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RESUMO

O papel dos antioxidantes na prevenção e tratamento de doenças tem adquirido cres-
cente importância nos últimos anos. Nesse contexto, a astaxantina tem se destacado
devido ao seu alto poder inibitório de stress oxidativo em seres humanos. A astaxantina
pode ser produzida biotecnologicamente através da microalga Haematococcus pluvialis.
Entretanto, sua parede celular de alta resistência físico-química impõe elevada dificul-
dade na extração de compostos intracelulares. Somado a isso, a etapa de extração
pode resultar na degradação e redução da biodisponibilidade da astaxantina. Diante
desse problema, esta pesquisa estudou e otimizou o emprego da hidrólise ácida na
ruptura celular da H. pluvialis, seguido de extração sólido-líquido com solventes GRAS
(geralmente reconhecido como seguro). Foi realizado um delineamento composto cen-
tral para obter a superfície de resposta da recuperação de astaxantina, em função das
variáveis: concentração de ácido, tempo e temperatura de hidrólise. Os resultados indi-
caram que o emprego de ácido clorídrico na hidrólise da parede celular de H. pluvialis
obteve a maior taxa de recuperação de astaxantina (> 98%), quando comparado aos
ácidos acético (≈ 4%) e lático (≈ 6%). Os resultados sugerem que a recalcitrância
química da parede celular da H. pluvialis seja o fator limitante do processo de ruptura,
e que a hidrofobicidade da parede não seja elevada o suficiente para favorecer áci-
dos de menor polaridade, como o acético e lático. Dentre os solventes avaliados na
extração sólido-líquido, a acetona resultou na maior recuperação de astaxantina (>
98%), quando comparado ao etanol (≈ 30%) e acetato de etila (≈ 12%). Apesar da
alta solubilidade da astaxantina em solventes não polares, como o acetato de etila, a
camada de água que recobre a parede e membrana celular favoreceu a difusão de
solventes com maior miscibilidade em água, como a acetona e etanol. A otimização da
extração resultou em 99 ± 0,48% de recuperação de astaxantina, com as seguintes
condições na hidrólise ácida: 71 °C, 17 min e ácido clorídrico à 3,7 N. Foi possível
confirmar a hipótese de que existe uma condição ótima de hidrólise que atende a
severidade necessária para romper suficientemente as células e que, ao mesmo tempo,
não degrada o carotenoide. Constatou-se que é possível usar menores concentrações
de ácido aumentando a temperatura de hidrólise, porém houve declínio na recuperação
de astaxantina a partir de 80 °C, sugerindo o início da degradação do carotenoide. A
hidrólise acida, mesmo nas condições ótimas, não causou a ruptura total da parede
celular, indicando que a acessibilidade do solvente ao interior da célula provavelmente
ocorreu através de microperfurações na parede celular, diferentemente dos métodos
físicos e mecânicos, que resultam na ruptura total da mesma. Conservar a integridade
da parede celular torna possível a filtragem da biomassa tratada, pois a astaxantina
permanece contida no meio intracelular. Desta forma, é possível reduzir o teor de água
presente na extração sólido-líquido. Em paralelo, a reutilização da solução ácida filtrada



permite reduzir custos, além de aumentar a sustentabilidade do processo.

Palavras-chaves: astaxantina, carotenoides, antioxidantes, microalga, Haematococcus
pluvialis, extração, ruptura celular, hidrólise ácida.



ABSTRACT

The role of antioxidants in preventing and treating diseases has gained increased value
in recent years. In this regard, astaxanthin has been standing out due to its high oxidative
stress inhibitory capacity in humans. Astaxanthin can be biotechnologically produced
from the microalgae Haematococcus pluvialis. However, its high physicochemical re-
sistance establishes an important obstacle to the extraction of intracellular compounds.
In addition, the extraction phase can lead to degradation and reduced bioavailability
of astaxanthin. Faced with this issue, this research investigated and optimized the use
of acid hydrolysis in H. pluvialis cell disruption, followed by the solid-liquid extraction
by GRAS (Generally Recognized as Safe) solvents. A central composite design was
performed in order to obtain the response surface of astaxanthin recovery, according to
the variables: acid concentration, time and temperature of hydrolysis. Results showed
that the use of hydrochloric acid on H. pluvialis cell wall hydrolysis had the highest
astaxanthin recovery rate (>98%) when compared to acetic acid (≈4%) and lactic acid
(≈6%). The H. pluvialis cell wall chemical recalcitrance may be the limiting factor of
its rupture process, and its hydrophobicity is not high enough to favor acids of lower
polarity, such as acetic and lactic acid. Among the solvents evaluated on the solid-liquid
extraction, acetone had the highest astaxanthin recovery rate (>98%), when compared
to ethanol (≈30%) and ethyl acetate (≈12%). Despite astaxanthin’s high solubility in
non-polar solvents, such as ethyl acetate, the water layer that recovers the cell wall and
its membrane favoured the diffusion of solvents with higher miscibility in water, such as
acetone and ethanol. The extraction’s optimization resulted in 99 ± 0,48% of astaxanthin
recovery, at the following acid hydrolysis conditions: 71 °C, 17 min and hydrochloric acid
at 3,7 N. It was possible to confirm that an optimal hydrolysis condition exists, in which
the severity needed to sufficiently rupture the cells is achieved, while the carotenoid
is not degraded. It was verified that it is possible to use lower acid concentrations
by rising the hydrolysis temperature. However, this method implicated in astaxanthin
recovery decay above 80°C, suggesting a starting point in carotenoid degradation. Acid
hydrolysis, even in optimal conditions, did not cause total cell wall disruption, indicating
that the solvent probably accessed the intracellular space by micro perforations on the
cell wall, differently from physical and mechanical disruption methods. The preservation
of the cell wall integrity enables the filtration of the treated biomass, since astaxanthin
remains in the intracellular space. Thus, it is possible to reduce the water content in the
solid-liquid extraction process. In addition, reutilizing the filtered acid solution enables
the reduction of costs and increases the process sustainability.

Key-words: astaxanthin, carotenoids, antioxidants, microalgae, Haematococcus pluvi-
alis, extraction, cell disruption, acid hydrolysis.
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1 INTRODUÇÃO

O reconhecimento do stress oxidativo como mecanismo fundamental do pro-
cesso de envelhecimento e fisiopatologia de diversas doenças tem conferido aos
antioxidantes crescente importância no mundo atual, tanto no aspecto preventivo como
terapêutico (DAVINELLI; NIELSEN; SCAPAGNINI, 2018).

Nesse contexto, a astaxantina, carotenoide com poder inibitório de peroxida-
ção lipídica de até 500 vezes superior à vitamina E (KURASHIGE et al., 1990), vem
ganhando destaque entre os antioxidantes devido às suas múltiplas aplicabilidades:
na saúde cardiovascular(CHEN; LI et al., 2020), oftalmológica (GIANNACCARE et al.,
2020), gastrointestinal(NISHIKAWA et al., 2005), dermatológica (ITO; SEKI; UEDA,
2018) , prevenção de neoplasias (MCCALL et al., 2018) , resistência muscular (BARA-
LIC et al., 2015) , tratamento adjuvante de doenças neurodegenerativas (FAKHRI et al.,
2019) e doenças autoimunes (PARK et al., 2010).

Comercialmente a astaxantina proveniente de fontes naturais pode chegar
a 7 vezes o valor (U$ 7.000/kg) da astaxantina sintética (RAMMUNI et al., 2019;
EXPERTS, 2018), visto que sua particular composição estereoisomérica somado à
sua forma predominantemente esterificada lhe conferem superior biodisponibilidade e
poder antioxidante, quando comparada à astaxantina sintética (LIU; LUO et al., 2016;
YANG, C. et al., 2019; SU; YU; LIU, 2020).

A Haematococcus pluvialis, microalga de água doce, é considerada a fonte
natural mais rica em astaxantina, produzindo este carotenoide quando submetida a
condições de stress. No entanto, o ambiente fisiologicamente desfavorável também
induz à formação de uma parede celular de alta resistência físico-química, o que impõe
dificuldades importantes à extração de compostos de interesse (HAN; LI; HU, 2013).

Diversas abordagens têm sido estudadas para extrair astaxantina da H. pluviais,
contudo, esse processo ainda apresenta desafios em relação à eficiência, custo, garan-
tia de biodisponibilidade deste carotenoide e prevenção de sua degradação (RAMMUNI
et al., 2019; SAINI; KEUM, 2018).

Diante de tais desafios, este trabalho almeja contribuir com inovações tec-
nológicas relacionadas ao processo de ruptura celular e extração de astaxantina da
Haematococcus pluvialis.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral desenvolver tecnologia para a recu-
peração de astaxantina da Haematococcus pluvialis através de hidrólise ácida da
parede celular, seguida de extração sólido-líquido com solventes GRAS (geralmente
reconhecido como seguro).

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Para cumprir o objetivo geral do trabalho alguns objetivos específicos são
necessários:

• Avaliar a eficiência de diferentes ácidos (ácido clorídrico, ácido acético e ácido
lático) na ruptura celular da H. pluvialis.

• Avaliar a eficiência de diferentes solventes (acetona, acetato de etila e etanol) na
extração de astaxantina da H. pluvialis.

• Otimizar os parâmetros tempo, temperatura e concentração de ácido no processo
de extração de astaxantina da H. pluvialis através de metodologia de superfície
de resposta.
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

3.1 ASTAXANTINA

3.1.1 Propriedades físico-químicas

A astaxantina (3,3’-dihidroxi-β,β-caroteno-4,4’-diona) (Figura 1) é um carote-
noide pertencente a subclasse das xantofilas, conhecidos assim os carotenoides que
possuem um ou mais átomos de oxigênio na sua estrutura.

FIGURA 1 – ESTRUTURA QUÍMICA DA ASTAXANTINA

FONTE: Adaptado de Hussein et al. (2006).

A capacidade de ser esterificada, o alto poder antioxidante e maior polaridade
em relação a outros carotenoides são características singulares da astaxantina, devido
aos anéis β-ionona, providos dos grupos hidroxila (OH) e carbonila (C –– O), que apre-
sentam elevada capacidade de sequestrar radicais livres ou outros agentes oxidantes,
tanto em meio aquoso, como em meio lipofílico. Além disso, a série de ligações duplas
conjugadas entre os anéis β-ionona proporciona à molécula a capacidade de remover
elétrons de alta energia a partir de radicais livres e transferir a sua energia eletrônica
via cadeia carbônica (HUSSEIN et al., 2006).

A estrutura polar-apolar-polar também permite que a molécula de astaxantina
se alinhe junto à bicamada lipídica da membrana celular, expondo os grupamentos
hidrofílicos terminais ao meio aquoso, estendendo assim a área de captação de radicais
livres (PASHKOW; WATUMULL; CAMPBELL, 2008).

Além disso, existem 3 fatores que determinam biodisponibilidade, estabilidade
e poder antioxidante da astaxantina: isomeria geométrica, isomeria óptica, e grau de
esterificação (LIU; LUO et al., 2016).

Em termos de isomeria geométrica, a astaxantina se encontra em diversas
formas de isômeros geométricos (cis e trans) (Figura 2), devido à longa cadeia de
duplas ligações conjugadas entre os dois anéis β-ionona. Termodinamicamente, a trans-
astaxantina é mais estável que seus isômeros cis (BRITTON, 1995), porém estudos
mostram que a proporção dos isômeros pode ser controlada através de solventes
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(YUAN; CHEN, 1999), assim como pela temperatura e foto irradiação (HONDA; SOWA;
KAWASHIMA, 2020), dependendo da finalidade desejada para a astaxantina. Caso
o destino seja a pigmentação de alimentos, sugere-se submeter a astaxantina à foto
irradiação para a geração da forma trans, a qual possui intensa coloração vermelha.
Ao passo que se o destino for farmacológico, pode-se aplicar tratamento térmico
para promover a formação dos isômeros cis, de coloração alaranjada, que possuem
melhor biodisponibilidade (YANG, C. et al., 2019; CORAL-HINOSTROZA et al., 2004) e
atividade antioxidante (LIU; OSAWA, 2007).

FIGURA 2 – ESTRUTURA DOS ISÔMEROS GEOMÉTRICOS DA ASTAXANTINA (A) TRANS-
ASTAXANTINA, (B) 9-CIS-ASTAXANTINA, (C) 13-CIS-ASTAXANTINA

FONTE: Adaptado de Wang, Armstrong e Chang (2008).

Em termos de isomeria óptica, visto a presença de dois átomos de carbono
estereogênicos nas posições C-3 e C-3’, a astaxantina se encontra na forma de 3
isômeros ópticos (Figura 3): um par de enantiômeros (3R,3’R- e 3S,3’S-astaxantina) e
a forma meso (3R,3’S-astaxantina), sendo esta última opticamente inativa.

Apesar de não haver diferenças na absorção entre os isômeros ópticos (3S,3’S)
(3R,3’S) (3R,3’R) no corpo humano (ØSTERLIE; BJERKENG; LIAAEN-JENSEN, 2000),
o estudo de Liu, Luo et al. (2016) realizado in vivo em nematódeos, demonstrou que
após absorção o isômero (3S,3’S) apresenta poder antioxidante superior às demais
formas.
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FIGURA 3 – ESTRUTURA DOS ISÔMEROS ÓPTICOS DA TRANS-ASTAXANTINA: (D) (3S,3’S) ASTA-
XANTINA, (E) (3R,3’S) ASTAXANTINA, (F) (3R,3’R) ASTAXANTINA

FONTE: Adaptado de Wang, Armstrong e Chang (2008).

No que se refere ao grau de esterificação, a astaxantina produzida por fontes
naturais frequentemente se encontra conjugada com diversos ácidos graxos, como os
ácidos oleico, eicosanóico, palmítico e esteárico. Existem ao todo 3 possíveis variações
(Figura 4): a astaxantina na forma livre (grupos -OH ocupam ambas as posições 3 e 3’),
a astaxantina monoéster (um ácido graxo ligado na posição 3) e a astaxantina diéster
(dois ácidos graxos ocupando as posições 3 e 3’) (ZHOU et al., 2019).

Diversos estudos tem mostrado que a astaxantina nas formas monoéster e
diéster possui superior biodisponibilidade quando comparada à forma livre (BOWEN
et al., 2002; ZHOU et al., 2019; SU; YU; LIU, 2020).

Em termos de degradação, diversos fatores já foram avaliados no que tange a
astaxantina. A exposição a álcalis (ZHAO, L.-Y. et al., 2006; CHEN; HUANG; OUYANG,
2005), tratamentos térmicos (CASELLA et al., 2020; AHMED et al., 2015) e exposição
à luz (HONDA; SOWA; KAWASHIMA, 2020) resultaram em significativa degradação.
Enquanto a exposição a ácidos não resultou em degradação (SARADA et al., 2006;
DONG et al., 2014).

Apesar da sensibilidade deste carotenoide a diversas condições, o grau de
esterificação possui efeito positivo na estabilidade da astaxantina. A forma esterificada,
monoéster ou diéster, agrega a este carotenoide significativa estabilidade térmica, em
comparação à forma livre (ZHOU et al., 2019).
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FIGURA 4 – ESTRUTURA DOS DIFERENTES GRAUS DE ESTERIFICAÇÃO DA ASTAXANTINA:
LIVRE, MONOÉSTER E DIÉSTER

FONTE: Adaptado de Shu Yang et al. (2015).

Relacionando as propriedades físico-químicas expostas nessa seção ao pro-
cesso de extração de astaxantina, pode-se concluir que para se obter um produto com
a maior biodisponibilidade, poder antioxidante e estabilidade possível, é necessário
que o método de extração favoreça ou mantenha as seguintes propriedades:

• Isomeria geométrica 9-cis e 13-cis (pela biodisponibilidade e atividade antioxi-
dante);

• Isomeria óptica 3S,3’S (pela atividade antioxidante);

• Grau de esterificação monoéster e diéster (pela biodisponibilidade e estabilidade
térmica).

3.1.2 Propriedades farmacológicas

A astaxantina oferece diversos benefícios à saúde humana e possui múltiplas
aplicações nutracêuticas (YUAN; PENG et al., 2011; PALOZZA et al., 2009; HIGUERA-
CIAPARA; FÉLIX-VALENZUELA; GOYCOOLEA, 2006; GUERIN; HUNTLEY; OLAI-
ZOLA, 2003). Aliado ao seu alto poder antioxidante, a estrutura singular da astaxantina
permite que sua molécula se alinhe junto à bicamada lipídica das membranas celulares,
expondo seus terminais hidrofílicos também ao meio aquoso. Assim, a astaxantina é
capaz de reduzir e estabilizar radicais livres tanto nas membranas fosfolipídicas, como
no meio aquoso intracelular. Essa característica lhe confere excelente poder inibitório
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de estresse oxidativo, e assim atuar beneficamente no processo de envelhecimento
celular e fisiopatologia de diversas doenças (DAVINELLI; NIELSEN; SCAPAGNINI,
2018; HUSSEIN et al., 2006; LIU; OSAWA, 2007).

Na saúde cardiovascular, a astaxantina é um potencial agente terapêutico
contra aterosclerose (FASSETT; COOMBES, 2011). Além disso, a suplementação
de astaxantina pode ser benéfica para pessoas com risco aumentado de ataques
cardíacos. Estudos mostraram que a astaxantina é carregada através do VLDL, LDL e
HDL no sangue e protege o colesterol LDL contra oxidação (IWAMOTO et al., 2000).
Também é capaz de reduzir o nível de plasma no sangue (KARPPI et al., 2007),
aumentar o fluxo arterial basal (MIYAWAKI et al., 2008) e reduzir hipertensão arterial
(CHEN; LI et al., 2020).

Diversos benefícios foram observados na oftalmologia, como melhoria na
fadiga ocular e acomodação visual (GIANNACCARE et al., 2020). Igualmente, na saude
gastointestinal, foram reportados efeitos positivos na proteção contra ulceras gastricas
e tratamento de desconforto gastrointestinal (NISHIKAWA et al., 2005).

A proteção contra radicais livres também preserva as defesas do sistema imu-
nológico. A capacidade imunomoduladora da astaxantina foi reportada como superior
ao β-caroteno e cantaxantina e seu efeito imunológico foi observado em inúmeros
estudos in vitro e in vivo em humanos (PARK et al., 2010). Também se observou efeito
positivo na resistência muscular de atletas, visto que atividades físicas intensas geram
altos níveis de radicais livres (BARALIC et al., 2015).

A inibição do estresse oxidativo confere à astaxantina potencial da aplicação
em diversas outras fisiopatologias nas áreas: dermatológica (ITO; SEKI; UEDA, 2018),
prevenção de neoplasias (MCCALL et al., 2018) e tratamento adjuvante de doenças
neurodegenerativas (FAKHRI et al., 2019).

3.1.3 Fontes naturais de astaxantina

Diversos microrganismos são capazes de sintetizar astaxantina, como as micro-
algas Haematococcus pluvialis, Chlorella zofingiensis e Chlorococcum sp., as leveduras
Xanthophyllomyces dendrorhous e Candida utilis, e as bactérias Agrobacterium au-
rantiacum, Halobacterium salinarum, Mycobacterium lacticola e Brevibacterium spp.
(AMBATI et al., 2014). A partir desses microrganismos, a astaxantina é transportada na
cadeia alimentar pelos plânctons, crustáceos (ex. krill) e peixes (ex. salmão) (HIGUERA-
CIAPARA; FÉLIX-VALENZUELA; GOYCOOLEA, 2006; RAO; SINDHUJA et al., 2013).

Dentre os microrganismos mais ricos em astaxantina e de elevada produtivi-
dade, temos como destaque a microalga Haematococcus pluvialis, com teor médio de
1 a 4% (em peso seco), e a levedura Xanthophyllomyces dendrorhous, com aproxima-
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damente 2%. Nota-se que a estrutura química da astaxantina varia consideravelmente
dependendo de sua fonte produtora, como exibido na Tabela 1.

TABELA 1 – FONTES NATURAIS DE ASTAXANTINA E SUAS VARIAÇÕES ESTRUTURAIS

Fonte
Asta-

xantina
(ppm)

Isômeros Ópticos (%)
Isômeros

Geométricos
(%)

Grau de
Esterificação (%)

3R,3’R 3R,3’S 3S,3’S Trans Cis Livre Mono-
éster

Di-
éster

Salmão de
cativeiro

2-8 25 50 25

Salmão
selvagem 5-30 12-17 2-6 78-85

Krill 120 9-55 7-21 38-70 75 25 4-5 31-35 61-
64

Phaffia
rhodozyma

5.000-
10.000

98 - 2 70-90 10-
30

100 - -

Paracoccus
carotinifaciens

20.000 - - 100 95 5 100 - -

Haematococcus
pluvialis

10.000-
40.000

4 8 88 70 30 5 85 15

Sintética 100.000 25 50 25 65-
75

25-35 100 - -

FONTE: Mimoun-Benarroch et al. (2016)

3.2 HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS

A microalga Haematococcus pluvialis pertence à divisão Chlorophyta, classe
Chlorophyceae, ordem Volvocales e família Haematococcaceae. É caracterizada como
microalga verde de agua doce, unicelular, móvel e biflagelada (HOEK; MANN; JAHNS,
1995).

Como muitas outras espécies da ordem Volvocales, condições de estresse
induzem uma drástica transformação morfológica na H. pluvialis, a qual perde os
flagelos e se transforma em cistos chamados de hematocistos, como mostra a Figura
5, nos quais se estabelece intensa produção de astaxantina como mecanismo de
proteção celular (BOUSSIBA; VONSHAK, 1991).

A transformação em hematocistos é acompanhada pela formação de uma
espessa parede celular de alta resistência físico-química (HAN; LI; HU, 2013). Diante
do desafio de melhorar a acessibilidade do conteúdo intracelular da H. pluvialis, é
essencial conhecer a morfologia da parede celular, sobretudo sua composição bioquí-
mica, para desenvolver eficientes métodos e condições de ruptura celular e difusão de
solventes. Para tanto, Hagen, Siegmund e Braune (2002) verificaram sua morfogênese
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FIGURA 5 – IMAGEM MICROSCÓPICA DE CÉLULAS DE H. PLUVIALIS EM DIFERENTES FASES
DO SEU CICLO DE VIDA. (A) CÉLULAS FLAGELADAS; (B) CÉLULAS INTERMEDIARIAS
IMÓVEIS; (C) HEMATOCISTOS

FONTE: Adaptado de Fox (2011).

e ultraestrutura através de microscopia eletrônica por transmissão. As imagens obtidas
no estudo, como a Figura 6, mostram nitidamente que a parede celular do hematocisto
é morfologicamente composta por diversas camadas.

FIGURA 6 – IMAGEM DA PAREDE CELULAR DA H. PLUVIALIS NO ESTÁGIO HEMOCÍSTICO OBTIDA
ATRAVÉS DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA POR TRANSMISSÃO, CARACTERIZADA
PELA ESPESSA PAREDE SECUNDARIA (SW) E INTERESPAÇO (IS), ENVOLVIDA PELA
CAMADA TRILAMINAR (TLS), PAREDE PRIMARIA (PW) E REMANESCENTES DA MA-
TRIX EXTRACELULAR (W1, W2)

FONTE: Hagen, Siegmund e Braune (2002)

Segundo os autores, a morfogênese da célula móvel para o hematocisto ocorre
em quatro fases: (i) arredondamento dos protoplastos e perda de mobilidade; (ii) depo-
sição e formação da parede primária; (iii) formação da camada trilaminar; (iv) produção
de grande quantidade de polissacarídeos para formação de uma espessa parede
secundária. Demais diferenças morfológicas entre a célula móvel e o hematocisto estão



23

melhor representadas no esquema ilustrado na Figura 7.

Em relação à composição química da parede celular dos hematocistos, embora
possa depender das condições de cultivo e estresse, análises bioquímicas realizadas
por Hagen, Siegmund e Braune (2002) indicam que a parede celular nesse estágio
representa aproximadamente 16% da massa celular seca. É composta predominante-
mente por carboidratos não celulósicos (70%), além de celulose (3%), proteínas (6%) e
materiais resistentes a acetólise (3%). Dentre os carboidratos, grande parte é composta
por manose (89,4%), seguido de glucose (6,4%), arabinose (1,6%) e xilose (1,3%).

FIGURA 7 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DE DOIS ESTÁGIOS CELULARES DA H. PLUVIALIS.
(A) ESTRUTURA DA CÉLULA FLAGELADA. (B) ESTRUTURA DO HEMATOCISTO. (C)
COMPOSIÇÃO DA ESTRUTURA DA PAREDE CELULAR DO HEMATOCISTO

FONTE: Traduzido e adaptado de Baudelet et al. (2017)

Quanto à elevada resistência físico-química da parede celular de Haemato-
coccus pluvialis, não há ainda estudos que comprovam a origem dessa característica.
Inicialmente, estudos verificaram que a parede é constituída por esporopolenina, um
polímero muito resistente à degradação que normalmente protege esporos de pólen
(BURCZYK, 1986). Posteriormente, a formação da parede do hematocisto foi descrita
por Montsant, Zarka e Boussiba (2001) como uma camada trilaminar com material se-
melhante à esporopolenina, o algenano (biopolímero resistente existente nas paredes
celulares de algumas algas verdes que facilita a sua preservação e registo fóssil).

Apesar da recalcitrância característica do algenano, Montsant, Zarka e Bous-
siba (2001) observaram que a quantidade de algenano presente na parede da H.
pluvialis não é suficiente para causar, de forma isolada, o aumento de espessura
da parede celular após o encistamento. Os autores levantaram a hipótese de que a
rigidez e espessamento da parede poderiam ser justificados por mudanças no arranjo
molecular (diferentes ligações cruzadas) entre o algenano e outros componentes, como
os polissacarídeos. No entanto, carecem estudos que comprovem essa hipótese.
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3.3 MÉTODOS DE EXTRAÇÃO DE ASTAXANTINA DA H. PLUVIALIS

Ao longo das últimas décadas, diversas tecnologias foram desenvolvidas para
extração de astaxantina a partir da H. pluvialis. Os métodos que resultaram nos
melhores rendimentos são baseados sistematicamente em duas etapas: ruptura celular
(por meios químicos, mecânicos ou físicos) e subsequente extração sólido-líquido com
solventes de baixa polaridade. Tal constatação está baseada nos rendimentos dos
métodos que realizaram extração direta sem ruptura celular, expostos na Tabela 2, em
comparação com os demais métodos expostos nas Tabelas 3 – 5.

Como já detalhado na Seção 3.2, a H. pluvialis se transforma em hematocistos
em resposta a condições de estresse como depleção de nutrientes ou intensa foto
irradiação. Conforme Hagen, Siegmund e Braune (2002), a espessa parede celular do
hematocisto é caracterizada por uma extraordinária resistência a agentes mecânicos e
químicos, bem como uma permeabilidade muito baixa. Este fato decresce substancial-
mente a biodisponibilidade dos carotenoides acumulados no meio intracelular, havendo
então a necessidade de aplicar técnicas de ruptura celular, as quais em geral elevam
consideravelmente o custo do processo (ZGHEIB et al., 2018).

3.3.1 Métodos de extração direta

Na literatura, os métodos publicados de extração direta de astaxantina da H.
pluvialis usam o contato sólido-líquido da biomassa com solventes pouco polares, como
exposto na Tabela 2. Mendes-Pinto et al. (2001) e Sarada et al. (2006) submeteram
células de H. pluvialis ao contato com acetona por 16 e 24 h, respectivamente, à
temperatura ambiente, e obtiveram recuperação de 21% e 14% de astaxantina. Já
na faixa de 50 °C, Molino et al. (2018) obtiveram recuperação de apenas 1% com 20
min de tratamento. Ao passo que Ruen-ngam et al. (2011) obtiveram 70% com 4 h a
56 °C. Usando dois ciclos de 4 h cada com CO2 supercrítico foi possível aumentar
a recuperação para 81% (KWAN et al., 2018). Recentemente, Samorì et al. (2019)
obtiveram 88% de recuperação usando acetato de etila por 30 min. No entanto, tal
resultado desperta alguns questionamentos, visto que esse solvente possui limitação
de transferência de massa em meios aquosos, como a biomassa úmida.



25

TA
B

E
LA

2
–

M
É

TO
D

O
S

D
E

E
X

TR
A

Ç
Ã

O
D

E
A

S
TA

X
A

N
TI

N
A

D
A

H
.P

LU
V

IA
LI

S
S

E
M

R
U

P
TU

R
A

D
A

PA
R

E
D

E
C

E
LU

LA
R

E
E

X
TR

A
Ç

Ã
O

D
IR

E
TA

C
O

M
S

O
LV

E
N

TE

M
ét

od
o

A
ge

nt
e

C
on

di
çõ

es
S

ol
ve

nt
e

C
on

di
çõ

es
R

ec
up

er
aç

ão
de

as
ta

xa
nt

in
a

R
ef

er
ên

ci
a

E
xt

ra
çã

o
di

re
ta

co
m

so
lv

en
te

-
-

A
ce

ta
to

de
E

til
a

30
m

in
88

%
S

am
or

ìe
ta

l.
(2

01
9)

-
-

S
C

-C
O

2
45

°C
,1

16
/4

83
ba

r,
2x

4
h

81
%

K
w

an
et

al
.(

20
18

)

-
-

A
ce

to
na

56
.5

°C
,4

h
70

%
R

ue
n-

ng
am

et
al

.(
20

11
)

-
-

A
ce

to
na

25
°C

,1
6

h
21

%
M

en
de

s-
P

in
to

et
al

.(
20

01
)

-
-

A
ce

to
na

24
h

14
.1

3%
S

ar
ad

a
et

al
.(

20
06

)

-
-

A
ce

to
na

50
°C

,1
00

ba
r,

20
m

in
<

1%
M

ol
in

o
et

al
.(

20
18

)

FO
N

TE
:O

au
to

r(
20

20
).

LE
G

E
N

D
A

:S
C

-C
O

2
,D

ió
xi

do
de

ca
rb

on
o

su
pe

rc
rít

ic
o.



26

3.3.2 Métodos químicos

Os métodos químicos já publicados sobre extração de astaxantina da H. pluvi-
alis consistem no uso de álcalis, ácidos, enzimas e líquidos iônicos para ruptura celular,
seguido do contato sólido-líquido da biomassa com solventes pouco polares, como
exposto na Tabela 3. Quanto ao tratamento enzimático, Mendes-Pinto et al. (2001)
avaliaram o potencial das enzimas Proteinase K+ e Driselase na ruptura celular, ob-
tendo 26% de recuperação de astaxantina em 1 h. Machado Jr. et al. (2015) obtiveram
significativa melhora na recuperação (79%) usando Glucanex, por 30 min.

Já o emprego de líquidos iônicos (LI) resultou em alta taxa de recuperação
(99%), reportada recentemente por Choi et al. (2019) ao usar 6.7% [Bmim] HSO4

(30°C, 1 h). Contudo, além do alto custo de aquisição dos LI, fatores como toxicidade,
recuperação e reciclagem devem ser melhor avaliados em futuras aplicações (KUNZ;
HÄCKL, 2016).

O tratamento alcalino foi avaliado por Mendes-Pinto et al. (2001), com NaOH
(0.1 M, 30 min), onde obteve recuperação de 32%. A baixa recuperação pode ser
parcialmente explicada pela degradação da astaxantina durante o processo, efeito
observado por Li-Yan Zhao et al. (2006) e Chen, Huang e Ouyang (2005).

Em relação ao tratamento ácido, este método foi avaliado primeiramente por
Mendes-Pinto et al. (2001), com HCl (0.1 M, 30 min, 25 °C), o qual observou recu-
peração de 42%. Melhores resultados (96%) foram obtidos por Sarada et al. (2006)
ao usar HCl em concentração mais elevada e menor tempo (2 M, 10 min, 70°C). As
análises em TLC e HPLC mostraram ausência de degradação da astaxantina, havendo
conservação da estereoisomeria e grau de esterificação. Recentemente, Liu, Zeng et al.
(2018), realizaram o tratamento com HCl em condições mais severas (4 M, 60 min,
70°C), e obtiveram 80% de recuperação. Tais estudos corroboram para a hipótese de
que possa existir um ponto ótimo de recuperação de astaxantina ao usar condições
brandas de concentração de ácido e tempo. Contudo, o efeito da interação dessas
variáveis, além de outras como temperatura, ainda não foi estudado na literatura.

De modo geral, os métodos químicos possuem vantagens como: dispensar a
secagem da biomassa, baixo custo energético e fácil scale-up, porém os reagentes de-
vem ser cuidadosamente selecionados e otimizados considerando suas biotoxicidades
e reatividades com a astaxantina.
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3.3.3 Métodos mecânicos

Os métodos mecânicos já estudados para extração de astaxantina da H. pluvia-
lis consistem no emprego de moedores, moinho de bolas, maceração e microfluidização
de alta pressão, para ruptura celular, seguido do contato sólido-líquido da biomassa
com solventes pouco polares, como exposto na Tabela 4.

Em geral, as taxas de recuperação obtidas nesses métodos são altas, entre
91% a 98%, visto que a força de cisalhamento gerada por tais técnicas é geralmente
suficiente para romper a parede celular (DI SANZO et al., 2018). Por trabalharem com
biomassa na forma seca, se torna tecnicamente viável usar CO2 supercrítico como
solvente no processo de extração (MOLINO et al., 2018).

No entanto, a viabilização econômica desses processos ainda depende de
melhorias com respeito ao alto consumo energético, à dificuldade de scale-up e à
necessidade de empregar gases inertes, como N2, para evitar a oxidação da astaxantina
durante o processo (KIM et al., 2016).

3.3.4 Métodos físicos

Os métodos físicos já investigados para extrair astaxantina da H. pluvialis
consistem na utilização de autoclave, tratamento hidrotérmico, micro-ondas, ultrassom,
campo magnético, spray-dryer e campo elétrico pulsado (PEF) para ruptura celular,
seguido do contato sólido-líquido da biomassa com solventes pouco polares, como
exposto na Tabela 5.

De forma similar aos métodos químicos, os métodos físicos também possuem
a vantagem de trabalhar com a biomassa úmida, dispensando o processo de secagem.
Quanto à recuperação, os melhores resultados foram observados por Cheng et al.
(2017) usando tratamento hidrotérmico (99%), seguido do emprego de autoclave (92%)
por Mendes-Pinto et al. (2001). Os demais métodos não alcançaram recuperação
satisfatória (<75%).

Apesar da alta taxa de recuperação obtida, a alta temperatura (200 °C) prati-
cada no tratamento hidrotérmico converteu grande parte da astaxantina originalmente
esterificada para a forma livre (CHENG et al., 2017), a qual é mais instável (ZHOU
et al., 2019) e possui menor biodisponibilidade (SU; YU; LIU, 2020).
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3.4 MÉTODOS DE QUANTIFICAÇÃO DA ASTAXANTINA

Boussiba, Fan e Vonshak (1992) publicaram o primeiro método para extração e
quantificação de astaxantina obtida da Haematococcus, através da espectrofotometria.
Tal método consiste na hidrólise alcalina da clorofila com 5% KOH em 30% metanol,
seguido de múltiplas imersões da biomassa em DMSO para extração da astaxantina
sem romper a parede celular, e por fim, realizada quantificação via absorbância em 492
nm – comprimento de maior absorbância da astaxantina. Devido à sua simplicidade
e rapidez, esse método tem sido amplamente aplicado na análise de carotenoides
provenientes da Haematococcus (AFLALO et al., 2007; FAN; VONSHAK; BOUSSIBA,
1994; MIAO et al., 2008; OLAIZOLA, 2000; YU et al., 2004; ZHEKISHEVA et al., 2002).

No entanto, Chen, Huang e Ouyang (2005), assim como outros autores (ZHAO,
L.-Y. et al., 2006), reportaram considerável instabilidade e degradação da astaxantina
em tratamentos alcalinos, mesmo em condições brandas. Recentemente, Su, Xu et al.
(2018) observaram 11% de redução no teor de astaxantina em 30 min de hidrólise a
5°C com 0,021 M de NaOH em metanol, chegando a 71,8% de redução aos 195 min de
reação. O mesmo estudo identificou que durante o tratamento alcalino, a degradação
da astaxantina produziu diversos pigmentos como semi-astaceno e astaceno, assim
como modificou substancialmente a proporção entre seus isômeros. Além disso, esses
pigmentos possuem importante nível de absorbância na região de 492 nm, o que torna
o método proposto por Boussiba, Fan e Vonshak (1992) inadequado para quantificar
astaxantina. Sarada et al. (2006) também reportaram redução de 40% na astaxantina
após tratamento com 5% KOH em metanol por 10 min a 4°C. Portanto, o uso de álcalis
fortes deve ser restrito para quando somente necessita-se obter astaxantina pura para
fins qualitativos, porém não é adequado para quantificar astaxantina.

Li et al. (2012) propuseram um método para quantificar astaxantina usando
espectrofotometria que contorna a interferência causada pela clorofila, assim como
pelos pigmentos derivados da degradação da astaxantina. Tal método não utiliza o
pré-tratamento alcalino para remoção da clorofila e consiste em medir absorbância
do extrato em 530 nm, onde, apesar de não ser a faixa de sua absorbância máxima,
somente a astaxantina apresenta absorbância em nível relevante, eliminando ruídos de
leitura por outros compostos. Desde então, diversos autores adotaram esse método
para quantificar astaxantina (MOLINO et al., 2018; LIYANAARACHCHI et al., 2020;
WANG; GAO et al., 2019).
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3.5 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL (DCC)

O delineamento de experimentos representa um conjunto de ensaios estabele-
cido com critérios científicos e estatísticos, com o objetivo de determinar a influência
de diversas variáveis nos resultados de um dado sistema ou processo. O resultado
obtido quando a variável resposta é representada graficamente em função dos fatores
avaliados é chamado de superfície de resposta, como ilustra a Figura 8 A. Dentre
os diversos benefícios das técnicas de delineamento experimental, destacam-se a
redução do número de ensaios e o estudo simultâneo de diversas variáveis.

O delineamento composto central (DCC) introduzido por Box, Hunter e Hunter
(1978) é um dos delineamentos mais populares para o ajuste de modelos de superfície
de resposta. Ele consiste, geralmente, em nf pontos de um fatorial de 2k, mais 2k
pontos axiais e nc pontos centrais (nível intermediário “0” de cada fator), sendo k

o número de fatores. Os pontos centrais fornecem uma estimativa do erro puro e
informam sobre a existência, ou não, de curvatura no sistema. Caso exista, a adição de
pontos axiais permite uma estimação eficiente dos termos quadráticos puros.

Os pontos axiais são colocados a uma distância α do centro do delineamento.
A escolha do α e nc depende das propriedades exigidas pelo delineamento, tais como
ortogonalidade ou rotacionalidade. A Figura 8 B mostra um DCC para k = 3 fatores, com
os níveis codificados em -1 e 1. Os pontos axiais têm coordenadas (±α,0,0), (0,±α,0),
(0,0,±α) e o ponto central, (0,0,0).

FIGURA 8 – (A) REPRESENTAÇÃO DO DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL DE 3 FATORES;
(B) EXEMPLO DE SUPERFÍCIE DE RESPOSTA

FONTE: O autor (2020).
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 CULTIVO DA MICROALGA

A H. pluvialis foi obtida do banco de cepas do Núcleo de Pesquisa e Desenvol-
vimento de Energia Autossustentável (NPDEAS), localizado na Universidade Federal
do Paraná (UFPR). O cultivo da microalga foi realizado no meio de cultura autotrófico
BBM (Bold Basal Medium) com composição: NaNO3 2,94 mM; CaCl2 · 2 H2O 0,17 mM;
MgSO4 · 7 H2O 0,30 mM; K2HPO4 0,43 mM; KH2PO4 1,29 mM; NaCl 0,43 mM; elemen-
tos traço: EDTA 8,5 μM; FeSO4 · 7 H2O 0,9 μM; H3BO3 9,0 μM; ZnSO4 · 7 H2O 1,50 μM;
MnCl · 4 H2O 0,36 μM; MoO3 0,26 μM; CuSO4 · 5 H2O 0,31 μM; Co(NO3)2 · 6 H2O 0,084
μM. O meio foi ajustado para o pH 7,5 e autoclavado a 121°C por 15 min.

Os cultivos foram incubados em frascos Erlenmeyer de 2 L contendo 1,6 L
de cultivo a 23 ±1 ºC, em fotoperíodo integral, com aeração constante e intensidade
luminosa de 1,5 klux (lâmpadas fluorescentes de 40 W), como mostra a Figura 9.
O crescimento foi acompanhado diariamente através de microscópio óptico (40x de
aumento). A indução de estresse foi aplicada a partir do sétimo dia pelo aumento de
lâmpadas fluorescentes.

FIGURA 9 – CULTIVOS DE HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS EM ERLENMEYER DE 2 L. (A) CUL-
TIVO DE 7 DIAS, EM CRESCIMENTO VEGETATIVO; (B) CULTIVO DE 20 DIAS, COM
PREDOMINÂNCIA DE HEMATOCISTOS RICOS EM ASTAXANTINA

FONTE: O autor (2020).

4.2 OBTENÇÃO DA BIOMASSA

A microalga foi coletada com 20 dias de cultivo na fase de estresse com
predominância de hemacistos ricos em astaxantina. A biomassa foi obtida através da
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decantação dos cultivos, remoção do sobrenadante e armazenamento na forma de
suspensão concentrada a 4 °C.

4.3 PADRONIZAÇÃO DAS AMOSTRAS

Visando padronizar a quantidade de biomassa tratada em todos os experimen-
tos, a biomassa na forma de suspensão concentrada foi fracionada em tubos de ensaio.
Para isso, ajustou-se a concentração da suspensão de biomassa para 2,50% (massa
seca de biomassa/massa suspensão) empregando o método gravimétrico (GIANNELLI
et al., 2015). Transferiu-se 4 g da suspensão em cada tubo de ensaio. A quantidade
final de biomassa nas amostras (100 ± 0,1 mg) foi verificada empregando o método
gravimétrico em três amostras.

4.4 REAGENTES, SOLVENTES E EQUIPAMENTOS

Os ácidos (clorídrico, acético e lático), solventes (acetona, acetato de etila,
etanol e DMSO), usados nos experimentos de ruptura celular, extração de astaxantina
e determinação espectrofotométrica, foram todos adquiridos com grau analítico de
pureza.

Os equipamentos usados nos experimentos consistiam em: extrator Soxhlet
(Phox, Brasil), rotaevaporador (modelo 802, Fisatom, Brasil) e agitador magnético
(modelo HJ-4, Ionlab, Brasil).

Os métodos analíticos foram conduzidos usando: espectrofotômetro (modelo
Lambda 25 UV/VIS, PerkinElmer, EUA), banho ultrassom (modelo L200, Schuster,
Brasil), microfiltros de fibra de vidro (GF-1, Macharey-Nagel, Alemanha) e balança
analítica de precisão 0,01 mg (modelo AUW220D, Shimadzu, Japão).

4.5 RUPTURA CELULAR VIA HIDRÓLISE ÁCIDA

O procedimento de ruptura celular da H. pluvialis se iniciou com a padronização
do volume dos tubos de ensaio previamente preparados, usando água destilada, com a
finalidade de igualar o volume final (8 mL) de todos os tubos após a adição de diferentes
volumes de ácido. Assim, padroniza-se a transferência de calor no banho térmico e a
transferência de massa entre ácido e biomassa ao longo dos experimentos.

Para cada experimento, a amostra no tubo de ensaio foi pré-aquecida por 2 min
em banho térmico para alcançar a temperatura delineada. Em seguida, o volume de
ácido corresponde corresponde ao experimento foi adicionado juntamente com breve
agitação. Vedou-se o tubo de ensaio no banho térmico e iniciou-se a contagem do
tempo previamente delineado, com leve agitação a cada minuto (Figura 10).
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FIGURA 10 – APARATO EXPERIMENTAL DA RUPTURA CELULAR VIA HIDRÓLISE ÁCIDA. (A) BIO-
MASSA ANTES DA RUPTURA CELULAR; (B) BIOMASSA DURANTE A HIDROLISE; (C)
BIOMASSA APÓS HIDRÓLISE E NEUTRALIZAÇÃO

FONTE: O autor (2020).

Ao final do tempo de hidrólise, o tubo de ensaio foi imergido imediatamente
em banho a 20°C, seguida da adição de quantidade necessária de bicarbonato de
sódio (NaHCO3) para completa neutralização do ácido. A etapa de neutralização é
necessária tanto para garantir o tempo de reação delineado, como para evitar reações
indesejadas com os solventes (ex. hidrólise do acetato de etila formando ácido acético).
O uso de NaHCO3 como agente neutralizante é uma forma de evitar o uso de álcalis
fortes como KOH e NaOH que, segundo Chen, Huang e Ouyang (2005) e Su, Xu et al.
(2018), degradam facilmente a astaxantina.

4.6 EXTRAÇÃO DA ASTAXANTINA

A extração da astaxantina de todos os experimentos iniciou através da trans-
ferência do conteúdo de cada tubo de ensaio para o extrator Soxhlet (Figura 11),
juntamente com a adição de 200 mL do solvente correspondente ao experimento.

A fim de isolar o efeito químico que cada solvente exerce na extração, foi
necessário padronizar os três parâmetros a seguir:

1. Temperatura de extração: padronizada em 56°C (temperatura de ebulição da
acetona à pressão ambiente) para evitar a influência da degradação da astaxan-
tina em temperaturas diferentes. Foi utilizado uma bomba a vácuo para reduzir e
igualar a temperatura de ebulição dos demais solventes.

2. Quantidade de ciclos: como forma de igualar o potencial de transferência de
massa de cada solvente, estabeleceu-se dois ciclos, pois foi o suficiente para que
a biomassa ficasse incolor ao usar acetona em ensaios prévios.
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3. Tempo de extração: padronizou-se o tempo de todos os experimentos em 30
min, igualando o tempo de transferência de massa de cada solvente e evitando a
influência da degradação da astaxantina em tempos diferentes. Essa definição
está baseada no tempo necessário que o solvente com maior calor latente de
vaporização, nesse caso o etanol, leva para completar 2 ciclos no extrator no
Soxhlet na potência máxima de aquecimento. Para os demais solventes, foi
reduzido a potência do aquecimento para atingir o mesmo tempo de extração
com 2 ciclos.

As condições definidas para os três parâmetros citados acima foram empre-
gadas tanto nos testes preliminares, como nos experimentos do DCC. Ao fim de cada
extração Soxhlet, os extratos foram transferidos para o roto-evaporador (Figura 11),
onde recuperou-se o solvente e obteve-se o óleo de astaxantina.

FIGURA 11 – APARATO EXPERIMENTAL DO PROCESSO DE EXTRAÇÃO DE ASTAXANTINA. (A)
EXTRATOR SOXHLET; (B) ROTO-EVAPORADOR

FONTE: O autor (2020).

4.7 TESTES PRELIMINARES

4.7.1 Efeito de diferentes ácidos na ruptura celular

Este teste preliminar consistiu em avaliar o efeito de diferentes ácidos (clorídrico,
acético e lático) na ruptura celular da H. pluvialis. Os ácidos foram selecionados com o
interesse em investigar o efeito de distintos pKa e polaridades sobre a parede celular.
Os experimentos foram realizados submetendo as amostras de biomassa, previamente
padronizadas, à hidrólise com cada ácido a 4 N (com base no resultado obtido com
HCl por Sarada et al. (2006)), por 10 min, a 70 °C, em duplicata. A recuperação da
astaxantina foi realizada através do extrator Soxhlet, usando acetona como solvente,



37

nas condições de processo (temperatura, quantidade de ciclos e tempo) definidas na
Seção 4.6. A análise comparativa entre os ácidos foi realizada através da quantificação
de astaxantina recuperada.

4.7.2 Efeito de diferentes solventes na extração sólido-líquido

Este teste preliminar consistiu em avaliar o efeito de diferentes solventes
(acetona, acetato de etila e etanol), classificados como GRAS (geralmente reconhecido
como seguro), na extração sólido-líquido da biomassa pré-tratada de H. pluvialis. Os
solventes foram selecionados em razão de suas distintas polaridades, e por possuírem
calor de vaporização relativamente baixo.

Os experimentos foram realizados submetendo as amostras de biomassa,
previamente padronizadas e pré-tratadas (hidrolisadas com HCl a 4 N, 10 min, 70 °C
(SARADA et al., 2006)), à extração sólido-líquido no extrator Soxhlet com cada solvente,
em duplicata, nas condições de processo (temperatura, quantidade de ciclos e tempo)
definidas na Seção 4.6. A análise comparativa entre os solventes foi realizada através
da quantificação de astaxantina recuperada.

4.8 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL

Neste estudo foi realizado um delineamento composto central (DCC) para otimi-
zar a recuperação de astaxantina de H. pluvialis, avaliando os efeitos da concentração
de ácido, tempo e temperatura de hidrólise na ruptura da parede celular.

O desenvolvimento do DCC consistiu em um delineamento fatorial de 3 variá-
veis em dois níveis (23) com 8 experimentos, com mais 6 experimentos nos pontos
axiais e mais 3 réplicas no ponto central, com α de 1,353, totalizando 17 experimentos.
As variáveis independentes deste processo foram: T - Temperatura da hidrólise, t -
Tempo da hidrólise e, [HCl] - Concentração de ácido. Foi adotado como resposta
(variável dependente) a concentração de astaxantina do extrato.

Para o desenvolvimento do delineamento, os valores reais das variáveis foram
fixados da seguinte forma: temperatura da hidrólise com nível superior (+1) de 80 °C
e nível inferior (-1) de 60 °C; tempo de hidrólise com nível superior (+1) de 15 min e
inferior (-1) de 5 min; concentração de ácido com nível superior (+1) de 4 N e inferior (-1)
de 1 N. O intervalo de valores da concentração de ácido usado na hidrólise foi baseado
no estudo de Sarada et al. (2006), os quais notaram maior recuperação de astaxantina
ao usar 4 N de HCl, em relação a 2 e 6 N. Os autores mantiveram a temperatura e
tempo de ruptura constantes a 70 °C e 10 min, respectivamente. Essa condição foi
definida como o ponto central.

O valor de α empregado neste estudo (α = 1,353) foi calculado pela Equação



38

4.1 para que o DCC fosse ortogonal, isto é, um delineamento onde a matriz de variância
e covariância é diagonal e os parâmetros estimados não estão correlacionados entre si
(BOX; HUNTER; HUNTER, 1978).

α =

√√
Nf ·N −Nf

2
(4.1)

Sendo N = número total de ensaios do DCC; Nf = número de ensaios do
delineamento fatorial; k = número de fatores, N0 = número de ensaios no ponto central.

Na Tabela 6, estão relacionadas as variáveis do processo e seus respectivos
valores, de acordo com os níveis fatoriais (+1 e -1), juntamente com os níveis axiais
(+1,353 e -1,353) e nível central (0).

TABELA 6 – NÍVEIS E FATORES DO DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL

Níveis
Fatores

T (◦C) t(min) [HCl](N)

+1,353 84 16,8 4,5

+1 80 15,0 4,0

0 70 10,0 2,5

-1 60 5,0 1,0

-1,353 56 3,2 0,5

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: T : Temperatura de hidrólise; t: Tempo de hidrólise; [HCl]: Concentração de ácido; (C): Ponto

central

As 3 réplicas no ponto central foram realizadas visando aumentar a uniformi-
dade da precisão no DCC, isto é, igualar a variância da predição do ponto central para
todos os pontos fatoriais e axiais. Essas réplicas foram distribuídas uniformemente
no início, meio e fim do experimento, detectando assim possíveis instabilidades no
processo. Todos os demais ensaios (pontos fatoriais e axiais) foram randomizados. Na
Tabela 7 está apresentada a matriz do delineamento composto central com os valores
reais das variáveis estudadas.

Os experimentos do DCC foram realizados submetendo as amostras de bi-
omassa, previamente padronizadas, à hidrólise com HCl nas diferentes condições
definidas. A recuperação da astaxantina foi realizada através do extrator Soxhlet,
usando acetona como solvente.

As seguintes análises foram realizadas: análise microscópica de alterações
morfológicas das células após extração, e quantificação da astaxantina.

Os resultados experimentais foram analisados no software STATISTICA® 8.0
(StatSoft, EUA), onde foram ajustados a um modelo matemático através de regressão
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TABELA 7 – EXPERIMENTOS E VALORES DOS FATORES DO DELINEAMENTO COMPOSTO CEN-
TRAL

Experimentos Fatores

T (◦C) t(min) [HCl](N)

1 60 (-1) 5,0 (-1) 1,0 (-1)

2 60 (-1) 5,0 (-1) 4,0 (1)

3 60 (-1) 15,0 (1) 1,0 (-1)

4 60 (-1) 15,0 (1) 4,0 (1)

5 80 (1) 5,0 (-1) 1,0 (-1)

6 80 (1) 5,0 (-1) 4,0 (1)

7 80 (1) 15,0 (1) 1,0 (-1)

8 80 (1) 15,0 (1) 4,0 (1)

9 56 (-α) 10,0 (0) 2,5 (0)

10 84 (α) 10,0 (0) 2,5 (0)

11 70 (0) 3,2 (-α) 2,5 (0)

12 70 (0) 16,8 (α) 2,5 (0)

13 70 (0) 10,0 (0) 0,5 (-α)

14 70 (0) 10,0 (0) 4,5 (α)

15 70 (0) 10,0 (0) 2,5 (0)

16 70 (0) 10,0 (0) 2,5 (0)

17 70 (0) 10,0 (0) 2,5 (0)

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: T : temperatura de hidrólise (nível codificado); t: tempo de hidrólise (nível codificado); [HCl]:

concentração de ácido clorídrico (nível codificado); (C): Ponto central.

múltipla e otimizou-se a recuperação de astaxantina em termos de T , t e [HCl]. Os
níveis de significância do modelo e de cada fator avaliado foram obtidos por meio da
análise de variância (ANOVA). A condição ótima predita pelo modelo foi verificada
experimentalmente em triplicata.

4.9 ANÁLISES QUANTITATIVAS

4.9.1 Teor total de astaxantina

O teor total de astaxantina das amostras foi determinado empregando o mé-
todo de extração e quantificação publicado por Li et al. (2012). Foram selecionadas
aleatoriamente três amostras previamente padronizadas. Cada amostra foi centrifugada
a 4000 g, o sobrenadante foi descartado e 5 mL de DMSO foram adicionados. O
material foi tratado por 10 min em banho ultrassom a 60°C e centrifugado a 4000 g por
5 min e o sobrenadante foi coletado. Esse procedimento se repetiu até que a biomassa
ficasse incolor. Os sobrenadantes coletados foram misturados e ajustados com DMSO
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até 25 mL, seguido de diluição 1:30. A determinação da concentração de astaxantina
total (CAT ) foi feita através da leitura da absorbância a 530 nm no espectrofotômetro e
calculada pela Equação 4.2.

CAT (mg · g−1) =
(A · V · FD · 10)
(A1%

1cm ·mamostra)
(4.2)

Onde, CAT = concentração de astaxantina, A = absorbância, V = volume
de extrato (mL); FD = fator de diluição; mamostra= biomassa seca (g) e A1%

1cm = 1556
(absortividade específica da astaxantina a 530 nm em DMSO).

4.9.2 Recuperação de astaxantina

A astaxantina recuperada nos experimentos foi quantificada empregando o
método espectrofotométrico publicado por Li et al. (2012). O extrato rico em astaxantina
obtido em cada experimento foi diluído em 25 mL de DMSO, seguido de outra diluição
1:30, obtendo assim leituras de absorbância na faixa de 0,2 a 0,8. A determinação da
concentração de astaxantina recuperada (CAR), assim como (CAT ), foi feita através da
leitura da absorbância a 530 nm no espectrofotômetro e calculada pela Equação 4.2. A
recuperação de astaxantina (Rast) foi calculada pela Equação 4.3.

Rast(%) =
CAR

CAT

· 100 (4.3)



41

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Neste capítulo, serão abordados: i) os efeitos de diferentes ácidos (clorídrico,
acético e lático) na ruptura da parede celular da H. pluvialis; ii) os efeitos de diferentes
solventes (acetona, acetato de etila e etanol) na extração de astaxantina da H. pluvialis;
iii) os efeitos da concentração de ácido, tempo e temperatura de hidrólise na ruptura
da parede celular, aplicando um delineamento composto central (DCC), e avaliando a
resposta de recuperação de astaxantina da H. pluvialis.

5.1 EFEITO DE DIFERENTES ÁCIDOS NA RUPTURA CELULAR

A ruptura da parede celular da H. pluvialis empregando diferentes ácidos
(clorídrico, acético e lático) foi realizada, conforme descrito na seção 4.5.1. Os expe-
rimentos, realizados em duplicata, forneceram as recuperações de astaxantina para
cada condição, como mostra a Figura 12

FIGURA 12 – RESULTADO DA RECUPERAÇÃO DE ASTAXANTINA USANDO DIFERENTES ÁCIDOS
NA HIDRÓLISE (4 N, 70 °C E 10 min) DE BIOMASSA DE H. PLUVIALIS

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: A barra de erro representa o desvio padrão.

Observa-se na Figura 12 que o ácido clorídrico se mostrou consideravelmente
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mais adequado para romper a parede celular da H. pluvialis, resultando em 98,95
± 1,19% de recuperação de astaxantina, ao passo que os ácidos acético e lático
resultaram em 3,94 ± 0,95% e 6,24 ± 1,09%, respectivamente.

Esse fenômeno demonstra que a recalcitrância química da camada trilaminar
da H. pluvialis, descrita por Hagen, Siegmund e Braune (2002), exige elevada concen-
tração hidrogeniônica para que a hidrólise possa criar aberturas na parede celular que
permitam a difusão do solvente e da astaxantina. Tal concentração hidrogeniônica foi
atingida com o ácido clorídrico (o qual possui pKa = - 6,3), porém não foi suficiente nos
casos dos ácidos lático (pKa = 3,8) e acético (pKa = - 4,7), mesmo empregando uma
concentração relativamente alta de 4 N.

Diante de tais resultados, observa-se que a H. pluvialis possui um comporta-
mento diferente na ruptura celular, empregando hidrólise acida, quando comparada a
outros microrganismos produtores de astaxantina. Ni et al. (2008) observaram que a
presença de cadeia carbônica em ácidos, como o acético e lático, favoreceu a difusão
deles na parede celular da levedura Phaffia rhodozyma, o que resultou em maior rup-
tura celular quando comparado ao emprego de ácidos sem cadeia carbônica, como o
clorídrico.

Tal fenômeno sugere a existência de diferentes etapas limitantes para cada
microrganismo durante a hidrólise acida. Estudos indicam que a levedura Phaffia
rhodozyma possui parede celular relativamente lábil (XIAO et al., 2009; YIN et al.,
2013), porém de maior hidrofobicidade (NI et al., 2008). Assim, a parede hidrolisa
facilmente com menores concentrações hidrogeniônicas, fazendo com que a etapa
limitante seja a transferência de massa do ácido pela parede celular. Já no caso da H.
pluvialis, a parede celular exibe baixa hidrofobicidade, porém sua elevada recalcitrância
química exige maior concentração hidrogeniônica para que a reação de hidrólise avance
(DAMIANI et al., 2006; HAGEN; SIEGMUND; BRAUNE, 2002).

A taxa de recuperação obtida usando ácido clorídrico indica ausência de
degradação da astaxantina, fato já observado por Sarada et al. (2006), ao usar HCl
nas mesmas condições.

Portanto, dentre os ácidos avaliados, o uso de ácido clorídrico para a ruptura da
parede celular da H. pluvialis demonstra ser a escolha mais apropriada para o método
de hidrólise acida e obtenção de astaxantina.

5.2 EFEITO DE DIFERENTES SOLVENTES NA EXTRAÇÃO SÓLIDO-LÍQUIDO

A extração sólido-líquido da biomassa pré-tratada de H. pluvialis empregando
diferentes solventes (acetona, acetato de etila e etanol) foi realizada, conforme descrito
na seção 4.5.2. Os experimentos, realizados em duplicata, forneceram as recuperações
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de astaxantina para cada condição, como mostra a Figura 13.

FIGURA 13 – RESULTADO DA RECUPERAÇÃO DE ASTAXANTINA EMPREGANDO DIFERENTES
SOLVENTES NA EXTRAÇÃO SÓLIDO-LÍQUIDO DE BIOMASSA PRÉ-TRATADA

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: A barra de erro representa o desvio padrão.

Os resultados expostos na Figura 13 mostram que, frente aos demais solventes,
a acetona apresenta a maior recuperação de astaxantina, alcançando 98,89 ± 1,20%.
Enquanto o etanol e acetato de etila resultaram em 30,50 ± 1,12% e 12,09 ± 1,39%,
respectivamente.

Em termos de polaridade molecular, os resultados obtidos se posicionam, em
um primeiro momento, de forma contraditória: o acetato de etila resultou na pior taxa
de recuperação, apesar do caráter predominantemente lipofílico da astaxantina e sua
alta solubilidade em solventes apolares.

Esse fenômeno poderia ser explicado devido à camada de água que recobre
toda a parede e membrana celular. Se o solvente é imiscível em água, sua difusão
através das aberturas criadas pela hidrólise da parede celular é impedida. Dessa
forma, observa-se baixa eficiência de solventes pouco polares, como o acetato de etila,
quando em contato com a biomassa úmida.

Ao se optar pelo emprego de processos de secagem da biomassa previamente
à extração, é possível obter taxas de recuperação de astaxantina superiores a 90%
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usando acetato de etila (LIU; ZENG et al., 2018). No entanto, além do aumento do custo,
processos de secagem implicam em taxas significativas de degradação de astaxantina
(AHMED et al., 2015).

Ainda, tecnologias adicionais, como o ultrassom, micro-ondas, e campo mag-
nético, podem ser aplicadas conjuntamente no processo de extração para auxiliar
solventes imiscíveis em água a permear a célula e aumentar a taxa de recuperação.
Contudo, a recuperação máxima já obtida empregando esses métodos, por Xiaoyan
Zhao et al. (2016b), foi na ordem de 63%, como mostra a Tabela 5.

De outro lado, solventes solúveis em água, como a acetona e etanol, conse-
guem permear facilmente a camada de água presente na parede e membrana celular.
Nesse caso, a diferença entre as taxas de recuperação obtidas se deve, provavelmente,
às distintas solubilidades que a astaxantina apresenta nos dois solventes. Apesar de
não ter sido possível encontrar esses dados de forma consistente na literatura, é possí-
vel inferir que a solubilidade da astaxantina será consideravelmente maior em acetona
do que etanol, por possuírem polaridade relativa de 0,355 e 0,654, respectivamente
(REICHARDT, 2002).

Vale ressaltar que o resultado obtido está intrinsecamente relacionado com
o número de ciclos, tempo e temperatura aplicados no extrator Soxhlet. Nesse ex-
perimento, como foi limitado a somente 2 ciclos, solventes com maior gradiente de
transferência de massa, como a acetona, apresentam melhor produtividade de extrato.
Caso o número de ciclos fosse aumentado, provavelmente os demais solventes apre-
sentariam taxas de recuperação similares a da acetona, exigindo consequentemente
mais tempo de processamento.

Portanto, dentre os solventes avaliados, o uso da acetona demonstra ser a
escolha mais apropriada para a extração sólido-líquido da biomassa hidrolisada de H.
pluvialis e obtenção de astaxantina.

5.3 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL

A ruptura da parede celular da H. pluvialis empregando diferentes condições
experimentais foi realizada, variando a concentração de ácido clorídrico, tempo e
temperatura de hidrólise, conforme descrito na seção 4.6. Os experimentos, realizados
em duplicata, forneceram as recuperações de astaxantina para cada condição, como
exposto na Tabela 8.

Observa-se na Tabela 8 que os valores de recuperação de astaxantina variaram
de 0,57% (ensaio 1) a 99,24% (ensaio 16). No ensaio 1, onde a condição de hidrólise
dos 3 fatores era branda, correspondendo ao nível -1 do DCC (T = 60 °C; t = 5 min;
[HCl] = 1 N), foi obtido o valor mais baixo de recuperação, indicando que esta condição
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TABELA 8 – ENSAIOS E VALORES DOS FATORES DO DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL

Experimentos Fatores Resposta

T (◦C) t(min) [HCl](N) Rast(%)

1 60 (-1) 5,0 (-1) 1,0 (-1) 0,57 ± 0,49

2 60 (-1) 5,0 (-1) 4,0 (1) 74,21 ± 1,32

3 60 (-1) 15,0 (1) 1,0 (-1) 5,46 ± 1,25

4 60 (-1) 15,0 (1) 4,0 (1) 99,18 ± 0,63

5 80 (1) 5,0 (-1) 1,0 (-1) 72,77 ± 1,09

6 80 (1) 5,0 (-1) 4,0 (1) 76,51 ± 0,77

7 80 (1) 15,0 (1) 1,0 (-1) 85,05 ± 1,10

8 80 (1) 15,0 (1) 4,0 (1) 95,30 ± 0,90

9 56 (-α) 10,0 (0) 2,5 (0) 30,48 ± 1,01

10 84 (α) 10,0 (0) 2,5 (0) 96,12 ± 1,21

11 70 (0) 3,2 (-α) 2,5 (0) 71,70 ± 1,18

12 70 (0) 16,8 (α) 2,5 (0) 94,28 ± 0,47

13 70 (0) 10,0 (0) 0,5 (-α) 25,06 ± 0,79

14 70 (0) 10,0 (0) 4,5 (α) 98,60 ± 1,21

15 70 (0) 10,0 (0) 2,5 (0) 99,08 ± 1,04

16 70 (0) 10,0 (0) 2,5 (0) 99,24 ± 1,01

17 70 (0) 10,0 (0) 2,5 (0) 99,17 ± 0,95

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: T : temperatura de hidrólise (nível codificado); t: tempo de hidrólise (nível codificado); [HCl]:
concentração de ácido clorídrico (nível codificado); Rast: recuperação de astaxantina; (C): Ponto central.

Valores médios de recuperação (n = 2) ± desvio padrão.

não rompeu suficientemente a parede celular da H. pluvialis.

Em condições mais severas, como no ensaio 8 (T = 80 °C; t = 15 min; [HCl] =
4 N), onde todos os fatores estão no nível 1 do DCC, houve um aumento expressivo na
recuperação (95,30%). Já no ponto central do DCC (T = 70 °C; t = 10 min; [HCl] = 2,5
N), ensaios 15 a 17, foram obtidos valores máximos na ordem de 99%.

5.3.1 Modelagem matemática

O delineamento composto central permitiu o ajuste de um modelo quadrático
significativo (p < 0,01) para a resposta da recuperação de astaxantina, apresentado na
Equação 5.1. O coeficiente de regressão (R2 = 0,98) indica que o modelo quadrático é
apropriado para explicar fenômeno estudado.

Rast(%) =− 1091 + 25, 7T + 3, 54t+ 135, 36[HCl]− 0, 15T 2 − 0, 15t2

− 6, 85[HCl]2 − 1, 28T · [HCl] + 0, 44t · [HCl]
(5.1)
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Sendo T = temperatura de hidrólise em °C, t = tempo de hidrólise em min e
[HCl] = concentração de ácido clorídrico em N.

Os parâmetros significativos do modelo e seus valores de nível de significância,
apresentados na Tabela 9, corroboram o efeito significativo da concentração de ácido
clorídrico na ruptura da parede celular observado por Sarada et al. (2006) e Liu, Zeng
et al. (2018). Além disso, foi possível identificar que a temperatura e o tempo de hidrólise
possuem efeitos significativos na recuperação de astaxantina, devendo, assim, serem
considerados no modelo.

A otimização da Equação 5.1 visando a maior recuperação possível, de 100%,
resultou nas seguintes condições: temperatura de hidrólise de 71 °C, tempo de hidrólise
de 17 min e concentração de ácido clorídrico de 3,7 N.

TABELA 9 – RESULTADO DA REGRESSÃO MÚLTIPLA PARA A RECUPERAÇÃO DE ASTAXANTINA
DO DCC, COM TODAS AS VARIÁVEIS E SEUS RESPECTIVOS PARÂMETROS E NÍVEIS
DE SIGNIFICÂNCIA

Fatores Parâmetros Nível de significância (p)

Constante β -1091 <0,0001

T 25,7 <0,0001

T 2 -0,146 <0,0001

t 3,54 <0,0001

t2 -0,154 0,0194

[HCl] 135,36 <0,0001

[HCl]2 -6,85 <0,0001

T ·[HCl] -1,28 <0,0001

t·[HCl] 0,443 0,0270

R2 = 0,98

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: T : temperatura de hidrólise; t: tempo de hidrólise; [HCl]: concentração de ácido clorídrico.

Valores significativos quando p < 0,05.

Analisando a distribuição dos resíduos (Figura 14), nota-se tendência positiva
dos resíduos para valores preditos abaixo de 20%, e negativa para os valores preditos
entre 20% e 60%. Acima de 60%, os valores preditos se comportam aleatoriamente em
torno de zero, não apresentando tendências quanto à distribuição. Com isso, avalia-se
que o modelo possui melhor predição para as condições de processo que resultam em
recuperações de astaxantina acima de 60%.

Diante da representação dos valores preditos em função dos observados
(Figura 15), na qual a maioria dos valores experimentais são próximos aos fornecidos
pela equação empírica, verifica-se que o modelo ajustado representou satisfatoriamente
o comportamento da recuperação de astaxantina observada.
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FIGURA 14 – DISTRIBUIÇÃO DOS RESÍDUOS EM FUNÇÃO DOS VALORES PREDITOS PARA A
RECUPERAÇÃO DE ASTAXANTINA NO DCC

FONTE: O autor (2020).

FIGURA 15 – VALORES PREDITOS EM FUNÇÃO DOS OBSERVADOS PARA A RECUPERAÇÃO DE
ASTAXANTINA NO DCC

FONTE: O autor (2020).
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5.3.2 Validação do modelo

A fim de validar o modelo quadrático obtido no DCC, representado pela Equa-
ção 5.1, realizou-se a verificação experimental da recuperação de astaxantina nas
condições ótimas preditas, resultando nos valores apresentados na Tabela 10. Não
houve diferença significativa entre o valor predito e o experimental, validou-se, assim, a
capacidade de predição do modelo.

TABELA 10 – RECUPERAÇÃO DE ASTAXANTINA (PREDITA E OBSERVADA) NAS CONDIÇÕES
ÓTIMAS (T = 71 °C; T = 17 min; [HCL] = 3,7 N) DO DCC

Recuperação Predita (%) Recuperação Observada (%) Nível de significância (p)

100 ± 5,66 99,05 ± 0,48 0,7857

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: Valores médios de recuperação (n = 3) ± desvio padrão. A validação estatística dos valores
predito e observado está representada na forma do valor p obtido na ANOVA. Valores idênticos quando

p > 0,05.

5.3.3 Curvas de contorno

A partir do modelo quadrático ajustado, representado pela Equação 5.1, gerou-
se as curvas de contorno apresentadas na Figura 16, as quais ilustram o efeito dos
fatores (concentração de ácido clorídrico, tempo e temperatura de hidrólise) na re-
cuperação de astaxantina. Para que as regiões de recuperação máxima estivessem
presentes nos gráficos, o fator constante correspondente a cada gráfico foi fixado na
condição ótima predita (T = 71 °C, t = 17 min e [HCl] = 3,7 N).

A respeito da influência dos três fatores na ruptura celular de H. pluvialis,
nota-se algumas tendências na resposta da recuperação de astaxantina. Em termos
de concentração de ácido clorídrico, as curvas de contorno geradas pelo modelo,
apresentadas na Figura 16 B com temperatura constante a 71 °C, indicam que é
necessário concentração mínima de 2 N para obter recuperações superiores a 90%.
Essa condição contribui para mensurar a recalcitrância química da parede celular
da H. pluvialis, propriedade essa já morfologicamente avaliada por Damiani et al.
(2006) e Hagen, Siegmund e Braune (2002), mas que ainda carece de estudos que a
quantifiquem.

Diante disso, seria possível justificar a baixas recuperação publicada por
Mendes-Pinto et al. (2001), de 42% ao usar baixas concentrações de HCl (0,1 N),
a 25 °C e 30 min. Ressalta-se, porém, que as diferenças nas condições e metodologias
empregadas pelos autores tornam difícil a comparação dos resultados. Dentre as
principais diferenças, destacam-se a baixa temperatura (25 °C) e o longo tempo de
extração em acetona (16 h), que possivelmente influenciaram o resultado publicado
pelos autores.
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FIGURA 16 – CURVAS DE CONTORNO PARA A RECUPERAÇÃO DE ASTAXANTINA. (A) [HCl]
VERSUS T COM t = 17 min ; (B) [HCl] E T COM t = 71 °C ; (C) T VERSUS T COM
[HCL] = 3,7 N

FONTE: O autor (2020).

Sob condições mais severas, valores de [HCl] superiores a 4,5 N resultaram em
diminuição na recuperação. No decorrer da hidrólise a 4,5 N, notou-se que as células
rapidamente emergiram e se concentraram na superfície da suspensão, fenômeno
também observado por Sarada et al. (2006) em concentrações superiores a 4 N. Esse
fato pode ter reduzido a taxa de transferência de massa de H+ através da biomassa,
uma vez que as células não estão dispersas em toda a suspensão, como é visto em
condições com menores concentrações de HCl.

Apesar da faixa de recuperação máxima se situar entre 3,5 e 4 N (a 71 °C e
17 min), o modelo também indica a possibilidade de operar em condições substancial-
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mente mais brandas em termos de [HCl], empregando 2,3 N, e ainda assim manter
recuperações do carotenoide na ordem de 97%, impactando positivamente o custo e
segurança desse método.

Observa-se também que o perfil de recuperação versus [HCl], no qual a re-
cuperação máxima ocorre a 3,7 N, possui pouca dependência do tempo de hidrólise.
Na literatura, pode-se notar esse fenômeno ao comparar os tempos empregados em
diferentes estudos. Sarada et al. (2006) ao realizar a hidrólise por 2 min, e Liu, Zeng
et al. (2018), por 60 min, reportam maior recuperação a 4 N, quando comparado a 2 e
6 N de HCl (ambos os estudos a 70 °C).

Assim, a análise conjunta do perfil predito pelo modelo e dos dados da literatura
anteriormente citados indica que não há possibilidade de compensar o uso de baixas
concentrações de ácido pelo aumento do tempo de hidrólise, e vice-versa, o que acaba
penalizando a flexibilidade operacional, caso fosse desejado, por exemplo, reduzir o
uso de ácido no processo as custas de um aumento no tempo de reação.

Com relação ao efeito do tempo de hidrólise na ruptura celular, observado nas
Figuras 16 B e C, as curvas de contorno apontam queda substancial na recuperação ao
empregar tempos inferiores a 6 min. No entanto, na literatura, resultados satisfatórios
de extração já foram alcançados com menos tempo de tratamento, na ordem de 96%
com apenas 2 min, a 70 °C e 4 N (SARADA et al., 2006). Divergências de metodologia
podem justificar o desvio entre os resultados anteriormente expostos. Diferentemente
do presente estudo, que utilizou células oriundas diretamente da decantação do cultivo,
os autores utilizaram biomassa previamente liofilizada. O processo de liofilização
afeta significativamente as características da parede celular da H. pluvialis e facilita o
processo de extração de astaxantina (TAUCHER; BAER, 2016).

O modelo também indica declínio na recuperação ao empregar tempo de
hidrólise superior a 28 min, favorecendo a hipótese de que a exposição prolongada às
condições do tratamento pode degradar a astaxantina. O intervalo de tempo avaliado
no DCC, entre 3,2 e 16,8 min, não foi grande o suficiente para se observar degradação
relevante do carotenoide. Contudo, Liu, Zeng et al. (2018) corroboram essa hipótese
ao empregar 60 min de hidrólise acida, a 70 °C e 4 N, e obterem apenas 80% de
recuperação de astaxantina. Assim, o tempo ótimo sugerido pelo modelo de 17 min
(com T = 71 °C e [HCl = 3,7]) pode servir como uma nova referência de condição
operacional visando mitigar a degradação do carotenoide e reduzir custos.

A respeito do efeito da temperatura de hidrólise na ruptura celular, observa-se
na Figura 16 A que é possível compensar o uso de menores concentrações de ácido
pelo aumento da temperatura. No entanto, a partir de 80 °C observa-se um declínio
inicial na recuperação, onde possivelmente a degradação térmica da astaxantina
começa a ocorrer em níveis relevantes.
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Diante dos estudos publicados avaliando a estabilidade térmica da astaxantina,
nota-se que o solvente usado na diluição do carotenoide tem influência considerável
na degradação. Casella et al. (2020) reportaram 11,4% de degradação ao submeter
astaxantina dissolvida em clorofórmio a 70 °C por 2 h. Em contra partida, nas mesmas
condições, Rao, Sarada e Ravishankar (2007) obtiveram menores taxas de degradação
(4,6%) ao dissolver astaxantina em óleo de palma. Outros óleos vegetais, como o óleo
de soja, também já foram avaliados na função de agente estabilizante da astaxantina e
apresentaram resultados satisfatórios (CALVO et al., 2020).

Portanto, o fato da ruptura celular via hidrólise acida ocorrer em meio aquoso
poderia favorecer a estabilidade térmica da astaxantina, visto que a mesma permanece
dissolvida na fase oleosa presente nas vesículas lipídicas da microalga durante o
processo (WAYAMA et al., 2013). O método do tratamento hidrotérmico corrobora tal
hipótese, uma vez que Cheng et al. (2017) obtiveram altas recuperações de astaxantina
submetendo a biomassa a 200 °C por 10 min. Apesar do resultado promissor obtidos
pelos autores, a alta temperatura empregada no método converteu grande parte da
astaxantina originalmente esterificada para a forma livre, de menor biodisponibilidade
(SU; YU; LIU, 2020) e armazenamento dificultado por ser mais instável (ZHOU et
al., 2019). Em contra partida, tratamentos térmicos podem promover a formação
dos isômeros geométricos cis, que possuem melhor biodisponibilidade e atividade
antioxidante (HONDA; SOWA; KAWASHIMA, 2020).

Diante disso, visando reduzir a quantidade de ácido usado no processo, a
investigação da ruptura celular em temperaturas mais altas que as empregadas no
DCC poderia ser objeto de estudo em futuros trabalhos.

5.3.4 Análise microscópica

As biomassas residuais de cada experimento do DCC foram analisadas micros-
copicamente para verificar os possíveis efeitos das condições empregadas sobre as
células de H. pluvialis. Observou-se que o estado final das células (Figura 17) varia
conforme o valor da recuperação de astaxantina obtida, não sendo possível identificar
qualquer efeito específico em relação aos três fatores (T ; t; [HCl]).

As células submetidas às condições mais brandas do DCC (T = 60 °C; t =
5 min; [HCl] = 1 N), representadas na Figura 17 B, não sofreram alterações visíveis
quando comparadas as células sem tratamento (Figura 17 A), resultando em menos de
1% de recuperação.

Ao aumentar a severidade das condições, observou-se células com extração
parcial de astaxantina (≈30%), como mostra a Figura 17 C. Sob condições próximas
da faixa de recuperação ótima, ainda mais severas, obteve-se células incolores, sem
resquícios de astaxantina (Figura 17 D).
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Notou-se que não houve ruptura total da parede celular em nenhuma das
condições aplicadas no DCC, indicando que a acessibilidade do solvente ao interior da
célula provavelmente ocorreu através de microperfurações na parede celular causadas
pela hidrólise acida, fenômeno igualmente observado por Mendes-Pinto et al. (2001) e
Sarada et al. (2006).

FIGURA 17 – IMAGEM MICROSCÓPICA DE CÉLULAS DA H. PLUVIALIS EM DISTINTAS CONDI-
ÇÕES DO DCC ORDENADAS PELA RECUPERAÇÃO DE ASTAXANTINA: (A) SEM
TRATAMENTO; (B) Rast = 0,57%; (C) Rast = 30,48%; (D) Rast = 99,16%

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: (A) Sem tratamento; (B) T = 60 °C, t = 5,0 min, [HCl] = 1,0 N; (C) T = 56 °C, t = 10,0 min,

[HCl] = 2,5 N; (D) T = 70 °C, t = 10,0 min, [HCl] = 2,5 N.

A ruptura total da parede celular somente foi observada por Liu, Zeng et al.
(2018), possivelmente por consequência da longa exposição (60 min) da biomassa às
condições de 4 N e 70 °C. Além disso, é possível que a centrifugação da biomassa
aplicada na metodologia do estudo tenha contribuído ainda mais para este fenômeno,
visto a fragilidade que a parede celular possui ao final do tratamento.



53

O fato da condição ótima de hidrólise ácida, apresentada no presente trabalho,
resultar em células com paredes integras oferece a vantagem tecnológica de permitir
a filtragem da biomassa tratada, pois a astaxantina permanece contida no meio in-
tracelular. Desta forma, é possível reduzir o teor de água na extração sólido-líquido.
Em paralelo, a reutilização da solução acida filtrada permite reduzir custos, além de
aumentar a sustentabilidade do processo.



54

6 CONCLUSÃO

O emprego de ácido clorídrico na hidrólise da parede celular de H. pluvialis
resultou nas maiores recuperações de astaxantina (> 98%), quando comparado aos
ácidos acético (≈ 4%) e lático (≈ 6%). Os resultados sugerem que a recalcitrância
química da parede celular da H. pluvialis seja fator limitante do processo de ruptura,
e que a hidrofobicidade da parede não seja alta o suficiente para favorecer ácidos de
menor polaridade, como o acético e lático.

Dentre os solventes avaliados para a extração sólido-líquido da biomassa pré-
tratada de H. pluvialis, a acetona resultou nas maiores recuperações de astaxantina
(> 98%), quando comparado ao etanol (≈ 30%) e acetato de etila (≈ 12%). Apesar
da alta solubilidade da astaxantina em solventes não polares, como o acetato de etila,
a camada de água que recobre a parede e membrana celular favoreceu a difusão de
solventes com maior miscibilidade em água, como a acetona e etanol.

A metodologia de superfície de resposta permitiu, sem precedentes descritos
na literatura, evidenciar conjuntamente os efeitos do tempo, temperatura e concentração
de ácido sobre a recuperação de astaxantina.

A otimização da extração de astaxantina de H. pluvialis possibilitou obter 99 ±
0,48% de recuperação do carotenoide, empregando as seguintes condições na hidrólise
acida: 71 °C, 17 min e ácido clorídrico à 3,7 N. Foi possível confirmar a hipótese de
que existe uma condição ótima de hidrólise, que atende a severidade necessária para
romper suficientemente as células e que, ao mesmo tempo, não degrada o carotenoide.

O modelo também indicou a possibilidade de operar em condições substanci-
almente mais brandas em termos de [HCl], empregando 2,3 N (a 71 °C e 17 min), e
ainda assim manter recuperações do carotenoide na ordem de 97%, beneficiando o
custo e segurança do processo.

Na análise conjunta dos fatores observou-se que indica que não há possibili-
dade de compensar o uso de baixas concentrações de ácido pelo aumento do tempo de
hidrólise. Contudo, constatou-se que é possível usar menores concentrações de ácido
aumentando a temperatura de hidrólise. Verificou-se o início do declínio na recuperação
de astaxantina a partir de 80 °C, sugerindo o início da degradação do carotenoide.
Porém, é necessário investigar uma faixa de temperatura superior a deste trabalho para
modelar mais precisamente esse fenômeno.

A hidrólise ácida, mesmo nas condições ótimas, não causou a ruptura total
da parede celular, indicando que a acessibilidade do solvente ao interior da célula
provavelmente ocorreu através de microperfurações na parede celular, diferentemente
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dos métodos físicos e mecânicos, que resultam na ruptura total da parede celular.
Conservar a integridade da parede celular oferece a vantagem tecnológica de permitir
a filtragem da biomassa tratada, pois a astaxantina permanece contida no meio intrace-
lular. Desta forma, é possível reduzir o teor de água presente na extração sólido-líquido.
Em paralelo, a reutilização da solução ácida filtrada permite reduzir custos, além de
aumentar a sustentabilidade do processo.
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