posteriormente. Portanto, avaliaram-se concentragdes de butanol de 25 a 75 %
(v/v) e intensidades do ultrassom de 0 a 50 %. O tempo de duragdo do pré-tratamento e da
etapa difusiva utilizados basearam-se em estudo anterior de Jaeschke, Rech, Marczak, &
Mercali (2017), para que a comparagao entre os dois trabalhos fosse possivel.

A biomassa utilizada foi cultivada anteriormente por pesquisadores do Laboratério de
Tecnologia e Processamento de Alimentos (LATEPA). Previamente a realizacdo dos cultivos
em fotobiorreatores, as microalgas foram pré-inoculadas em mesa agitadora com
aquecimento (Oxylab, Brasil) a 28 °C e 19 rpm. Para tanto, 24 mL de um banco de algas
foram adicionados a 240 mL de meio de cultivo em erlenmeyers. Durante o periodo de pré-
inoculacdo, as amostras foram mantidas sob iluminacdo (64 W) com o auxilio de lampadas
eletrdnicas.

As condigdes de cultivo foram definidas com base em estudos prévios realizados no
laboratério BioEng, do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da UFRGS. O
meio de cultivo foi o f/2 (Guillard, 1975) com algumas modifica¢des: a concentracdo de
nitrato de sddio utilizada foi aumentada para 300 mg L e forma adicionados diariamente
0s seguintes nutrientes aos biorreatores: 1 mL L de solu¢do de fosfato (5 g L de
NaH2P04.H,0) e 1 mL L? de solucdo de metais traco (9,8 mg L'! de CuS04.5H,0, 22 mg L
de ZnS04.7H20, 1 mg L de CoCl2.6H,0, 180 mg L de MnCl,.4H,0, 6,3 mg L de
Na2Mo004.2H20, 4,36 g L'! de Na,EDTA e 3,15 g L'* de FeCls.6H,0). A temperatura utilizada
foi de 28 °C e a aeracdo foi realizada com ar comprimido (1 L min-t).

Deve-se mencionar, ainda, que todos os experimentos de extra¢do e analise foram
desenvolvidos nas dependéncias do Laboratdrio de Tecnologia de Processamento de
Alimentos (LATEPA) e na Central Analitica do Departamento de Engenharia Quimica da
UFRGS.

4.1 Experimentos de extragdo utilizando o ultrassom

As etapas da metodologia de extracdo avaliada no presente trabalho sdo descritas em
maiores detalhes a seguir. A Figura 4.1 mostra um fluxograma simplificado de todo o
processo de extracgdo.
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Pesagem da Pré-tratamento (10 min): Etapa difusiva:
biomassa (2,5 g) US (0 — 50%) + butanol (25 — 75%) solu¢do de butanol
(25—-75%)

. Extrato . . . .
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butandlico

Figura 4.1: Fluxograma do processo de extragao.

4.1.1 Preparo da biomassa — pesagem e dissolugéo

Inicialmente, pesou-se cerca de 2,5 g da microalga liofilizada em balanca analitica
(Shimadzu, Modelo AY 220, Japao), diretamente na célula de extracdo, anotando-se o valor
exato da massa medida.

Na sequéncia, adicionou-se 3agua a biomassa, num volume correspondente a
concentracdao de butanol para cada ponto experimental, de forma que a soma das
guantidades dos fluidos resultasse em um total de 50 mL. A amostra foi, entdo, posta sob
agitacdo com agitador magnético (IKA C-MAG, HS 10, Alemanha), j& com todo o aparato
experimental montado. Esse procedimento foi realizado com o objetivo de melhorar
dissolucdo da biomassa em dgua, antes do contato com o solvente butanol.

4.1.2 Pré-tratamento de extragdo — aplicacdo de ultrassom

No presente trabalho, utilizou-se uma sonda de ultrassom (SONICS, Vibra-Cell, USA,
didametro da sonda de 1,3 cm, 20 kHz) durante o pré-tratamento de extracdo por um
periodo de 10 minutos. No aparelho de ultrassom é possivel a determinacdo tanto da
intensidade das ondas quanto do tempo de aplicacdo. Ainda, durante o funcionamento da
sonda pode-se monitorar a poténcia dissipada pelo aparelho, dada em Watts, a qual variou
de uma média de cerca de 9 W.cm™ na intensidade de 25 % até por volta de 38 W.cm™ para
50 %. Durante essa etapa, foi utilizada uma célula encamisada em Pyrex, com volume (util
de 100 mL. A Figura 4.2 apresenta o aparato experimental utilizado na etapa de pré-
tratamento.

Apds cerca de 5 minutos de agitacdo e posterior adicdo de butanol ao sistema, iniciou-
se o pré-tratamento das amostras. Nessa etapa do procedimento, fez-se necessario o uso
do banho frio (LAUDA, Alpha RA 12, Alemanha) conectado a célula encamisada. A
motivacdo para tal decorre do grande aquecimento local ocasionado pelo rompimento de
bolhas geradas pelas ondas de ultrassom no sistema. A elevacdo da temperatura dentro da
célula torna o meio mais reativo e, por conseguinte, favorece reacdes de degradacdo dos
carotenoides. Dessa forma, utilizou-se o banho de resfriamento na tentativa de manter a
temperatura em 30 £ 2 °C, o que acabou ndo sendo possivel para o ultrassom nas
intensidades correspondentes a 100 % e 75 %, uma vez que a capacidade de retirada de
calor do sistema era inferior aquela que a sonda gerava. Além disso, esse controle da
temperatura também teve como objetivo evitar um efeito térmico na extracao,
possibilitando a analise dos efeitos da concentracdo de butanol e intensidade de ultrassom
isoladamente. Nos outros pontos do experimento, porém, o controle foi possivel, havendo
uma temperatura adequada para sua realizacdo, conforme apresentado na Tabela 4.1.
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Assim, previamente a ativacdo da sonda, colocou-se dgua de resfriamento para circular
pela camisa de troca térmica através das mangueiras que faziam a ligacdo com o
equipamento e, quando o interior da célula atingiu a temperatura desejada (em torno de
12 °C para intensidade de 50 % do ultrassom e 18 °C para 25%), iniciou-se a aplicacdo das
ondas de ultrassom.

0 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 00w
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Figura 4.2: Aparato experimental utilizado no pré-tratamento: 1) Aparelho de ultrassom;
2) Sonda de ultrassom; 3) Célula encamisada para o pré-tratamento e agitador magnético.

Assim, previamente a ativacdo da sonda, colocou-se a agua de resfriamento para
circular pela camisa de troca térmica através das mangueiras que faziam a ligagdo com o
equipamento e, quando o interior da célula atingiu a temperatura desejada (em torno de
12 °C para intensidade de 50 % do ultrassom e 18 °C para 25 %), iniciou-se a aplicacdo das
ondas de ultrassom.

Tabela 4.1: Diferentes temperaturas do banho de resfriamento de acordo com a
intensidade do ultrassom no pré-tratamento da extracao.

Intensidade do Ultrassom  Temperatura do banho de

(%) resfriamento (°C)
0 30
25 16
50 10

No caso dos pontos com intensidade de ultrassom em 0 %, os chamados experimentos
controle, todo o aparato foi montado de forma idéntica aos anteriores, no intuito de
reduzir fatores capazes de gerar variabilidade entre experimentos. Nesse caso, apenas o
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banho quente foi utilizado, com temperatura fixada em 30 °C durante toda a duracdo. Além
disso, outras medidas foram tomadas para dar uniformidade a todos os ensaios, sendo
estas a escolha de uma velocidade de agitacdo padrdao e uma posicao fixa para a sonda,
tanto em relacdo ao eixo vertical quanto a sua colocacdao dentro da célula, onde ficou
centralizada.

4.1.3 Etapa Difusiva

Apds o pré-tratamento, as mangueiras foram desconectadas para que se pudesse
verter o contelddo da primeira da célula de extracao utilizada no pré-tratamento para uma
segunda, de 300 mL, representada na Figura 4.3, juntamente com o sistema de banhos e
mangueiras, e utilizada na etapa subsequente.

-‘A ./
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Figura 4.3: Aparato experimental utilizado na etapa difusiva: 1) Banho de resfriamento;
2) Banho de aquecimento; 3) Célula de extracdo utilizada na etapa difusiva.

Na sequéncia, adicionou-se um total de 190 mL de 4gua e butanol no sistema, em
propor¢do capaz de manter a concentra¢do do solvente nos pontos experimentais em
questdo. As mangueiras foram, entdo, conectadas a célula da etapa difusiva; dessa vez,
porém, foi utilizado o banho quente (Polystat, Cole-Parmer, USA), numa temperatura
fixada em 30 °C. A célula também foi tampada, sendo a tampa provida de orificios, através
dos quais foram possiveis leituras da temperatura do sistema com o uso de termdémetro.

A etapa difusiva da extragao teve duragao cronometrada de 50 minutos, cabendo ainda
mencionar que a amostra foi mantida sob agitacao constante por todo o periodo.

4.2 Analise do teor de carotenoides

O método para andlise adotado foi realizado de acordo com o recomendado por
Rodriguez-Amaya (2001), com algumas modificacbes. Além disso, antes do inicio do
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procedimento, foi necessaria a centrifugacdo e filtracdo dos extratos, como explicado a
seguir.

Primeiramente, o conteldo da célula foi centrifugado (Sigma, Z-16KL) por 10 minutos,
a 10000 g e a temperatura de 20 °C para que depois o sobrenadante pudesse ser filtrado a
vacuo com filtro de 0,45 um, com o objetivo de eliminar possiveis sélidos capazes de afetar
o resultado das andlises. Como pode ser visto na Figura 4.4, os tubos falcon ficaram
divididos em duas fases liquidas, uma contendo butanol juntamente com os carotenoides
dissolvidos e a outra dgua. Assim sendo, apenas a fase superior foi recolhida para filtragao.

Figura 4.4: Tubo falcon apresentando separacdo entre duas fases liquidas apds
centrifugacgao.

Em seguida, trés amostras de 5 mL do sobrenadante foram separadas para dar inicio ao
procedimento de analise de carotenoides.

4.2.1 Particéio

Esta etapa é necessdria para dar maior estabilidade aos compostos extraidos. Dessa
forma, a particao foi realizada no mesmo dia da extracdao, logo apds a filtracao, e
compreende a passagem das amostras para uma fase éter ao invés da permanéncia em
butanol. Para tal, foi utilizado tanto éter de petrdleo, com caracteristicas mais apolares, e
éter etilico, mais polar, para que se pudesse solubilizar ao maximo os carotenoides
presentes, uma vez que diferentes carotenoides também apresentam diferencas de
polaridade.

Para a realizagao do procedimento, foram utilizados trés funis de separagdo de 250 mL,
aos quais se adicionou cerca de 15 mL de agua destilada, seguido de 10 mL tanto de éter
de petrdleo, quanto de éter etilico. Em seguida, os extratos foram adicionados lentamente
pelas paredes dos funis através da utilizacdo de pipetas Pasteur de vidro. Apds isso, foram
realizadas trés lavagens em cada um dos funis de separacdo, de forma a purificar a fase
éter, removendo compostos mais polares que eventualmente estivessem presentes no
extrato. As lavagens realizaram-se com a adicdo de agua destilada, lentamente e pelas
paredes dos recipientes, cuidado necessario para que ndo ocorresse a formacdo de
emulsdes entre as fases, que comprometem as analises e sdo dificeis de serem quebradas.
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Por fim, a fase aquosa foi removida tanto quanto possivel sem que os compostos de
interesse fossem perdidos, sendo estes coletados em frascos ambar identificados. Ainda,
os funis foram lavados com pequena quantidade de éter etilico, de forma que ndo houvesse
perda de carotenoides em suas paredes. O uso do éter etilico ao invés do éter de petréleo
é justificado pois na microalga em estudo, Heterochlorella luteoviridis, o carotenoide de
maior concentragao é a luteina, uma xantofila, de caracteristicas mais polares, assim como
o solvente.

4.2.2 Saponificagdo

Na etapa da particdo todo o extrato é transferido para a fase éter. Os carotenoides,
objetos de estudo do presente trabalho, porém, ndo sdo os Unicos compostos extraidos da
microalga em questdo. Além destes, podem estar presentes clorofilas e lipideos nos
extratos, que podem interferir nas analises e comprometer os resultados.

Assim sendo, é necessario que se proceda a saponificacdo, pela reacdo de esterificacao
dos lipideos e hidrélise das clorofilas, permanecendo apenas os carotenoides na fase éter.
Para tanto, adicionou-se 20 mL de uma solucdo de KOH (10 %)-metanol a cada um dos
frascos, os quais ficaram armazenados fora do contato direto com a luz por
aproximadamente 17 horas, enquanto a reag¢do ocorria, quando se retomou o
procedimento de analise.

A importancia de se manter as amostras acondicionadas ao abrigo da luz é explicada
pelo fato de os carotenoides serem sensiveis a luminosidade, que acelera a degradacao
desses compostos. Dessa forma, todas as etapas foram realizadas com luminosidade
reduzida.

4.2.3 Lavagem das amostras e passagem para baldo volumétrico

Passadas as 17 horas da reacado de saponificacdo, adicionou-se novamente cerca de 15
mL de dgua destilada aos funis de separacao e entdo as amostras foram retornadas a estes,
lentamente e pelas paredes dos recipientes, utilizando-se pipetas Pasteur de vidro. A
seguir, foram realizadas quatro lavagens sucessivas, com o objetivo de remover a fase
alcalina das solugcdes. O numero de lavagens correspondeu ao necessario para que o pH
das amostras ficasse neutro.

Na Figura 4.5, a seguir, estdo representadas tanto as lavagens da etapa da particao
(Figura 4.5a) quanto apds a saponificacdo (Figura 4.5b), notando-se nitidamente, no
segundo caso, a remocao das clorofilas na fase inferior, deixando a fase superior com a
coloracdo amarelada correspondente aos carotenoides. Deve-se observar também que a
fase inferior deixava de apresentar coloragdo ao final da ultima lavagem, o que demonstra
a efetiva remocao do conteludo de interferentes do sistema, como se comprovou
posteriormente e serad abordado adiante, na préxima secao.
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Figura 4.5: a) Representacdo da lavagem na etapa de particdo; b) Representacdo da etapa
de lavagem apds a saponificagdo.

Feitas as lavagens, com a fase aquosa removida tanto quanto possivel, foram
preparados erlenmeyers contendo duas espdtulas de sulfato de potdssio (assegurando a
remocgao completa da fase aquosa das amostras), sendo o conteldo restante dos funis ali
despejados. Apds esvaziados, novamente se adicionou uma pequena quantidade de éter
etilico para limpeza das paredes dos funis, na tentativa de maximizar a coleta dos
carotenoides presentes.

Garantida a auséncia de agua nas amostras, a fase éter foi pipetada cuidadosamente
para dentro de baldes volumétricos préprios para uso em rotaevaporador.

4.2.4 Preparagdo das amostras e leitura em espectrofotémetro de absor¢éo

Estando a fase éter coletada nos baldes, procedeu-se a evaporacdo do solvente em
rotaevaporador (Fisatom, Modelo 450-5, Brasil), a 30 °C. Apds a evaporacdo do solvente,
os carotenoides se encontravam secos e espalhados pelas paredes do baldo. Desse modo,
para a analise no espectrofotbmetro, as amostras tiveram que ser novamente
solubilizadas, mas dessa vez com alcool etilico.

Nessa nova etapa, pequenas quantidades do solvente foram adicionadas aos baldes,
colocados em seguida em um banho de ultrassom por cerca de 30 segundos para facilitar
a solubilizacdo, sendo entdo a solucdo coletada para completar o volume de balGes
volumétricos de 2 ou 5 mL, dependendo do ponto experimental em questdo. O
procedimento é repetido por sucessivas vezes, até que o solvente ndo apresente mais
coloracdo apés o banho de ultrassom, garantindo-se que todos os carotenoides tenham
sido dissolvidos. Os baldes volumétricos eram agitados, entdo, para que a solucdo ficasse
homogénea e seus conteudos transferidos para cubetas a serem utilizadas nas leituras em
seguida.

Com as cubetas prontas, foi utilizado um espectrofotdmetro de absor¢do UV-Vis (PG
Instruments Ltd., T80 UV-Vis, United Kingdom) para realizar leituras da absorbancia das
amostras. O comprimento de onda escolhido foi de 445 nm, correspondente ao pico de
absorcdo da luteina, o carotenoide predominante nas amostras, como ja mencionado
anteriormente, sendo realizadas, entdo, as trés leituras. Além disso, também foram feitas
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varreduras no intervalo do espectro entre 750 a 400 nm, com objetivo de verificar se a
etapa da saponificacdo ocorreu satisfatoriamente, ndo havendo interferéncia nas leituras
por presenca de clorofilas, as quais sdo detectadas através de picos na regido por volta de
600 a 700 nm.

De posse dos valores de absorbancia no comprimento de onda determinado, foi
possivel o cdlculo da concentragdo de carotenoides extraidos da microalga através da
Equacgdo 3.1, que expressa o resultado em pg de luteina equivalente/g amostra. Na
equacao, Abs corresponde ao valor da absorbancia medida, V é o volume (mL) de etanol
utilizado na diluigdo, m é a massa de biomassa liofilizada (g), Ac é o coeficiente de absorgao
da luteina em etanol (2550), Vf é o volume final de solvente utilizado, Cb é a concentragao
de butanol do ponto experimental e Vexirato € 0 volume do extrato utilizado para realizagdo
da andlise.

Abs .V .10000 Vf*Cb
Ac.m "Vextrato

Concentracao de carotenoides = (3.1)

4.3 Extracao exaustiva

A extracdo exaustiva tem como objetivo a quantificacdo de carotenoides totais
presentes na microalga Heterochlorella luteoviridis, possibilitando, assim, a avaliacdo do
rendimento das extracdes da metodologia avaliada neste trabalho.

A metodologia utilizada foi a proposta por Mandelli, Yamashita, Pereira, & Mercadante
(2012), com modifica¢Ges. Assim, primeiramente procedeu-se a pesagem de 0,2 gramas da
biomassa em um cadinho de porcelana, anotando-se a massa exata medida. Na sequéncia,
adicionou-se cerca de 2 plL de dgua destilada para hidrata¢do das amostras por 15 minutos,
quando teve inicio o processo de maceracgao.

A maceracao foi realizada com utilizacdo de pistilos de porcelana, com sucessivas
adicOes de 2 mL de acetato de etila (foram necessarias sete ou oito, em média, variando
entre as amostras) e recolhimento dos extratos até que estes perdessem a cor. Com isso,
as proximas adicdes foram de metanol, sendo necessarias trés ou quatro para que os
extratos perdessem a cor e a biomassa restante ficasse com coloracao acinzentada,
indicando o esgotamento dos pigmentos presentes. O restante dos procedimentos para
analise foram os mesmos apresentados anteriormente, a partir da etapa da particao.

Como sera abordado a seguir, no capitulo de Resultados e Discussdao, a concentragcao
de carotenoides na biomassa utilizada para os experimentos do presente trabalho estava
abaixo do esperado. Por esse motivo, utilizou-se, também, outro lote de biomassa para
realizacdo de experimentos de confirmacdo da eficacia do método nas condi¢des do ponto
de melhor rendimento entre os experimentos anteriores. Também foram realizadas
extracdes exaustivas dessa nova biomassa, em triplicata.

4.4 Analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos seguindo um planejamento fatorial 22 com ponto
central, totalizando cinco experimentos, realizados em duplicata. Como ja foi comentado
no inicio desse capitulo, a intensidade do ultrassom variou de 0 a 50 % e a concentragao de
butanol de 25 a 75 %. A Tabela 4.2 mostra o planejamento experimental realizado:
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Tabela 4.2: Planejamento experimental.

Ponto Concentragao de Intensidade do
experimental butanol (%) ultrassom (%)
1 25 0
2 75 0
3 50 25
4 25 50
5 75 50

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada com a utilizagdo do software
Statistica (13.0, Statsoft Inc., Tulsa, USA), através dos testes de Tukey e ANOVA, sendo os
dados ajustados ao modelo de regressao polinomial dado pela Equagao 3.2:

Y= Bo+ 11Xy + B2Xo + P12X1X,  (3.2)

Nessa equacdo, Y representa o contetdo de carotenoides extraidos (ug/g) e X1 e Xz as
varidveis do modelo (intensidade do ultrassom (/) e concentracdo de butanol (Cauon),
respectivamente). J& Bo, f1, B2 e B12 sdo os coeficientes de regressdao polinomial do
modelo, que serdo apresentados no capitulo posterior.
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5 Resultados e discussao

O presente capitulo apresenta os resultados da extracdo de carotenoides da
metodologia estudada nesse trabalho, comparando com os resultados da extragdo
exaustiva. Além disso, é realizada, ainda, uma comparacgao entre a utilizagao do butanol e
do etanol como solventes, tendo por base os resultados obtidos por Jaeschke, Rech,
Marczak, & Mercali (2017), estudo realizado similarmente aos experimentos do presente
trabalho, usando o ultrassom como método de pré-tratamento.

5.1 Teor de carotenoides no extrato e rendimento da extracao

ATabela 5.1 apresenta os coeficientes das varidveis reais do modelo linear obtidos para
os dados experimentais. O modelo obtido se mostrou adequado para representacdo dos
dados experimentais (coeficiente de determinacdo de 0,988). Os resultados mostraram
gue as variaveis concentracdo de butanol e intensidade do ultrassom foram significativas
(p < 0,05) e a interacdo entre as duas varidveis ndo apresentou efeito significativo, sendo,
portanto, excluida do modelo.

Tabela 5.1: Coeficientes do modelo de regressao polinomial para as varidveis reais da

extragao.
Coeficientes da Carotenoides
regressao
Coeficiente Valor de p
Bo 35,54 <0,001
B (1) 0,81 <0,001
B (Cuon) -0,28 <0,001
P12 (I x Cauon) - -
R2 0,988

Os efeitos da concentracdo de butanol e da intensidade do ultrassom podem ser
visualizados na Figura 5.1. Observa-se que quanto maior a intensidade do ultrassom, maior
a concentragdo de carotenoides nos extratos. Ainda, quanto maior a concentragdo de
butanol, menor a concentracdo de carotenoides. Esse efeito do butanol na extracdo nao
era esperado, uma vez que, nos processos de extragdo, normalmente quanto maior a
concentracdo do solvente, maior o rendimento de extracdo. Contudo, acredita-se que os
resultados obtidos estdo relacionados com a baixa polaridade do meio de extracdo quando
concentracOes mais altas de butanol foram utilizadas; para desestruturar a membrana
celular das microalgas e possibilitar a difusdo dos compostos para o meio de extracdo é
necessario que o solvente tenha propriedades mais polares.
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Figura 5.1: Efeitos da concentragdo de butanol e intensidade de ultrassom na
concentragdo de carotenoides no extrato.

A Tabela 5.2 apresenta a concentragcdao de carotenoides nos extratos e o rendimento
das extragdes. Os melhores rendimentos de extracao (32,5 e 41,1 %) foram obtidos
utilizando 50 % da intensidade do ultrassom e concentragdao de butanol de 75 e 25 %,

respectivamente. Nesse caso, a concentragdo de butanol ndo influenciou

significativamente a extragdo, uma vez que os pontos 4 e 5 (50 % de intensidade do
ultrassom e 25 e 75 % de butanol, respectivamente) ndo apresentaram diferencga
significativa. Contudo, se analisarmos os pontos 1 e 2 (experimentos controle, com 25 e 75
% de butanol, respectivamente), podemos observar que quando uma concentragao mais
elevada de butanol foi utilizada, o rendimento de extracdo foi inferior. E provavel que
guando o ultrassom foi utilizado, mesmo em concentragdes menores de agua, houve o
rompimento das células pelos efeitos de cavitacdo ja discutidos. Nos experimentos

controle, por outro lado, ndo houve afinidade quimica do solvente com a membrana celular
de maneira que esta fosse desestabilizada.

E importante ressaltar que os efeitos negativos da concentracdo de butanol puderam
ser, também, percebidos visualmente durante a realizacdo dos experimentos: no ponto 1
(25 % de butanol), a dissolucdo da biomassa foi superior aos pontos 2 e 3 (75 e 50 % de
butanol), devido a maior quantidade de 34gua utilizada. Essa dissolu¢do da biomassa

proporcionou maior homogeneidade e maior interacdo das células com o meio de
extragao.
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Ainda, o ponto 3 (25 % de intensidade do ultrassom e 50 % de butanol), mesmo com
aplicacdo de ultrassom e maior quantidade de dgua, ndo apresentou diferenca significativa
se comparado com os pontos 1 e 2 (controles com 25 e 75 % de butanol). Uma possivel
explicacdo para esse resultado é que a intensidade das ondas ultrassonicas pode ndo ter
sido suficiente para facilitar a penetracdo do solvente numa fracdo significativa da matriz
utilizada. Resultado similar foi apresentado por Ma et al. (2014), j& mencionado
anteriormente. Esses autores avaliaram o ultrassom como pré-tratamento (200 W, 40 kHz)
para a extragdo de lipideos usando dgua como solvente. Os autores realizaram analises de
microscopia eletronica de varredura e verificaram que, apds a aplicagcdo de ultrassom,
ainda havia células da microalga Chlorella sp. inalteradas.

Tabela 5.2: Concentragdo de carotenoides e rendimento da extra¢do para os diferentes
pontos experimentais avaliados. *

Ponto Intensidade do  Concentracdo de Carotenoides
experimental  ultrassom (%) butanol (%)
Concentracao Rendimento **

(ne/g) (%)
1 0 25 29,38 + 2,16 17,7
2 0 75 13,78 + 2,274 8,3
3 25 50 25,14 + 2,85 15,1
4 50 25 68,36 +0,11° 41,1
5 50 75 56,04 +1,92° 32,5

Extracdo exaustiva 166,38 + 15,61 -

* A concentragdo de carotenoides é apresentada no seguinte formato: média + desvio padrdo. Resultados
com a mesma letra ndo apresentam diferenca significativa entre si (p < 0,05).

** 0 rendimento foi calculado em comparagdo com o teor médio de carotenoides obtido na extragdo
exaustiva.

Conforme discutido, uma metodologia de extracdo similar a avaliada no presente
trabalho foi estudada em um trabalho anterior utilizando etanol como solvente de extracao
(Jaeschke et al., 2017). Em ambos os estudos, o pré-tratamento com o ultrassom
apresentou efeitos positivos com relacdo a extracdo de carotenoides. No estudo com
etanol, os melhores rendimentos foram obtidos utilizando intensidades do ultrassom
variando entre 40 e 80 %, enquanto que, no presente trabalho, intensidades de 50 %
proporcionaram os melhores resultados. Contudo, usando etanol como solvente (75 %,
v/v) obtiveram-se rendimentos superiores (80 %), enquanto que com o butanol (25 %, v/v),
o rendimento maximo foi de 41,1 %.

Essa diferenca pode ser explicada pela polaridade dos dois compostos, uma vez que o
etanol é muito mais polar do que o n-butanol, sendo completamente miscivel em agua,
enquanto o segundo tem uma miscibilidade de apenas 7,9 g / 100 g de dgua a 20 °C, como
foi mostrado na Tabela 3.2, no capitulo de Revisdo Bibliografica. Dessa forma, sendo a
luteina o carotenoide majoritario da microalga Heterochlorella luteoviridis e possuindo
caracteristicas mais polares, é evidente que sua afinidade com o etanol é superior.
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Pode-se apontar como melhor condicdo de extracdo o ponto experimental 4 (50 % de
intensidade de ultrassom e 25 % de concentrac¢do de butanol), que apresentou rendimento
de extracdo de 41,1 %. A escolha desse ponto se justifica pelo fato de utilizar menor
guantidade de solvente para um rendimento semelhante a condicdo com ultrassom a 50 %
e 75 % de butanol, uma vez que a andlise estatistica, com 95 % de confianga, indica nao
haver diferenca significativa entre esses dois pontos.

E importante ressaltar que, apesar de o butanol ter apresentado rendimentos menores,
€ possivel usar baixas concentracdes desse solvente para a extragdo. Os melhores
rendimentos de extragdo usando etanol foram obtidos usando 75 % de concentragdo desse
solvente. Portanto, essa foi considerada a principal vantagem da metodologia avaliada no
presente trabalho: é possivel extrair quantidades consideraveis de carotenoides usando a
tecnologia de ultrassom como pré-tratamento e quantidades reduzidas de solvente (25 %).

5.2 Aplicacdao da metodologia experimental em amostras mais concentradas

Conforme comentado anteriormente, a biomassa utilizada no presente trabalho
apresentou concentracdes de carotenoides abaixo do esperado. Essas concentracées mais
baixas, possivelmente, sdo resultado de reacbes de degradacdo durante o armazenamento
das amostras. Dessa forma, um experimento de extracdo usando a melhor condicdo
experimental (50 % de intensidade de ultrassom e 25 % de butanol) foi realizado com um
lote de biomassa proveniente de um novo cultivo. Esse procedimento foi realizado para
confirmar a eficacia da metodologia frente a amostras mais concentradas, uma vez que
esta poderia nao ser efetiva para tal.

A Tabela 5.3 apresenta as médias e desvios padrdo da concentra¢do de carotenoides
do novo lote de biomassa, bem como o rendimento do processo de extragdo, em
comparagcdao com a extracao exaustiva. Comparando os resultados com os obtidos no
primeiro lote, pode-se concluir que os resultados foram similares, uma vez que os
rendimentos maximos do primeiro lote variaram de 32,5 a 41,1%. Essas pequenas variagdes
sdo esperadas, uma vez que os diferentes lotes de microalga avaliados foram obtidos em
diferentes cultivos, podendo ocorrer variagdes nas células.

Tabela 5.3: Concentrac¢ado de carotenoides e rendimento da extra¢do para o novo lote de

biomassa. *
E a E a
xtraggo xtraga}o.no ponto Rendimento (%)
exaustiva otimo
Concentragao de
587,58 + 48,91 168,84 + 16,59 28,7

carotenoides (ug/g)

* 0O rendimento foi calculado em comparagdo com o teor médio de carotenoides obtido na extracdo
exaustiva.
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6 Conclusdes e Sugestdes para Trabalhos Futuros

A partir dos resultados apresentados, pode-se concluir que a concentragao de butanol
e a utilizacdo da sonda de ultrassom tiveram efeitos significativos na extracdo de
carotenoides.

A influéncia do ultrassom pode ser claramente percebida na comparagdao entre os
experimentos controle e os pontos com intensidade de 50 %, que apresentaram resultados
muito superiores em relagdao aos primeiros, sendo 41,1 e 17,7 % os melhores rendimentos
para as condigdes com ultrassom a 50 % e sem o uso dessa tecnologia (experimentos
controle), respectivamente. Ja no caso de intensidade do ultrassom de 25 %, acredita-se
que o baixo rendimento obtido se deve a intensidade do ultrassom ndo ser suficientemente
grande para alterar a estrutura de uma fragao significativa das células, ndo propiciando um
contato efetivo entre o solvente e o material intracelular.

A respeito da concentracao de butanol, esta apresentou uma influéncia negativa na
concentracao de carotenoides no extrato, de forma que uma maior quantidade de solvente
reduziu o rendimento da extragdo. Isso pode ser explicado pela baixa polaridade do
solvente utilizado, o que reduziu a dissolucdao das amostras nas concentracdes mais altas.

Portanto, a metodologia avaliada no presente trabalho pode ser utilizada como uma
metodologia alternativa para a extracdo de carotenoides, com a vantagem de utilizar
quantidades baixas de solvente (25 %).

Para dar continuidade ao trabalho aqui apresentado, algumas sugestdoes podem ser
elencadas para trabalhos futuros:

e avaliar os pontos axiais do planejamento experimental para verificar efeitos
guadraticos das variaveis;

e avaliar diferentes temperaturas e estudar a cinética da extracdo dos
carotenoides;

e estudar a extracdo de lipideos utilizando a mesma metodologia e solvente;
e realizar andlises do perfil de carotenoides nos extratos;

e realizar estudos de microscopia eletrénica de transmitancia para avaliar o efeito
do ultrassom nas células da microalga.
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