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Tecnologia Ambiental


Resumo

	
	Microalgas são serem unicelulares fotossintetizantes encontrados na natureza, elas são capazes de produzir alguns compostos de interesse comercial, como as ficocianinas, lipídios e os carotenóides. A relevância comercial desses compostos já esta bem estabelecida, podem ser empregados em diversos setores, como a indústria farmacêutica, nutracêutica, na produção de biodiesel, aditivos alimentares etc. Porém esses produtos são encontrados no interior das células da microalga, sendo de extrema importância um processo de extração eficiente. Nesse sentido, o presente estudo tem como objetivo propor duas rotas de extração seriadas na Spirulina platensis e avaliar a mais eficiente em relação a rendimento dos compostos. De acordo com os resultados obtidos a ordem de extração com maior rendimento dos compostos, de maior relevância comercial, foi a ordem assim determinada: Lipídios; carotenóides; Ficocianina.
.
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INTRODUÇÃO
	As cianobactérias são capazes de produzir metabólitos valiosos como proteínas, ácidos graxos e carboidratos para serem utilizados em diversas indústrias, como a industria alimentar e farmacêutica. Entre as cianobactérias filamentosas, a Spirulina platensis tem sido amplamente utilizada por possuir várias vantagens como alto rendimento de biomassa devido a sua taxa de crescimento e fácil recuperação de biomassa (Zhai et al, 2017). Outra vantagem é que devido ao seu crescimento ser em meio alcalino, o risco de contaminação por outros microorganismos é menor (AK, 2011). 
	Um dos produtos produzidos pelas microalgas são as ficocianinas, que são produtos naturais de alto valor com aplicações biotecnológicas reais em indústrias nutracêuticas e farmacêuticas, de alimentos, cosméticos e aplicações em pesquisas. O seu uso tem ganhado importância mundial devido à toxicidade e a carcinogenicidade potencial dos corantes alimentares sintéticos, já que a ficocianina é um corante natural, não tóxico e não cancerígeno (Manirafasha et al, 2016). Ainda dentre o grupo de corantes naturais tem também os carotenoides que, além de dar cor, podem proporcionar atividade biológica, trazendo benefícios à saúde. O que tem sido favorável ao aumento do uso de carotenoides não somente na indústria de alimentos, como também nas indústrias farmacêutica, nutracêutica (Martin et al, 2017). As Microalgas também são capazes de acumular níveis altos de lipídios (55-70%) quando cultivados em condições adequadas (Vitova et al, 2015) e podem ser usados na indústria de biocombustiveis para a produção de biodiesel.
	Os compostos nas microalgas são intracelulares, portanto, processos de ruptura celular é uma etapa de grande importância para a liberação desses compostos. Nesse contexto, esse trabalho tem por objetivo estudar a extração seriada de três compostos (carotenoides, lipídios e ficocianina) produzidos pela Spirulina platensis.	




METODOLOGIA
A. Cultivo 
	Para esse estudo foi cultivada Spirulina platensis, cedida pela Universidade Federal Fluminense e mantida em meio sintético Zarrouk modificado por George (1976). O cultivo foi realizado em garrafão de 4L aerados continuamente, com intensidade luminosa de 630 -730 uEin.m-2.s-1 e duração de 15 dias. A temperatura foi de 25ºC ± 2ºC. 	Foram avaliadas duas rotas de extrações sucessivas de fitoprodutos em uma mesma biomassa microalgal (rota A e rota B – Figura 1). Rota A: extração dos lipídios, seguida da extração dos carotenóides e por fim da Ficocianina. Rota B: extração da ficocianina seguida das extrações dos carotenóides e por fim dos lipídios. As metodologias de extração são as mesmas nas duas rotas, diferenciando apenas a ordem das extrações dos produtos.
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Figura 1: Ordens de extração dos compostos.

	As concentrações (mg/g) desses compostos foram determinadas para avaliar a melhor ordem de extração. 
	
	B. Extração e quantificação de carotenóides totais

Para a extração dos carotenóides totais presentes na biomassa, 100mg de biomassa liofilizada foi ressuspendida em 1 ml de acetona (grau de pureza P.A.), agitada no vortéx AP59 Phoenix, sonicada em ultrassom UNIQUE Ultra Sonic Clearier durante 5 minutos e deixada no congelador durante 2 horas. Após esse período, as amostras foram submetidas à centrifugação em centrifuga Hettich ROTIXA 50RS. A biomassa residual foi ressuspendida com acetona por mais três vezes para maior extração dos carotenóides. Os sobrenadantes foram transferidos para uma cubeta e lidos em dois comprimentos de onda (470 nm e 661,6 nm) para quantificação dos carotenóides totais, no espectrofotômetro GENESYS 10S. 
Após esse procedimento a biomassa residual foi deixada em capela de exaustão por 24h para evaporação do solvente residual utilizado na extração, após esse período a biomassa foi utilizada para extração de outros compostos.
A estimativa da concentração de clorofila a (Chla) e carotenóides (CarT) foi realizada segundo as equações 1 a 3, descritas por Lichtenthaler (1987).

			(Equação 1)

			(Equação 2)

Onde ABS661,6 é a absorbância no comprimento de onda de 661,6nm e ABS470 é a absorbância no comprimento de onda de 470nm.

			(Equação 3)

Onde  é o teor de carotenóides em mg/L, é o teor de carotenóides em mg/g, o  é o volume, em L, de solvente utilizado na extração e mBiom é a quantidade, em mg, de biomassa utilizada. 
		
C. Extração e quantificação de lipídios

Segundo o procedimento descrito por Montes D’Oca (2011), foram utilizados 0,1g de biomassa seca residual da extração anterior para cada 5mL de hexano, sendo a mistura submetida ao ultrassom UNIQUE Ultra Sonic Clearier por 20min em temperatura ambiente de 25°C. Na sequência, a biomassa foi separada por centrifugação, na centrifuga Hettich ROTIXA 50RS, a 2.000 rpm durante 5min. A fase orgânica foi cuidadosamente transferida para um balão de fundo redondo, previamente pesado, e levado ao rotaevaporador FISATOMcom temperatura de 40ºC para evaporação do solvente, até peso constante. Após esse procedimento a biomassa residual foi deixada em capela de exaustão por 24h para evaporação do solvente residual utilizado na extração, posteriormente a biomassa foi utilizada para extração de outros compostos.
Ao final, o percentual de lipídios (%L) foi determinado através da equação (4) 

                                          %L = 	(Equação 4)

Onde é a massa final (g) do balão após a evaporação do solvente, é a massa inicial (g) do balão e (g) é a quantidade de biomassa utilizada para a extração de lipídios.
A quantidade de lipídios em mg/g foi determinada através da equação 5.

				(Equação 5)

Onde, LT representa os lipídios totais (mg) e mBiom é a biomassa utilizada na extração (g).

D. Extração e quantificação de ficocianina

A determinação da ficocianina (FC) foi feita pelo método de congelamento/descongelamento com o intuito de promover o rompimento da parede e da membrana celular, para liberação do conteúdo intracelular, onde as ficocianinas estão contidas. Assim, foram pesados 20mg de biomassa residual da extração anterior em tubo Falcon de 50 ml e adicionados 20 ml de água destilada, a mistura foi agitada em vortéx AP59 Phoenix e levada ao congelador por 24 horas. Foram feitos 2 ciclos de congelamento/descongelamento. As amostras foram centrifugadas (4.500 rpm /20 minutos /10°C) em centrífuga Hettich Rotixa 50RS. O sobrenadante, foi lido em dois comprimentos de onda 615nm e 652nm no espectrofotômetro GENESYS 10S. A estimativa da concentração de ficocianina (FC), em mg/L, foi calculada a partir da equação 6 e a quantidade de FC em mg/g através da equação 9 descritas por Bennett & Bogorad (1973).

FC (mg/ml)=        	(Equação 6)

Onde, ABS615 é a absorbância no comprimento de onda de 615nm, ABS652 é a absorbância no comprimento de onda 652nm e d é o a diluição feita para leitura da amostra.

(Equação 7)

Onde, Vol é o volume (ml) de solvente utilizado e mbiom é a quantidade de biomassa (g).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
	De acordo com os resultados obtidos (Tabela 1), a ordem A foi a melhor com as seguintes concentrações: Lipídios – 23,5  mg/g, carotenóides – 1,30 mg/g e ficocianina – 153,02 mg/g, pois apresentou maior resultado em concentração de ficocianina. Por ter apresentado uma diferença grande de valor na concentração de ficocianina, maior concentração na ordem A, e por ser um composto de alto valor agregado, a rota de extração A, pode ser considerada a melhor a ser seguida. A concentração de lipídio não sofreu grande alteração, porém pode-se observar que se obtém um valor um pouco maior quando sua extração ocorre por último. 
Tabela 1: Concentração dos compostos nas extrações. Ordem de extração - A: lipidios, carotenóides e ficocianinas; B: ficocianinas, carotenóides e lipídios
	Ordem de extração
	Ficocianina (mg/g)
	Carotenóides (mg/g)
	Lipídios (mg/g)

	A
	153,0
	1,30
	23,5

	B
	59,3
	5,35
	27,0



	
	A concentração de carotenóides sofreu uma diminuição considerável quando a extração foi antecedida pela extração de lipídios. Este resultado já era esperado considerando que o solvente utilizado na extração dos lipídios foi o hexano, um solvente apolar, que pode ter solubilizado também uma parte dos carotenóides junto com os lipídios neutros. 
	De acordo Dos Santos et al (2019), que avaliaram a produção dos compostos da Spirulina platensis cultivada sob diferentes concentrações de nitrogênio, na condição semelhante a utilizada no presente trabalho, obtiveram um valor em concentração de carotenóide de 2,5 mg/g, um valor coerente com o encontrado nesse estudo. Levando em consideração a ordem B de extração, pode-se afirmar que uma extração prévia, dependendo do solvente utilizado, pode aumentar a concentração dos carotenóides. Marzorati et al (2020) alcançaram um valor de 3,5 mg/g em concentração de carotenóides, um valor abaixo do encontrado na melhor ordem de extração encontrada no presente experimento, ressaltando mais uma vez a vantagem da extração seriada, pois com a célula já rompida o solvente tem mais contato com o composto, aumentando assim a concentração final.	
	Em relação à ficocianina, por ser um composto de alto valor agregado, a ordem de extração com maior concentração de ficocianina é a mais atraente em relação a valor de mercado. Julanti et al (2019) testaram métodos de otimização de extração da ficocianina em biomassa de Spirulina platensis, no método de congelamento/descongelamento e quando utilizada água como solvente eles obtiveram uma concentração de 26,4 mg/g de ficocianina. Nesse estudo eles concluíram que o método mais eficiente foi o de congelamento/descongelamento, porém utilizando o tampão fosfato 0,1M e ainda assim alcançaram uma concentração de 37,3 mg/g, um valor abaixo do encontrado no presente estudo que foi até 4 vezes maior, atingindo uma concentração de 153,02 mg/g. Dos Santos et al (2019) realizaram também cultivos com Spirulina platensis e extrações de ficocianina, em cultivos com condições semelhantes ao presente estudo, foi obtido um valor de concentração de 72,1 mg/g, um valor abaixo do encontrado na ordem A de extração, mostrando que quando a célula está parcialmente rompida, o composto fica mais acessível e o solvente tem maior contato, aumentando a concentração final da ficocianina.
	Na extração de lipídios as ordens não causaram alterações significativas nas concentrações, sendo a concentração na ordem A de 23,5 mg/g e na ordem B de 27,0 mg/g. Na ordem B, os carotenóides já foram extraídos e a célula já está rompida, o valor da concentração é maior e não sofre a influência dos carotenóides. Pohndorf et al (2016) testaram diversos métodos de extração de lipídios da Spirulina sp., e com o método semelhante ao utilizado nesse estudo a concentração de lipídios alcançada foi de 17,2 mg/g, valor abaixo do encontrado nas duas ordens de extração, o que reforça a vantagem da extração seriada para aumento de concentração dos compostos de interesses microalgais.

CONCLUSÕES 
	O resultado da extração sucessiva se mostrou eficiente para aumentar a concentração dos compostos oriundos da biomassa microalgal, levando em consideração que é possível também fazer um cultivo em meio alternativo e aplicar essa técnica de extração para aumentar o rendimento do composto, se torna mais interessante ainda a aplicação dessa técnica, pois além de reduzir o custo de produção (com meios alternativos) há a possibilidade de aumentar o rendimento nas extrações. De acordo com os resultados obtidos nesse estudo a rota de extração mais eficiente foi a ordem A, pela concentração final dos compostos ter sido a considerada mais eficiente em questão de rendimento.
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