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RESUMO

Na Industria Alimentar, em particular na Induastria Aqiiicola, a utilizacdo de corantes tornou-se uma
ferramenta indispensavel na conquista de mercado, garantindo uma melhoria no aspecto ¢ no aumento
da aceitacdo e valor econdmico de seus produtos. A associacdo dos corantes naturais as vantagens
nutricionais € sua obten¢do por processos de baixo custo tém reduzido a utilizacdo de pigmentos de
origem sintética na Indudstria Alimentar em escala mundial. Desta forma, estudou-se a eficiéncia de trés
métodos de extragdo de pigmentos carotenoidicos totais e astaxantina das microalgas Chlorella
vulgaris ¢ Haematococcus pluvialis e da levedura Phaffia rhodozyma, potencialmente utilizadas no
arracoamento de peixes e crustraceos em cativeiro. Dentro das biomassas estudadas, a microalga
Haematococcus pluvialis revelou o maior conteudo de carotendides totais (20,79 mg de carotendides
totais/g célula seca), enquanto a levedura Phaffia rhodozyma, apesar de um menor conteudo de
pigmentos totais (0,22 mg/g célula seca), apresentou a maior relacdo entre a concentragdo de
astaxantina livre e o contetido de carotenoides totais (cerca de 87,5% dos carotendides presentes como
astaxantina livre), quando comparada aos outros microorganismos (Chlorella vulgaris, 13,4%;
Haematococcus pluvialis, 4,7%). A utilizagdo de dimetilsulfoxido DMSO como solvente revelou ser a

melhor estratégia para a extragdo dos carotenoides dentro dos métodos estudados.

PALAVRAS-CHAVE: aqiiicultura, carotendides, astaxantina.
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NATURAL SOURCES OF CAROTENOIDS OF INTEREST FOR AQUACULTURE:
COMPARATIVE ANALYSIS OF THE EFFICIENCY OF EXTRATION METHODS

ABSTRACT

In Food Industry, particularly Aquaculture Industry, the utilization of pigments has been an
indispensable tool to market achievement, assuring an improvement on visual aspects, increase on
acceptability and economic value of its products. The association of natural pigments to nutritional
advantages and its acquisition by low cost processes have decreased the utilization of synthetic
pigments in Food Industry, followed by a worldwide tendency for the reduction in the utilization of
synthetic products on foods. Thus the pigmentation activity and pigment extraction efficiency of
microalgae Chlorella vulgaris and Haematococcus pluvialis and the yeast Phaffia rhodozyma,
potentially used on fish farming, were studied. The microalga Haematococcus pluvialis showed the
highest total pigment content (20.79 mg of total carotenoids per gram of dried cells) while the yeast
Phaffia rhodozyma, although showing the lowest total pigment content (0.22 mg/g dried yeast), showed
the highest free astaxanthin content (87.5%) when compared to the other microorganisms studied
(Chlorella vulgaris, 13.4%; Haematococcus pluvialis, 4.7%). The utilization of DMSO as solvent
showed the highest efficiency on carotenoid extraction.

KEYWORDS: aquaculture, carotenoids, astaxanthin.
INTRODUCAO

A aquicultura é uma atividade em crescente expansdo devido ao aumento da populagdo mundial e
ao declinio de fontes pesqueiras naturais, associado ao consumo crescente de pescados em uma dieta
equilibrada e saudavel.

Astaxantina é o principal pigmento utilizado na aquiicultura, especialmente na criacdo de salmades,
trutas e crustidceos. Estes organismos ndo sdo capazes de sintetizar carotendides e, desta forma, estes
pigmentos devem ser adicionados a sua alimentag¢do para viabilizar sua incorporacdo e deposi¢do na
carne, conferindo a coloragdo caracteristica da espécie e aumentando sua aceitagdo e valor de mercado.

A deposi¢do de astaxantina em trutas e salmdes é muito mais eficiente, comparativamente a
outros carotenoides, sendo que a maioria dos criadores utiliza astaxantina sintética. Contudo, o custo
deste insumo ¢ elevado, aliado ao fato de que suas formulagdes podem conter configuracdes
indesejadas de astaxantina e seus derivados, diminuindo sua eficiéncia na pigmentacdo (LATSCHA,
1990 e TORRISEN, 1995). Adicionalmente, observa-se uma tendéncia mundial a utilizagdo de fontes
naturais de nutrientes e a exclusdo de componentes sintéticos da cadeia alimentar. Tais fatores tém

aumentado o interesse em fontes naturais de astaxantina, sendo que diversas empresas t€ém investindo
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na obteng¢do deste pigmento, a partir de fontes naturais (MCCOY, 1999). Atualmente, as fontes naturais
mais promissoras de astaxantina sdo a microalga Haematococcus pluvialis (GOUVEIA et al., 1996) ¢ a
levedura Phaffia rhodozyma (MORIEL, 2005).

Neste contexto, a necessidade de obteng¢do de astaxantina a partir de fontes naturais com
elevada produtividade, sustentabilidade e baixo custo, aliado ao uso de processos eficientes de extragdo
e quantificacdo daquele carotendide, vem direcionando pesquisas nesta area, buscando incrementos de
qualidade e redu¢do do custo do pescado produzido em cativeiro. Este trabalho avaliou a eficiéncia de
trés métodos de extracdo de carotenodides totais e astaxantina, a partir de fontes naturais, a saber, as

microalgas Haematococcus pluvialis € Chlorella vulgaris e a levedura Phaffia rhodozyma.
MATERIAL E METODOS

MICROORGANISMOS

Amostras de biomassas das microalgas Haematococcus pluvialis € Chlorella vulgaris foram
gentilmente cedidas pelo Instituto Nacional de Engenharia, Tecnologia e Inovagdo (INETI — Portugal).
Para o cultivo dos microrganismos e produ¢do das biomassas de interesse, utilizou-se o protocolo e as
condi¢des experimentais descritas por Gouveia et al. (2006).

A levedura Phaffia rhodozyma (cepa ATCC 24202) utilizada nesse estudo foi cultivada
conforme descrito por (BONFIM, 1999) e cedida pela Universidade Federal do Parana.

Com o intuito de romper a parede celular e otimizar a extragdo dos pigmentos de interesse,
amostras (10g — peso seco) das biomassas em estudo foram trituradas em moinho de bolas (NV-TEMA,
Labor-Scheibenschwingmuhle, T100), por 60 segundos. Aliquotas de 100 mg de amostra triturada de
cada microorganismo foram utilizadas, em trés experimentos independentes, segundo o protocolo de

extracdo dos pigmentos carotenoidicos.
EXTRACAO

Trés diferentes métodos de extracdo foram testados:
Método A: a extracdo ¢ a determinagdo do contetido de carotendides totais nas amostras em estudo foi
realizada conforme método descrito por Lim et al. (2002), utilizando-se acetona (Merck, p.a.) como
solvente. Sucintamente, a 100 mg de cada amostra foram adicionados 5 mL de acetona. A suspensdo
foi homogeneizada em agitador vortex e levada a centrifugacdo (10 krpm/5min). Os sobrenadantes
foram coletados, seguido da repeti¢do do procedimento descrito até a exaustdo da extracdo dos

pigmentos carotenoidicos, condi¢do esta confirmada através da espectrofotometria de varredura UV-
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Vis (A = 474 nm) dos sobrenadantes retirados. Ao final do processo de extracdo, os sobrenadantes

coletados foram reunidos para efeitos de dosagem do teor de carotenoides totais.

Método AB: A cada 100 mg de amostra, adicionou-se concomitantemente 6 mL de acetona (Merck,
p.a.) e 2 mL de bolas de vidro (Sigma, 425-600 microns), conforme descrito previamente por Goveia et
al. (1996), seguido de agitacdo (Vortex) por 1 min, com intervalos de repouso em banhos de gelo por
20 minutos. Os sobrenadantes foram coletados, repetindo-se o procedimento de forma a extrair
exaustivamente os pigmentos das biomassas. A confirmacdo da auséncia destes compostos nas
amostras foi realizada através de especfotometria de varredura UV-Vis (A = 474 nm), considerando-se
finalizado o procedimento quando valores de absorbancia inferiores a 0.05 foram obtidos.

Método DMSO: A cada amostra (100mg) foram adicionados 2ml de dimetilsulféxido (DMSO) (Merck,

p.a.), incubando-se o material em condi¢do de repouso por 30 minutos, a temperatura ambiente, sob
atmosfera de N, na auséncia de luz. Subsequentemente, o material foi centrifugado (3,5 krpm/5 min),
recuperando-se o sobrenadante e repetindo-se o processo de extracdo com o material precipitado. Aos
sobrenadantes coletados foram adicionados 10 ml de solucdo de NaCl 20% e éter de petroleo (1:1). A
fase etérea foi coletada e, sob a fase aquosa, 5 mL de éter de petréleo foram adicionados por mais duas
vezes. A fase etérea foi filtrada em suporte contendo Na,SO4 anidro e completada ao volume final de
25ml (adaptado segundo Moriel, 2005). Todas as extracdes foram repetidas até que cor da biomassa se
esgotasse nos solventes extratores, conforme descrito acima (Método AB — extragdo exaustiva). Todos

os experimentos foram realizados em triplicata.
QUANTIFICACAO E IDENTIFICACAO

Para a quantificacdo dos carotendides totais, os valores de absorbancia a 477 nm (métodos A e
AB) e 474 nm (método DMSO) foram obtidos em espectrofotometro Shimadzu LC10. Para efeito de
calculo da concentragdo de carotendides totais, utilizou-se a lei de Lambert-Beer para os métodos de
extracdo A e AB, onde o valor da absortividade aplicado para a acetona foi de 219,8 L/g.cm, sendo o
valor de carotendides totais expresso em equivalentes de astaxantina. Para o método DMSO, calculou-

se a concentragdo de astaxantina a partir de dados da literatura (ANDREWES e STARR, 1976, LIM et

al., 2002) , utilizando-se a absortividade especifica para as xantofilas a 474 nm, i.e., A}* = 1.600.

Para a identificacdo dos pigmentos, os extratos foram filtrados (0.22 um) e injetados (10pL) em
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia HP-1100, equipado com coluna C;g de fase reversa
(Vydac 201TP54, 250mm, 4,6 mm ), e detector UV-VIS (477 nm). Metanol:acetonitrila (90:10 v:v)

foi utilizado como fase movel, em fluxo de Iml/min. A identidade de astaxantina livre no perfil
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cromatografico foi confirmada através do tempo de reteng@o (min) de padrdo cromatografico (1 mg/ml,
SIGMA, St. Louis — USA, 98% de pureza) e para efeitos de calculo da concentracdo daquele pigmento,
utilizou-se uma curva-padrdo externa (r* = 0,99), construida a partir da 4rea do pico de interesse (R;
4,59min), nas condi¢des experimentais acima descritas.

Os dados obtidos foram sumarizados e analisados através do teste #-student (p < 0,05), com o auxilio do
programa Statistica (v. 5.0). Tendo em vista o uso mais freqiiente de Haematococcus pluvialis como
suplemento carotenoidico da dieta de peixes e crustaceos cultivados em cativeiro, aquela microalga foi
considerada como testemunha relativa, para efeito de andlise estatistica referente as biomassas fontes
de carotenoides, enquanto o método A foi utilizado como referéncia comparativa para os tratamentos de

extragcdo em estudo.
RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras das microalgas Haematococcus pluvialis e Chlorella vulgaris apresentaram
valores de contetidos de carotendides totais superiores, comparativamente ao observado para a levedura
Phaffia rhodozyma, independente do protocolo de extracdo utilizado. Teores de carotendides totais
superiores em 16 e 82 ordens de magnitude foram detectados nas amostras de Chlorella vulgaris e
Haematococcus pluvialis, em relagdo a amostra de P. rhodozyma, para os métodos de extracdo 4 e AB
(Figura 1), respectivamente. Tal fato ¢ de interesse, porque indica que o uso de bolas de vidro (Método
AB) e a incubagdo das amostras em banho de gelo (20 min) ndo se mostraram vantajosos em relacdo a
utilizacdo do organosolvente isoladamente (Método A).

O método DMSO, por sua vez, revelou o efeito positivo do pré-tratamento das amostras com
aquele solvente aprotico nas condi¢des experimentais utilizadas.A interagdo do DMSO com os
componentes de parede celular, corroborando para um relaxamento das estruturas macromoleculares
associadas, ¢ um fator que, em alguma extensdo, parece favorecer a extracdo dos pigmentos
carotenoidicos por organosolventes, i.e., éter de petroleo, conforme observado. De fato, o método
DMSO mostrou-se como o de maior eficiéncia, independente da espécie fonte de carotenoides.
Adicionalmente, ressalta-se que a associacdo de DMSO e éter de petréleo: NaCl (1:1) revelou a
existéncia de concentracdes de carotendides totais altamente significativas (p < 0,01) em H. pluvialis
(28785ug carotendides totais/g biomassa seca), comparativamente a C. vulgaris (4413ug carotenoides
totais/g biomassa seca) e P. rhodozyma (254ug carotendides totais/g biomassa seca). Estes resultados
dao suporte a preferéncia de uso de H. pluvialis como fonte de compostos carotenoidicos em sistemas

intensivos de cultivos de peixes e crustaceos, por exemplo.
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Figura 1 - Conteldo de carotendides totais (equivalentes de astaxantina) das microalgas Chlorella

vulgaris e Haematococcus pluvialis e da levedura Phaffia rhodozyma, segundo o método de

extragdo utilizado (A, AB e DMSO). Valores médios de trés experimentos independentes (*t-

student, p< 0,05), segundo a espécie fonte de carotendides em estudo. Médias seguidas pela

mesma letra minuscula ndo diferem entre si (p< 0,05), segundo a fonte de carotendides. Valores

médios ndo diferem entre si (p < 0,05) para os métodos de extracdo, quando acompanhados pela

mesma letra maildscula.

A Figura 2 ilustra as distintas coloragdes das biomassas em estudo, previamente a extragdo dos

pigmentos carotenoidicos.

Figura 2 - Amostras de biomassas liofilizadas dos microorganismos em estudo (a) Chlorella

vulgaris, (b) Phaffia rhodozyma e (c) Haematococcus pluvialis, previamente a extracdo dos

pigmentos carotenoidicos.
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As andlises por cromatografia liquida revelaram a eficiéncia na extragdo de astaxantina livre (R; =
4.59min) em relacdo aos outros carotendides, nomeadamente sobre o [B-caroteno, equinenona. As
amostras de Haematococcus pluvialis apresentaram concentragdes de astaxantina livre de 2,6%, 1,7% ¢
4,7%, em relacdo ao conteudo de carotendides totais, com a utilizacdo dos métodos 4, AB e DMSO,
respectivamente. De forma similar ao observado para a extragdo de carotendides totais, o método
DMSO evidenciou um rendimento superior (p < 0,05) a obten¢do de astaxantina livre em relagdo aos
demais tratamentos em estudo.

Para a microalga Chlorella vulgaris, valores de concentragdo de astaxantina livre de 13,1%
(método A), 13,16% (método AB) e 13,4% (método DMSO) foram observados em relagdo ao contetido
de carotendides totais, indicando que os trés métodos apresentaram a mesma eficiéncia na extragdo
daquele carotendide em sua forma livre. No entanto, conteudos de astaxantina livre de 87,5%, 52,7% ¢
16,2% foram observados para os solventes 4, AB e DMSO, respectivamente, para Phaffia rhodozyma.
Este resultado € de interesse, uma vez que revela claramente a necessidade da escolha correta do(s)
solvente(s) na definicdo de métodos extratores de alta eficiéncia. Dadas as caracteristicas estruturais da
parede celular de Phaffia rhodozyma (BONFIM, 1999), ¢ instigante especular que o efeito da acetona
foi mais efetivo em relacdo aos demais agentes extratores utilizados, no que concerne a uma maior
permeabilizacdo daquele componente celular, viabilizando um maior rendimento de extracdo de
astaxantina livre, portanto.

Em resumo, os resultados demonstraram que para Haematococcus pluvialis € Chlorella vulgaris o
método DMSO foi o mais eficiente a extracdo de astaxantina livre (p < 0,05). De forma contraria, para
as amostras da levedura Phaffia rhodozyma, o método 4 mostrou-se mais seletivo a extragdo de
astaxantina livre. Em funcdo disto, recomenda-se a determinagdo prévia da eficiéncia de sistemas
extratores, quando se objetiva alcangar altos rendimentos e seletividade na obtencdo dos pigmentos de
interesse, haja vista a aparente especificade de ag¢do destes, segundo a fonte de carotendides em estudo.
Tal abordagem ¢ de interesse tecnoldgico dado ao alto valor agregado dos pigmentos carotenoidicos a
atividade aquicola e a satide humana, bem como em processos de identificagdo e avaliagdo do potencial
de novas fontes daqueles metabdlitos secundarios.

As microalgas em estudo apresentaram contetidos altamente significativos (p < 0,01) de
astaxantina livre em relacdo a levedura Phaffia rhodozyma, independentemente do solvente extrator
utilizado (Figura 3). De forma interessante, destaca-se a similaridade de valores de contetido daquele
pigmento nas amostras de microalgas observada para o método de extracdo 4B, indicando claramente o
efeito do sistema extrator sobre os resultados de rendimento do pigmento de interesse, a despeito das

diferengas genéticas e bioquimicas (i.e., potencial produtivo intrinseco de cada gendtipo) e de
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tecnologia de produ¢do das biomassas (i.e., sistemas de cultivo e manejo) entre aquelas amostras. Este
resultado refor¢a a necessidade de definicdo de sistemas extratores adequados, de baixo custo e de alto
rendimento, em processos produtivos de compostos de alto valor agregado e de reconhecida

importancia tecnoldgica nas areas da aqiiicultura e da nutri¢cdo e satide humana.
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Figura 3 - Conteldo de astaxantina livre de amostras de biomassas de microalgas Chlorella
vulgaris e Haematococcus pluvialis e de levedura Phaffia rhodozyma, segundo o método de
extragdo DMSO, AB e A. Valores médios de trés experimentos independentes (*t-student, p<
0,05), segundo a espécie fonte de carotendides em estudo. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula ndo diferem entre si (p< 0,05), segundo a fonte de carotenodides. Valores médios ndo
diferem entre si (p < 0,05) para os métodos de extracdo, quando acompanhados pela mesma

letra maildscula.

Na analise dos resultados obtidos, ¢ de interesse considerar que as discrepancias observadas nos
valores de concentracdo dos pigmentos carotenoidicos para os tratamentos em estudo podem estar
relacionadas, em alguma extensdo, a ligagdo destes compostos a macromoléculas tais como proteinas
protoplasmaticas e polissacarideos (CREMADES et al., 2003; VELU, 2003) nas amostras, dificultando

sua extracdo. Além disto, a degradagdo enzimatica dos compostos carotenoidicos pode ser observada
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no decorrer da etapa de moagem das amostras, ainda que o efeito deste processo possa ser inibido com
a utilizagdo de agentes antioxidantes e/ou inibidores enzimaticos.

O protocolo que considera o pré-tratamento das amostras via adicdio de DMSO mostrou-se o mais
eficiente para as amostras de microalgas, explicado pelo fato de que aquele solvente aprético promove
o inchamento das células dos microorganismos em estudo, favorecendo a extracdo dos carotenoides
com solventes organicos subseqiientemente (ANDREWES; STARR,. 1976) (Figura 1). No que
concerne aos resultados obtidos para Phaffia rodozyma, entretanto, tal fato ndo foi observado,
ressaltando-se que esta levedura apresenta uma parede celular de espessura bastante proeminente, o que
dificulta sobremaneira a extragdo dos pigmentos em analise (BONFIM, 1999).

Outros métodos de extracdo vém sendo estudados, com o intuito de maximizar a extragdo dos
carotendides para posterior emprego alimentos, como € o caso do uso extragdo supercritica associada
ou ndo ao 6leo de soja usado para a extracdo de carotendides das microalgas Chlorella vulgaris e
Haematococcus pluvialis (GOUVEIA et al., 2007; NOBRE et al., 2006)

Em estudo recente Nobre, et al., (2006), verificou que a extragdo de carotendides de
Haematococcus pluvialis com o uso do método AB mostrou resultados similares ao observado no
presente trabalho para o conteudo de carotendides totais. No entanto, o método DMSO realizado neste
estudo proporcionou ainda maiores percentagens de extragdo, cerca de 59,2% de carotendides totais
extraidos da microalga Haematococcus pluvialis.

Em outro estudo, Gouveia et al. (2006) apresenta concentracdes na ordem de 4mg/g de
carotenoides totais na microalga Chlorella vulgaris, um valor bastante préximo aos resultados
encontrados dentro dos trés métodos estudados: 4,4mg/g para o método DMSO, 3,4 mg/g para o
método 4B, e 3,8mg/g para o método A.

PASSOS et al. (2006) recentemente publicaram um estudo onde se verificou a extracdo de
astaxantina por extracdo supercritica e organosolventes na levedura Phaffia rhodozyma. Os autores
concluiram que a biomassa moida em moinhos de bola e extraida com acetona apresentava o maior
rendimento dentro das técnicas estudadas.

Adicionalmente, a extrag¢do supercritica mostrou ter um rendimento em torno de 75% comparada
com a extracdo com acetona. A extracdo supercritica mostra-se ser uma alternativa eficaz, e de alta
qualidade, uma vez que esta proporciona seus extratos de forma limpa, sem residuos de solventes

organicos.
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CONCLUSOES

Independentemente do método de extracdo escolhido, a microalga Haematococcus pluvialis
parece ser a biomassa de escolha no que concerne a quantidade de carotendides totais, assim como de
astaxantina livre.

Entre os métodos de extracdo estudados, o método DMSO mostra ser de maior eficiéncia para a
obtencdo de carotendides totais e astaxantina livre. Contudo, devido a alta toxicidade inerente aquele
composto, este método deve ser reservado apenas para a quantificagdo em laboratdrio.

Sugere-se para estudos futuros uma analise detalhada sobre a facilidade em obten¢do das trés
biomassas em analise e a sua produgio de carotendides em larga escala, com a finalidade de se obter a

melhor relagcdo custo-beneficio entre os métodos e fontes de carotenoides estudadas.
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